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DESCRIPCIÓN

Variantes del Factor de von Willebrand que tienen afinidad de unión al Factor VIII mejorada

CAMPO DE LA INVENCIÓN

La presente invención se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado que pre-
senta una afinidad de unión mejorada al Factor VIII. La invención se refiere además a un complejo que comprende el 5
polipéptido y FVIII, a un polinucleótido que codifica el polipéptido de la invención y a un método para producir el 
polipéptido. Adicionalmente, la invención se refiere al uso terapéutico o profiláctico del polipéptido o del complejo de 
la invención para tratar trastornos hemorrágicos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCIÓN

Existen diversos trastornos hemorrágicos causados por deficiencias de los factores de coagulación sanguíneos. Los 10
trastornos más comunes son la hemofilia A y B, como resultado de deficiencias del factor VIII y IX de coagulación
sanguínea, respectivamente. Otro trastorno hemorrágico conocido es la enfermedad de von Willebrand.

En el plasma, FVIII existe principalmente como un complejo no covalente con FvW (Factor de von Willebrand, en 
inglés, VWF) y su función coagulante es acelerar la conversión, dependiente del factor IXa, del factor X al Xa. Debi-
do a la formación del complejo entre FVIII y FvW se ha supuesto durante mucho tiempo que las funciones de FVIII y 15
FvW son dos funciones de la misma molécula. Tan solo en los años setenta se aclaró que FVIII y FvW son molécu-
las distintas que forman un complejo en condiciones fisiológicas. En los años ochenta se determinó entonces la 
constante de disociación de aproximadamente 0,2 nmol/L (Leyte et al., Biochem J 1989, 257: 679-683) y se estudió 
la secuencia de ADN de ambas moléculas.

La hemofilia clásica o hemofilia A es un trastorno hemorrágico hereditario. Es el resultado de una deficiencia ligada 20
al cromosoma X del FVIII de la coagulación sanguínea, y afecta casi exclusivamente a los varones, con una inciden-
cia de entre uno y dos individuos por cada 10.000. El defecto del cromosoma X es transmitido por mujeres portado-
ras, las cuales no son hemofílicas. La manifestación clínica de la hemofilia A es un aumento de la tendencia a la 
hemorragia. Antes de introducir el tratamiento con concentrados de FVIII, la esperanza de vida media de una perso-
na con hemofilia grave era inferior a 20 años. El uso de concentrados de FVIII procedentes del plasma ha mejorado 25
considerablemente la situación de los pacientes con hemofilia A, incrementando mucho la esperanza de vida media, 
teniendo la mayoría de ellos la posibilidad de vivir una vida más o menor normal. Sin embargo, ha habido ciertos 
problemas con los concentrados derivados del plasma y su uso, el más grave de los cuales ha sido la transmisión de 
virus. Hasta ahora, los virus que causan la hepatitis B, la hepatitis no A no B y el SIDA han afectado gravemente a la 
población. Desde entonces se han desarrollado últimamente diferentes métodos de inactivación de virus y nuevos 30
concentrados de FVIII altamente purificados que establecen un nivel muy alto de seguridad también para FVIII deri-
vado del plasma.

En pacientes con hemofilia A grave sometidos a un tratamiento profiláctico, FVIII se tiene que administrar por vía 
intravenosa (i.v.) aproximadamente 3 veces por semana debido a la corta semivida en plasma de FVIII, de aproxi-
madamente 12 a 14 horas. Cada administración i.v. es engorrosa, se asocia con dolor y conlleva el riesgo de una 35
infección ya que esta se realiza principalmente en el hogar por el propio paciente o por los padres de niños a los que 
se ha diagnosticado hemofilia A.

Por lo tanto, sería muy deseable crear un FVIII con una semivida funcional incrementada que permita una prepara-
ción de composiciones farmacéuticas que contengan FVIII, que se tengan que administrar con menos frecuencia.

Se han realizado diversos intentos de prolongar la semivida de FVIII no activado, ya sea mediante la reducción de su 40
interacción con receptores celulares (documentos WO 03/093313A2, WO 02/060951A2), fijando covalentemente 
polímeros a FVIII (documentos WO 94/15625, WO 97/11957 y US 4970300), mediante encapsulación de FVIII (do-
cumento WO 99/55306), mediante la introducción de nuevos sitios de unión a metal (documento WO 97/03193), 
fijando covalentemente el dominio A2 con el dominio A3 mediante un enlace peptídico (documentos WO 97/40145 y 
WO 03/087355) o un enlace disulfuro (documento WO 02/103024A2) o fijando covalentemente el dominio A1 con el 45
dominio A2 (documento WO2006/108590).

Otro enfoque para mejorar la semivida funcional de FVIII o de FvW es mediante una PEGilación de FVIII (documen-
tos WO 2007/126808, WO 2006/053299, WO 2004/075923) o mediante una PEGilación de FvW (documento WO 
2006/071801), en donde el FvW pegilado, al tener una semivida incrementada, también mejora de forma indirecta la 
semivida de FVIII presente en el plasma. También se han descrito proteínas de fusión de FVIII (documentos WO 50
2004/101740, WO2008/077616 y WO 2009/156137).

Un FvW ausente, que es funcionalmente defectuoso o que solo está disponible en una cantidad reducida en diferen-
tes formas de la enfermedad de von Willebrand (EvW), es una glicoproteína adhesiva multimérica presente en el 
plasma de mamíferos, que tiene múltiples funciones fisiológicas. Durante la hemostasia primaria, FvW actúa como 
un mediador entre receptores específicos en la superficie de plaquetas y componentes de la matriz extracelular,55
tales como colágeno. Por otra parte, FvW sirve como vehículo y proteína estabilizante para FVIII procoagulante. 
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FvW se sintetiza en las células endoteliales y megacariocitos como una molécula precursora de 2813 aminoácidos. 
La secuencia de aminoácidos y la secuencia de ADNc de FvW de tipo silvestre se describen en Collins et al. 1987, 
Proc Natl. Acad. Sci. USA. 84:4393-4397. El polipéptido precursor, pre-pro-FvW, consiste en un péptido señal de 22 
residuos, un pro-péptido de 741 residuos y el polipéptido de 2050 residuos que se encuentra en el FvW maduro en 
el plasma (Fischer et al., FEBS Lett. 351: 345-348, 1994). Después de la escisión del péptido señal en el retículo 5
endoplasmático, se forma un puente disulfuro C-terminal entre dos monómeros de FvW. Durante un transporte adi-
cional a través de la vía secretora, se añaden 12 cadenas laterales de carbohidrato ligadas a N y 10 ligadas a O. 
Más importante, los dímeros de FvW se multimerizan a través de puentes disulfuro N-terminales y el propéptido de 
741 aminoácidos de longitud se escinde mediante la enzima PACE/furina en el aparato de Golgi tardío. El propépti-
do, así como los multímeros de alto peso molecular de FvW (FvW-HMWM) se almacenan en los cuerpos de Weibel-10
Pallade de las células endoteliales o en los gránulos α de las plaquetas.

Una vez secretado en el plasma, la proteasa ADAMTS13 escinde el FvW dentro del dominio A1 de FvW. Por lo 
tanto, el FvW plasmático consiste en toda una serie de multímeros que van desde dímeros individuales de 500 kDa 
a multímeros que consisten en hasta más de 20 dímeros con un peso molecular superior a 10.000 kDa. El FvW-
HMWM tiene por tanto la actividad hemostática más fuerte, que se puede medir en actividad de cofactor ristocetina 15
(FvW:RCo). Cuanto mayor sea la relación de FvW:RCo/antígeno de FvW, mayor será la cantidad relativa de multí-
meros de alto peso molecular.

Los defectos en FvW causan la enfermedad de von Willebrand (EvW), que se caracteriza por un fenotipo de sangra-
do más o menos pronunciado. La EvW de tipo 3 es la forma más grave en la que FvW falta por completo, la EvW de 
tipo 1 se refiere a una pérdida cuantitativa de FvW y su fenotipo puede ser muy leve. La EvW de tipo 2 se refiere a 20
defectos cualitativos del FvW y puede ser tan grave como la EvW de tipo 3. La EvW de tipo 2 tiene muchas subfor-
mas, algunas de las cuales están asociadas con la pérdida o la disminución de multímeros de alto peso molecular. 
La EvW de tipo 2a se caracteriza por una pérdida de los multímeros intermedios y grandes. La EvW de tipo 2B se 
caracteriza por una pérdida de los multímeros de mayor peso molecular.

La EvW es el trastorno hemorrágico heredado más frecuente en los seres humanos y se puede tratar mediante una25
terapia de reemplazo con concentrados que contienen FvW de origen plasmático o recombinante. FvW se puede 
preparar a partir de plasma humano, como se describe por ejemplo en el documento EP 05503991. El documento 
EP 0784632 describe un método para aislar FvW recombinante.

En el plasma, FVIII se une con alta afinidad a FvW, que lo protege de un catabolismo prematuro y por tanto desem-
peña, además de su papel en la hemostasia primaria, un papel crucial para regular los niveles plasmáticos de FVIII y 30
como consecuencia también es un factor central para controlar la hemostasia secundaria. La semivida de FVIII no 
activado unido a FvW es de aproximadamente 12 a 14 horas en plasma. En la enfermedad de von Willebrand de tipo 
3, en la que FvW no está presente o casi no está presente, la semivida de FVIII es de solo aproximadamente 6 ho-
ras, dando lugar a síntomas de hemofilia A de leves a moderados en estos pacientes, debido a la disminución de las 
concentraciones de FVIII. El efecto estabilizador de FvW sobre FVIII también se ha utilizado para ayudar a la expre-35
sión recombinante de FVIII en células CHO (Kaufman et al. 1989, Mol Cell Biol).

Existe una necesidad de moléculas de FvW que tengan una afinidad mejorada hacia FVIII con el fin de estabilizar el 
FVIII. Se ha encontrado sorprendentemente que mutaciones en el dominio D' de FvW pueden aumentar la afinidad 
de FvW hacia FVIII. Esto permite proporcionar complejos de FVIII/FvW que tienen una alta afinidad, lo que es venta-
joso en la terapia y la profilaxis de un trastorno hemorrágico.40

COMPENDIO DE LA INVENCIÓN

En un primer aspecto, la presente invención se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand 
modificado (FvW), 

en donde la secuencia de aminoácidos de dicho FvW modificado tiene al menos una mutación dentro del dominio D'
en relación con la secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre: como se muestra en SEQ ID 45
NO: 31,

y en donde la afinidad de la unión de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado, con un Factor VIII (FVIII) 
es mayor que la de un polipéptido de referencia, en donde la secuencia de aminoácidos de dicho polipéptido de 
referencia es idéntica a la secuencia de aminoácidos de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado, ex-
cepto que la secuencia de aminoácidos del dominio D' del polipéptido de referencia consiste en SEQ ID NO: 31.50

Según una realización preferida del primer aspecto, la afinidad de la unión del polipéptido con el Factor VIII supera a
la del polipéptido de referencia en al menos un 10 por ciento.

En otra realización preferida, la constante de afinidad KA de la unión del polipéptido con el Factor VIII de tipo silves-
tre, es de al menos 3x1010 M-1.

En un aspecto, la invención se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado 55
(FvW), 
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en donde la secuencia de aminoácidos de dicho FvW modificado tiene al menos una sustitución dentro del dominio 
D’ en relación con la secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre, como se muestra en SEQ ID 
NO: 31, 

en donde dicha sustitución reemplaza un aminoácido cargado negativamente presente en el dominio D' de FvW de 
tipo silvestre, como se muestra en SEQ ID NO: 31, con un aminoácido neutro o con un aminoácido cargado positi-5
vamente.

En otro aspecto, la invención se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado
(FvW), 

en donde la secuencia de aminoácidos de dicho FvW modificado tiene al menos una sustitución dentro del dominio 
D’ en relación con la secuencia de aminoácidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre, como se muestra en SEQ 10
ID NO: 31, 

en donde dicha sustitución reemplaza un aminoácido neutro presente en el dominio D’ de FvW de tipo silvestre,
como se muestra en SEQ ID NO: 31, con un aminoácido cargado positivamente.

Se prefiere que la mutación dentro del dominio D' incluya una sustitución de aminoácidos en una de las posiciones 
779, 781, 787, 789, 793, 794, 796, 798, 802, 818, 819, 825, 835, 838 y 853 de la secuencia de aminoácidos de FvW15
como se muestra en SEQ ID NO: 2.

Se prefiere además que la mutación dentro del dominio D' incluya una sustitución de aminoácidos en una de las 
posiciones 779, 781, 789, 793, 794, 802, 818, 819, 835, 838 y 853 de la secuencia de aminoácidos de FvW, como 
se muestra en SEQ ID NO: 2. Por ejemplo, la sustitución de aminoácidos dentro del dominio D' se puede seleccionar 
a partir del grupo que consiste en Asp779Asn, Leu781 Pro, Glu787Gln, Thr789Ala, Gln793Arg, Asn794Lys, 20
Asp796Ala, Glu798Gln, Met802Arg, Met802Lys, Glu818Ala, Glu818Lys, Asn819Lys, Glu825Lys, Glu835Gln, 
Pro838Lys y Asp853Asn, en donde la numeración se refiere a SEQ ID NO: 2.

En otra realización, el polipéptido comprende una secuencia de aminoácidos como se muestra en SEQ ID NO: 33 o 
SEQ ID NO: 34, con la condición de que el dominio D' del FvW modificado contenga al menos una sustitución con 
respecto a SEQ ID NO: 31. Por ejemplo, el polipéptido puede comprender una secuencia de aminoácidos como se 25
muestra en SEQ ID NO: 35, con la condición de que el dominio D' del FvW modificado contenga al menos una susti-
tución con respecto a SEQ ID NO: 31.

En otra realización, el polipéptido de la presente invención comprende una secuencia de aminoácidos como se 
muestra en SEQ ID NO: 2, con la condición de que el dominio D' del FvW modificado contenga al menos una susti-
tución de aminoácidos que incrementa la unión de FVIII, mediante una mejora de la atracción electrostática entre el 30
polipéptido FvW de la invención y FVIII, caracterizada porque los residuos ácidos del dominio D' de FvW se sustitu-
yen por aminoácidos neutros o básicos, o los residuos neutros se sustituyen por aminoácidos básicos.

En otra realización preferida, el polipéptido de la presente invención comprende, además, una proteína que mejora 
la semivida (HLEP). Preferiblemente, la HLEP es una albúmina. El extremo N-terminal de la albúmina se puede 
fusionar con el extremo C-terminal de la secuencia de aminoácidos de FvW.35

Un segundo aspecto de la presente invención es un complejo que comprende una molécula de Factor VIII y un poli-
péptido de la presente invención. Preferiblemente, el complejo tiene una constante de disociación KD de 0,2 nmol/L o 
menor. Más preferiblemente, el Factor VIII en el complejo es el polipéptido de SEQ ID NO: 37.

Todavía otro aspecto de la presente invención es el polipéptido de la presente invención o el complejo de la presente 
invención para uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno hemorrágico, por ejemplo, la enfermedad de von 40
Willebrand (EvW) o la hemofilia.

Aún otro aspecto de la presente invención es una composición farmacéutica que comprende el polipéptido de la 
presente invención o el complejo de la presente invención.

En otro aspecto, la invención se refiere a un método para tratar un trastorno hemorrágico, que comprende adminis-
trar a un paciente que lo requiere, una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido de la presente invención o 45
del complejo de la presente invención. Preferiblemente, el trastorno hemorrágico es EvW o hemofilia A.

En aún otro aspecto, la invención se refiere a un polinucleótido que codifica el polipéptido de la presente invención.

En otro aspecto, la invención se refiere a un plásmido o un vector que comprende el polinucleótido de la presente 
invención. El plásmido o el vector es preferiblemente un plásmido de expresión o un vector de expresión.

En otro aspecto, la invención se refiere a una célula hospedadora que comprende el polinucleótido o el plásmido de 50
la presente invención.

La invención incluye además un método para producir un polipéptido que comprende un FvW modificado, que com-
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prende 

(a) cultivar las células hospedadoras de la presente invención en condiciones tales que se expresa el polipépti-
do que comprende un FvW modificado; y 

(b) opcionalmente, recuperar el polipéptido que comprende un FvW modificado a partir de las células hospeda-
doras o del medio de cultivo.5

Todavía otro aspecto de esta invención es un método para aumentar la afinidad de la unión con el Factor VIII del
FvW, que comprende introducir una mutación en el dominio D' de la secuencia de aminoácidos de FvW, que no está 
presente en la secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre como se muestra en SEQ ID NO: 
31.

En otro aspecto, la invención se refiere al uso de un FvW modificado que tiene mayor afinidad hacia FVIII que un10
FvW no modificado para aumentar la semivida de FVIII. El FvW modificado es preferiblemente un polipéptido de la 
invención como se define en este documento, o un FvW modificado como se define en este documento. Más prefe-
riblemente, el FvW modificado es una proteína de fusión, lo más preferiblemente una proteína de fusión con albúmi-
na.

Un aspecto adicional de la invención es un método para preparar un complejo que comprende Factor VIII y FvW, 15
comprendiendo dicho método mezclar una molécula de Factor VIII con el polipéptido de la presente invención o su 
versión con semivida ampliada.

DESCRIPCIÓN DETALLADA

El polipéptido de la presente invención comprende un Factor de von Willebrand modificado.

FvW20

La expresión "Factor de von Willebrand" o "FvW", tal y como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier 
polipéptido que tiene la actividad biológica de FvW de tipo silvestre. El gen que codifica FvW de tipo silvestre se 
transcribe en un ARNm de 9 kb que se traduce en un pre-propolipéptido de 2813 aminoácidos con un peso molecu-
lar estimado de 310.000 Da. El pre-propolipéptido contiene un péptido señal de 22 aminoácidos, un propolipéptido 
de 741 aminoácidos y la subunidad madura. La escisión del propolipéptido de 741 aminoácidos desde el extremo N-25
terminal da como resultado un FvW maduro que consiste en 2050 aminoácidos. La secuencia de aminoácidos del 
pre-propolipéptido de FvW se muestra en SEQ ID NO: 2. A menos que se indique de otro modo, la numeración de 
los aminoácidos de los residuos de FvW en esta solicitud se refiere a SEQ ID NO: 2, incluso si la molécula de FvW 
no necesita comprender todos los residuos de SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoácidos de FvW maduro se 
muestra en SEQ ID NO: 32. El término "FvW" tal y como se usa en esta memoria, se refiere a la forma madura de 30
FvW a menos que se indique lo contrario.

El propolipéptido de FvW de tipo silvestre comprende múltiples dominios, que están dispuestos en el orden siguien-
te: 

D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-B1-B2-B3-C1-C2-CK

Los dominios D1 y D2 representan el propéptido que se escinde para obtener el FvW maduro. El dominio D' abarca 35
los aminoácidos 764 a 865 de SEQ ID NO: 2. La secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre
se muestra en SEQ ID NO: 31. Los 90 residuos carboxiterminales comprenden el dominio "CK" que es homólogo a 
la superfamilia de proteínas "nudo de cistina". Estos miembros de la familia tienen una tendencia a dimerizarse a 
través de enlaces disulfuro.

Preferiblemente, el FvW de tipo silvestre comprende la secuencia de aminoácidos de FvW maduro como se muestra 40
en SEQ ID NO: 32. También se incluyen adiciones, inserciones, deleciones N-terminales, C-terminales o internas de 
FvW, siempre que se conserve la actividad biológica de FvW. La actividad biológica se conserva en el sentido de la 
invención si el FvW con deleciones conserva al menos 10%, preferiblemente al menos 25%, más preferiblemente al 
menos 50%, más preferiblemente al menos 75% de la actividad biológica de FvW de tipo silvestre. La actividad bio-
lógica de FvW de tipo silvestre puede ser determinada por el experto usando métodos para la actividad del cofactor45
ristocetina (Federici AB et al. 2004. Haematologica 89:77-85), la unión de FvW a GP Ibα del complejo de glicoproteí-
na plaquetaria Ib-V-IX (Sucker et al. 2006. Clin Appl Thromb Hemost. 12: 305-310), o un ensayo de unión a colágeno 
(Kallas & Talpsep. 2001. Annals of Hematology 80:466-471).

Factor VIII

Las expresiones "Factor VIII de coagulación sanguínea", "Factor VIII" y "FVIII" se usan indistintamente en este do-50
cumento. "Factor VIII de coagulación sanguínea" incluye FVIII de coagulación sanguínea de tipo silvestre, así como 
derivados de FVIII de coagulación sanguínea de tipo silvestre que tienen la actividad procoagulante de FVIII de coa-
gulación sanguínea de tipo silvestre. Los derivados pueden tener deleciones, inserciones y/o adiciones en compara-
ción con la secuencia de aminoácidos de FVIII de tipo silvestre. El término FVIII incluye formas procesadas proteolí-
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ticamente de FVIII, por ejemplo, la forma antes de la activación, que comprende una cadena pesada y una cadena 
ligera.

El término "FVIII" incluye cualquier variante de FVIII o mutantes que tienen al menos 25%, más preferiblemente al 
menos 50%, más preferiblemente al menos 75% de la actividad biológica del factor VIII de tipo silvestre.

Como ejemplos no limitativos, las moléculas de FVIII incluyen mutantes de FVIII que previenen o reducen la escisión 5
con APC (Amano 1998. Thromb. Haemost. 79:557-563), mutantes de FVIII que estabilizan aún más el dominio A2 
(documento WO 97/40145), mutantes de FVIII que producen un aumento de la expresión (Swaroop et al. 1997. JBC 
272:24121-24124), mutantes de FVIII que reducen su inmunogenicidad (Lollar 1999. Thromb Haemost. 82:505-508), 
FVIII reconstituido a partir de cadenas pesadas y ligeras expresadas de forma diferente (Oh et al. 1999. Exp. Mol. 
Med. 31:95-100), mutantes de FVIII que reducen la unión a receptores conduciendo a un catabolismo de HSPG de 10
tipo FVIII (proteoglicanos de sulfato de heparán) y/o LRP (proteína relacionada con el receptor de lipoproteínas de 
baja densidad) (Ananyeva et al. 2001. TCM, 11:251-257), variantes de FVIII estabilizadas por enlaces disulfuro (Gale 
et al., 2006. J. Thromb Hemost 4:1315-1322), mutantes de FVIII con propiedades mejoradas de secreción (Miao et 
al., 2004. Blood 103:3412-3419), mutantes de FVIII con actividad específica de cofactor incrementada (Wakabayashi 
et al., 2005. Biochemistry 44: 10298-304), mutantes de FVIII con una mejora de la biosíntesis y la secreción, reduc-15
ción de la interacción chaperona RE, mejora del transporte RE-Golgi, aumento de la activación o resistencia a la 
inactivación y semivida mejorada (resumido por Pipe 2004. Sem. Thromb. Hemost. 30:227-237). Todos estos mutan-
tes de FVIII y variantes se incorporan en este documento como referencia en su totalidad.

Preferiblemente FVIII comprende la secuencia de longitud completa de FVIII como se muestra en SEQ ID NO: 36. 
También se incluyen adiciones, inserciones, sustituciones, deleciones N-terminales, C-terminales o internas de FVIII,20
siempre que se conserve la actividad biológica del FVIII. La actividad biológica se conserva en el sentido de la in-
vención si el FVIII con modificaciones conserva al menos 10%, preferiblemente al menos 25%, más preferiblemente 
al menos 50%, lo más preferiblemente al menos 75% de la actividad biológica de FVIII de tipo silvestre. La actividad 
biológica de FVIII puede ser determinada por el experto tal como se describe a continuación.

Un ensayo adecuado para determinar la actividad biológica de FVIII es, por ejemplo, el ensayo de coagulación de 25
una etapa o de dos etapas (Rizza et al. 1982. Coagulation assay of FVIII:C and FIXa en Bloom ed. The Hemophilias. 
NY Churchchill Livingston 1992) o el ensayo de sustrato cromogénico FVIII:C (S. Rosen, 1984. Scand J Haematol 
33: 139-145, supl.). El contenido de estas referencias se incorpora en este documento como referencia.

La secuencia de aminoácidos de la forma de tipo silvestre madura de FVIII de coagulación sanguínea humana se 
muestra en SEQ ID NO: 36. La referencia a una posición de aminoácido de una secuencia específica significa la 30
posición de dicho aminoácido en la proteína de tipo silvestre de FVIII y no excluye la presencia de mutaciones, por 
ejemplo, deleciones, inserciones y/o sustituciones en otras posiciones en la secuencia a la que se hace referencia.
Por ejemplo, una mutación en "Glu2004", haciendo referencia a SEQ ID NO: 36 no excluye que en el homólogo 
modificado uno o varios aminoácidos en las posiciones 1 a 2332 de SEQ ID NO: 36 estén ausentes.

"FVIII" y/o "FvW" dentro de la definición anterior también incluyen variaciones alélicas naturales que pueden existir y 35
tener lugar de un individuo a otro. "FVIII" y/o "FvW" dentro de la anterior definición incluyen además variantes de 
FVIII y/o FvW. Tales variantes difieren en uno o varios residuos de aminoácidos de la secuencia de tipo silvestre. 
Ejemplos de tales diferencias pueden incluir como sustituciones de aminoácidos conservadoras, es decir, sustitucio-
nes dentro de grupos de aminoácidos con características similares, por ejemplo (1) aminoácidos pequeños, (2) ami-
noácidos ácidos, (3) aminoácidos polares, (4) aminoácidos básicos, (5) aminoácidos hidrófobos y (6) aminoácidos 40
aromáticos. Ejemplos de tales sustituciones conservadoras se muestran en la tabla 1 siguiente. 

Tabla 1:

(1) Alanina Glicina

(2) Ácido aspártico Ácido glutámico

(3) Asparagina Glutamina Serina Treonina

(4) Arginina Histidina Lisina

(5) Isoleucina Leucina Metionina Valina

(6) Fenilalanina Tirosina Triptófano

FvW modificado
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El FvW modificado de la presente invención tiene una secuencia de aminoácidos que difiere de la de FvW de tipo 
silvestre. Según la presente invención, el FvW modificado tiene al menos una mutación dentro de su dominio D’, en 
comparación con la secuencia de aminoácidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre, como se muestra en SEQ ID 
NO: 31. La mutación puede ser una deleción, inserción o sustitución. Preferiblemente, la mutación es una sustitución 5
de aminoácidos.

La secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW modificado puede tener una o varias mutaciones en relación 
con SEQ ID NO: 31. La secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW modificado puede tener una, dos, tres, 
cuatro, cinco o más mutaciones con respecto a SEQ ID NO: 31. Se prefiere que la secuencia de aminoácidos del 
dominio D' de FvW modificado tenga una, dos o tres mutaciones en relación con SEQ ID NO: 31. Lo más preferible-10
mente, la secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW modificado tiene exactamente una sustitución con res-
pecto a la secuencia de aminoácidos como se muestra en SEQ ID NO: 31.

En un primer enfoque, las posiciones de aminoácidos que están mutadas preferiblemente en el FvW modificado 
aumentan la carga positiva del dominio D' y/o reducen la carga negativa del mismo. Este primer enfoque se denomi-
na en este documento como "enfoque electrostático". Esto se puede conseguir mediante la sustitución de al menos 15
un aminoácido que tiene una carga negativa a pH 7,4, con al menos un aminoácido que es neutro o tiene una carga 
positiva a pH 7,4. Alternativamente, esto se puede conseguir mediante la sustitución de al menos un aminoácido que 
es neutro a pH 7,4 con al menos un aminoácido que tiene una carga positiva a pH 7,4. Estos tipos de aminoácidos 
se definen del modo siguiente: 

 Los aminoácidos que tienen una carga negativa a pH 7,4 son ácido aspártico (aspartato) y ácido glutámico 20
(glutamato); que se conocen de aquí en adelante como "aminoácidos cargados negativamente". 

 Los aminoácidos que tienen una carga positiva a pH 7,4 son lisina y arginina; que se conocen de aquí en 
adelante como "aminoácidos cargados positivamente". 

 Los aminoácidos que son neutros a pH 7,4 son alanina, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, his-
tidina, isoleucina, leucina, metionina, valina, fenilalanina, tirosina, triptófano, prolina y cisteína; que se cono-25
cen de aquí en adelante como "aminoácidos neutros". 

En un aspecto del enfoque electrostático, la invención se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von 
Willebrand modificado (FvW), 

en donde la secuencia de aminoácidos de dicho FvW modificado tiene al menos una sustitución dentro del dominio 
D’ en relación con la secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW de tipo silvestre, tal y como se muestra en 30
SEQ ID NO: 31,

en donde dicha sustitución reemplaza un aminoácido cargado negativamente presente en el dominio D' de FvW de 
tipo silvestre tal y como se muestra en SEQ ID NO: 31, con un aminoácido neutro o con un aminoácido cargado 
positivamente.

En otro aspecto del enfoque electrostático, la invención se refiere a un polipéptido que comprende un Factor de von 35
Willebrand modificado (FvW), 

en donde la secuencia de aminoácidos de dicho FvW modificado tiene al menos una sustitución dentro del dominio
D’ en relación con la secuencia de aminoácidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre, tal y como se muestra en 
SEQ ID NO: 31, 

en donde dicha sustitución reemplaza un aminoácido neutro presente en el dominio D’ de FvW de tipo silvestre, tal y40
como se muestra en la SEQ ID NO: 31, con un aminoácido cargado positivamente.

El FvW modificado de la presente invención incluye, pero no se limita a, las siguientes realizaciones de acuerdo con 
el enfoque electrostático, los cuales se pueden combinar entre sí. 

En una primera realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 779 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la 45
posición 779 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posi-
ción 779 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 
779 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

En una segunda realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 787 de la se-
cuencia de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en 50
la posición 787 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la 
posición 787 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la 
posición 787 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

E13704770
07-12-2017ES 2 651 523 T3

 



8

En una tercera realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 793 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW es un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posición 793 de la se-
cuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. 

Alternativamente, el aminoácido en la posición 793 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina.

En una cuarta realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 794 de la secuencia 5
de aminoácidos de FvW es un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posición 794 de la secuencia 
de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 794 de la secuencia de 
aminoácidos de FvW puede ser arginina. 

En una quinta realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 796 de la secuencia 
de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posi-10
ción 796 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 
796 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 796 
de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

En una sexta realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 798 de la secuencia 
de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posi-15
ción 798 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 
798 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 798 
de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

En una séptima realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 802 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW es un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posición 802 de la se-20
cuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 802 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. 

En una octava realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 818 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la 
posición 818 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posi-25
ción 818 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 
818 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

En una novena realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 819 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW es un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posición 819 de la se-
cuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 819 de la secuen-30
cia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. 

En una décima realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 825 de la secuen-
cia de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la 
posición 825 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posi-
ción 825 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 35
825 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

En una undécima realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 835 de la se-
cuencia de aminoácidos de FvW es un aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en 
la posición 835 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la 
posición 835 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la 40
posición 835 de la secuencia de aminoácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 

En una duodécima realización de acuerdo con el enfoque electrostático, el aminoácido en la posición 838 de la se-
cuencia de aminoácidos de FvW es un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posición 838 de la 
secuencia de aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 838 de la se-
cuencia de aminoácidos de FvW puede ser arginina. 45

En una decimotercera realización, el aminoácido en la posición 853 de la secuencia de aminoácidos de FvW es un 
aminoácido neutro o un aminoácido cargado positivamente. El aminoácido en la posición 853 de la secuencia de 
aminoácidos de FvW puede ser lisina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 853 de la secuencia de ami-
noácidos de FvW puede ser arginina. Alternativamente, el aminoácido en la posición 853 de la secuencia de ami-
noácidos de FvW puede ser un aminoácido neutro. 50

En un segundo enfoque alternativo, un aminoácido en el dominio D' se puede sustituir con un aminoácido diferente 
que se conserva evolutivamente o es al menos polimórfico en la posición respectiva. Este segundo enfoque se de-
nomina de aquí en adelante "enfoque evolutivo".

Una sustitución con un aminoácido diferente que se conserva evolutivamente en el sentido de la invención significa 
que un aminoácido dado dentro del dominio D' el cual está presente (i) solo en los seres humanos, se reemplaza con 55
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un aminoácido diferente que se conserva en otras especies en la posición del aminoácido correspondiente, o (ii) que 
está presente solo en los seres humanos y algunas otras especies pero no en la mayoría de las especies, se susti-
tuye con el aminoácido correspondiente más abundante que está presente en la mayoría de las otras especies, o (iii) 
es un polimorfismo humano común. Esto significa que al menos un residuo del dominio D' de FvW se sustituye con 
un aminoácido diferente que está presente en la misma posición en uno o varios polimorfos u ortólogos de FvW que 5
tienen un dominio D' diferente de SEQ ID NO: 31.

El FvW modificado de la presente invención incluye, pero no se limita a, las siguientes realizaciones de acuerdo con 
el enfoque evolutivo, que se pueden combinar entre sí y con cualquier realización(es) del enfoque electrostático. 

En una primera realización de acuerdo con el enfoque evolutivo, el aminoácido en la posición 781 de la secuencia de 
aminoácidos de FvW es una prolina. 10

En una segunda realización de acuerdo con el enfoque evolutivo, el aminoácido en la posición 789 de la secuencia 
de aminoácidos de FvW es alanina, glicina, serina o valina. 

En otras realizaciones preferidas de la invención, el dominio D' del FvW modificado tiene la siguiente secuencia 
(SEQ ID NO: 33). 

15

El dominio D' modificado en el polipéptido de la presente invención puede tener una secuencia de aminoácidos de 
acuerdo con una de las realizaciones de la siguiente tabla 2. Cada línea con “realización nº” representa una realiza-
ción en la que el dominio D' en el polipéptido de la presente invención tiene la secuencia de aminoácidos tal y como 
se muestra en SEQ ID NO: 33, en donde de X1 hasta X15 tienen los significados indicados. "neut" significa un ami-
noácido neutro. 20
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Las realizaciones 2.1 y 4.1-4.4 de la tabla 2 están conformes con el enfoque evolutivo, todas las demás realizacio-
nes están conformes con el enfoque electrostático.

Las posiciones de los aminoácidos que se mutan preferiblemente en el FvW modificado se seleccionan a partir del 
grupo que consiste en las posiciones de aminoácidos 779, 781, 787, 793, 794, 796, 798, 802, 818, 819, 825, 835, 5
838 y 853, en donde la numeración se refiere a la secuencia de aminoácidos mostrada en SEQ ID NO: 2. Es decir, 
el dominio D' del FvW modificado tiene preferiblemente una sustitución de aminoácidos en una de las posiciones 16, 
18, 26, 30, 31, 39, 55, 56, 72, 75 o 90 de SEQ ID NO: 31.

Preferiblemente, la sustitución de aminoácidos en el FvW modificado es en una de las posiciones 789, 802, 818, 819 
o 853 de la secuencia de aminoácidos tal y como se muestra en SEQ ID NO: 2. Es decir, el dominio D' del FvW10
modificado tiene preferiblemente una o varias mutaciones en las posiciones 39, 55, 56 y 90 de SEQ ID NO: 31.

De acuerdo con esta invención, la afinidad de la unión del polipéptido de la presente invención hacia FVIII es mayor 
que la de un polipéptido de referencia que tiene la misma secuencia de aminoácidos con excepción de la mutación 
en el dominio D'.

La afinidad de la unión de una molécula de FvW hacia una molécula de Factor VIII se puede determinar mediante un 15
ensayo de unión utilizado en la técnica. Por ejemplo, la molécula de FvW se puede inmovilizar sobre un soporte 
sólido, se aplican concentraciones crecientes de Factor VIII, se incuban durante un cierto período de tiempo y des-
pués del lavado, se determina el Factor VIII unido con un ensayo cromogénico. La constante de afinidad o la cons-
tante de disociación se pueden determinar entonces mediante un análisis de Scatchard u otro método adecuado. Un 
método para determinar la afinidad de la unión del Factor VIII humano con el Factor de von Willebrand se describe 20
en Vlot et al. (1995), Blood, volumen 85, número 11, 3150-3157. Preferiblemente, sin embargo, la afinidad de FvW
hacia el Factor VIII se determina como se describe en el Ejemplo 4 de esta solicitud.

Cualquier indicación en este documento sobre la afinidad, incluyendo constantes de disociación, se refiere preferi-
blemente a la unión del FvW modificado de la invención, o del polipéptido de la invención a FVIII de cadena sencilla 
representado por la secuencia de aminoácidos tal y como se muestra en SEQ ID NO: 37.25

La constante de disociación del complejo que consiste en FvW y FVIII es preferiblemente de 0,2 nmol/L o menor, 
más preferiblemente de 0,175 nmol/L o menor, más preferiblemente de 0,15 nmol/L o menor, más preferiblemente 
de 0,125 nmol/L o menor, más preferiblemente de 0,1 nmol/L o menor, más preferiblemente de 0,05 nmol/L o menor, 
lo más preferiblemente de 0,01 nmol/L o menor.

La constante de disociación KD de un complejo del polipéptido de la invención y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37 es 30
típicamente menor que el 90% de la constante de disociación KD de un complejo del polipéptido de referencia (por 
ejemplo, el polipéptido de SEQ ID NO: 32) y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37. La constante de disociación KD de un 
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complejo del polipéptido de la invención y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37 es preferiblemente menor que el 75%, 
más preferiblemente menor que el 50%, más preferiblemente menor que el 25%, más preferiblemente menor que el 
10%, más preferiblemente menor que el 5% de la constante de disociación KD de un complejo del polipéptido de 
referencia (por ejemplo, el polipéptido de SEQ ID NO: 32) y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37.

La afinidad de la unión del polipéptido de la presente invención que comprende el FvW modificado, hacia el Factor 5
VIII es superior a la del polipéptido de referencia en al menos un 10%, preferiblemente en al menos un 20%, más 
preferiblemente en al menos un 30%, más preferiblemente en al menos un 50%, más preferiblemente en al menos 
un 75%, más preferiblemente en al menos un 100%, más preferiblemente en al menos un 250%, más preferiblemen-
te en al menos un 500%, más preferiblemente en al menos un 1000%, más preferiblemente en al menos un 
10000%, lo más preferiblemente en al menos un 100000%.10

Se ha encontrado que la afinidad del polipéptido de la invención hacia el Factor VIII de cadena sencilla (por ejemplo, 
representado por SEQ ID NO: 37) es mayor que hacia un Factor VIII heterodímero "bicatenario" (por ejemplo, repre-
sentado por SEQ ID NO: 36). Por lo tanto, la molécula preferida de Factor VIII en el complejo de la invención es un 
Factor VIII de cadena sencilla, lo más preferiblemente es el polipéptido de SEQ ID NO: 37.

El polipéptido de referencia es un polipéptido cuya secuencia de aminoácidos es idéntica a la del polipéptido de la 15
presente invención, excepto en la mutación dentro del dominio D' de FvW. Es decir, el polipéptido de referencia tiene 
preferiblemente una secuencia de aminoácidos idéntica a la del polipéptido de la presente invención, con la condi-
ción de que el dominio D' en el polipéptido de referencia consista en la secuencia de aminoácidos tal y como se
muestra en SEQ ID NO: 31. En otras palabras, la única diferencia en la secuencia entre el polipéptido de la inven-
ción y el polipéptido de referencia se encuentra en la secuencia de aminoácidos del dominio D'. El polipéptido de 20
referencia se ha preparado preferiblemente en las mismas condiciones que el polipéptido de la invención.

El polipéptido de la presente invención puede consistir en el FvW modificado. En otra realización, el polipéptido de la 
presente invención comprende una secuencia de aminoácidos adicional, preferiblemente una secuencia de aminoá-
cidos heteróloga. La secuencia de aminoácidos heteróloga normalmente no se fusiona con FvW en la naturaleza.

La presente invención es particularmente útil en los casos en que se emplea una variante de FvW que tiene una 25
semivida mejorada. Esto se puede lograr, por ejemplo, mediante la fusión de FvW con albúmina de suero humano. 
Se ha encontrado, sin embargo, que tales proteínas de fusión pueden tener una afinidad reducida hacia FVIII en 
comparación con FvW de tipo silvestre. Esto incluye el riesgo de que un complejo de proteína de fusión de FvW y 
FVIII administrado a un paciente, se pueda disociar con bastante rapidez, y el FVIII disociado del complejo se uniría 
al FvW endógeno. El efecto positivo de la formación de complejos entre un FvW con una semivida incrementada y 30
FVIII, en donde también se incrementa la semivida de FVIII, se puede perder de este modo si la afinidad entre la 
proteína de fusión de FvW y FVIII es demasiado baja. Este problema se resuelve mejorando la unión de FvW a FVIII 
de acuerdo con esta invención. Como las proteínas de fusión de FvW tienen el riesgo particular de tener una afini-
dad reducida hacia FVIII, la presente invención es particularmente aplicable en proteínas de fusión de FvW.

Por lo tanto, en una realización, el polipéptido de la presente invención comprende el FvW modificado y una proteína 35
que mejora la semivida (HLEP). Preferiblemente, la HLEP es una albúmina.

Una o varias HLEPs se pueden fusionar a la parte C-terminal de FvW, preferiblemente de modo que no interfieran
con las capacidades de unión de FvW, por ejemplo, a FVIII, plaquetas, heparina o colágeno. 

En una realización, el FvW modificado tiene la siguiente estructura: 

N-FvW-C-L1-H, [fórmula 1] 40

en donde 

N es una parte N-terminal de FvW,

L1 es un enlace químico o una secuencia enlazadora

H es una HLEP y

C es una parte C-terminal de FvW45

L1 puede ser un enlace químico o una secuencia enlazadora que consiste en uno o varios aminoácidos, por ejem-
plo, de 1 a 50, 1 a 30, 1 a 20, 1 a 15, 1 a 10, 1 a 5 o de 1 a 3 (por ejemplo, 1, 2 o 3) aminoácidos y que pueden ser 
iguales o diferentes entre sí. Por lo general, las secuencias enlazadoras no están presentes en la posición corres-
pondiente en el factor de coagulación de tipo silvestre. Ejemplos de aminoácidos adecuados presentes en L1 inclu-
yen Gly y Ser.50

Las secuencias de HLEP preferidas se describen más abajo. Asimismo, se incluyen en la invención fusiones con el
"aminoácido N-terminal" exacto de la HLEP respectiva, o fusiones con la "parte N-terminal" de la HLEP respectiva, 
que incluye deleciones N-terminales de uno o varios aminoácidos de la HLEP.
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El FvW modificado o el complejo del FVIII con el FvW modificado de la invención puede comprender más de una 
secuencia de HLEP, por ejemplo, dos o tres secuencias de HLEP. Estas secuencias múltiples de HLEP pueden 
estar fusionadas con la parte C-terminal de FvW en tándem, por ejemplo, como repeticiones sucesivas.

Secuencias enlazadoras

De acuerdo con esta invención, el resto del polipéptido terapéutico se puede acoplar al resto HLEP a través de un 5
enlazador peptídico. El enlazador debe ser no inmunogénico y puede ser un enlazador no escindible o escindible.

Los enlazadores no escindibles pueden estar compuestos de residuos de glicina y serina alternantes, como se 
ejemplifica en el documento WO2007/090584.

En otra realización de la invención, el enlazador peptídico entre el resto FVIII y/o FvW y el resto albúmina consiste 
en secuencias peptídicas, que sirven como enlazadores naturales entre los dominios en proteínas humanas. Preferi-10
blemente, tales secuencias peptídicas en su entorno natural se encuentran cerca de la superficie de la proteína y 
son accesibles para el sistema inmune, de modo que se puede asumir una tolerancia natural contra esa secuencia. 
En el documento WO2007/090584 se proporcionan ejemplos.

Los enlazadores escindibles deben ser suficientemente flexibles como para permitir la escisión con proteasas. En 
una realización preferida, la escisión del enlazador se realiza de forma comparablemente igual de rápida que la 15
activación de FVIII dentro de la proteína de fusión, si la proteína de fusión es un FVIII modificado.

El enlazador escindible comprende preferentemente una secuencia obtenida a partir de 

a) el propio polipéptido terapéutico que se va a administrar, si contiene sitios de escisión proteolítica que se es-
cinden proteolíticamente durante la activación del polipéptido terapéutico, 

b) un polipéptido del sustrato, escindido por una proteasa que se activa o se forma con la participación del poli-20
péptido terapéutico.

c) un polipéptido implicado en la coagulación o la fibrinolisis

La región enlazadora en una realización más preferida comprende una secuencia de FVIII y/o FvW, que debería dar 
como resultado una disminución del riesgo de propiedades neoantigénicas de la proteína de fusión expresada. Tam-
bién en caso de que la proteína terapéutica sea FVIII que se tiene que activar proteolíticamente, la cinética de la 25
escisión del péptido enlazador reflejará más estrechamente la cinética de activación relacionada con la coagulación
del zimógeno.

Los péptidos enlazadores son preferiblemente escindibles con las proteasas del sistema de coagulación, por ejem-
plo, FIIa, FIXa, FXa, FXIa, FXIIa y FVIIa.

Ejemplos de combinaciones de polipéptido terapéutico, enlazador escindible y HLEP incluyen las estructuras artifi-30
ciales mencionadas en el documento WO2007/090584 (por ejemplo, en la tabla 2 y la figura 4) y en el documento 
WO2007/144173 (por ejemplo, en la tabla 3a y 3b), pero no se limitan a las mismas.

Polipéptidos que incrementan la semivida (HLEPs) 

Un "polipéptido que incrementa la semivida", tal y como se usa en el presente documento, se selecciona entre el 
grupo que consiste en albúmina, un miembro de la familia de la albúmina, la región constante de la inmunoglobulina 35
G y fragmentos de la misma, una región y polipéptidos capaces de unirse en condiciones fisiológicas a albúmina, a 
miembros de la familia de la albúmina, así como a porciones de una región constante de inmunoglobulina. Puede ser 
una proteína de longitud completa que incrementa la semivida descrita en el presente documento (por ejemplo, al-
búmina, un miembro de la familia de la albúmina o la región constante de la inmunoglobulina G) o uno o varios frag-
mentos de la misma que son capaces de estabilizar o prolongar la actividad terapéutica o la actividad biológica del 40
factor de coagulación. Tales fragmentos pueden tener una longitud de 10 o más aminoácidos o pueden incluir al 
menos aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25, al menos aproxima-
damente 30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 100 o más aminoácidos contiguos proce-
dentes de la secuencia de HLEP o pueden incluir una parte o todos los dominios específicos de la HELP respectiva, 
siempre que el fragmento de HELP proporcione una extensión de la semivida funcional de al menos un 25% en 45
comparación con un FvW de tipo silvestre.

La porción HLEP de las estructuras artificiales con inserción de factor de coagulación, propuestas de la invención 
puede ser una variante de una HLEP normal. El término "variantes" incluye inserciones, deleciones y sustituciones, 
ya sean conservadoras o no conservadoras, en donde tales cambios no alteran sustancialmente el sitio activo, o el 
dominio activo que confiere las actividades biológicas del FvW modificado.50

En particular, las estructuras artificiales de fusión de FvW y HLEP propuestas de la invención pueden incluir varian-
tes naturales polimórficas de HLEPs y fragmentos de HLEPs. La HLEP se puede obtener a partir de cualquier verte-
brado, especialmente cualquier mamífero, por ejemplo, ser humano, mono, vaca, oveja o cerdo. Las HELPs de no 
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mamífero incluyen, pero no se limitan a, gallina y salmón.

Albúmina como HLEP

Las expresiones "albúmina de suero humano" (HSA) y "albúmina humana" (HA) y "albúmina" (ALB) se utilizan indis-
tintamente en esta solicitud. Las expresiones "albúmina" y "albúmina de suero" son más amplias, y abarcan albúmi-
na de suero humano (y fragmentos y variantes de la misma), así como albúmina de otras especies (y fragmentos y 5
variantes de las mismas).

Tal como se utiliza en este documento, "albúmina" se refiere colectivamente a un polipéptido o una secuencia de 
aminoácidos de albúmina, o un fragmento o una variante de albúmina, que tiene una o varias actividades funciona-
les (por ejemplo, actividades biológicas) de albúmina. En particular, "albúmina" se refiere a la albúmina humana o a 
fragmentos de la misma, especialmente la forma madura de albúmina humana como se muestra en SEQ ID NO: 38 10
en este documento o a albúmina de otros vertebrados o fragmentos de las mismas, o análogos o variantes de estas 
moléculas o fragmentos de las mismas.

En particular, las estructuras artificiales de fusión de FvW propuestas de la invención pueden incluir variantes poli-
mórficas naturales de albúmina humana y fragmentos de albúmina humana. En términos generales, un fragmento o 
una variante de albúmina tendrá una longitud de al menos 10, preferiblemente al menos 40, lo más preferiblemente 15
más de 70 aminoácidos. La variante de albúmina puede consistir preferentemente en, o alternativamente compren-
der al menos un dominio completo de la albúmina o fragmentos de dichos dominios, por ejemplo, los dominios 1 
(aminoácidos 1-194 de SEQ ID NO: 38), 2 (aminoácidos 195-387 de la SEQ ID NO: 38), 3 (aminoácidos 388-585 de 
SEQ ID NO: 38), 1 + 2 (1-387 de SEQ ID NO: 38), 2 + 3 (195-585 de SEQ ID NO: 38) o 1 + 3 (aminoácidos 1-194 de 
SEQ ID NO: 38 + amino ácidos 388-585 de SEQ ID NO: 38). Cada dominio está compuesto por dos subdominios 20
homólogos, a saber, 1-105, 120-194, 195-291, 316-387, 388-491 y 512-585, con regiones enlazadoras flexibles 
entre los subdominios que comprenden los residuos Lys106 a Glu119, Glu292 a Val315 y Glu492 a Ala511.

La porción de albúmina de las estructuras artificiales de fusión propuestas de FvW de la invención, puede compren-
der al menos un subdominio o un dominio de HA o modificaciones conservadoras del mismo.

En una realización preferida, el extremo N-terminal de la albúmina se fusiona con el extremo C-terminal de la se-25
cuencia de aminoácidos del FvW modificado. Es decir, el polipéptido de la presente invención puede tener la estruc-
tura: 

N-mFvW-C-L1-A, 

en donde N es una parte N-terminal de FvW, mFvW es el FvW modificado como se ha descrito anteriormente, C es 
una parte C-terminal de FvW, L1 es un enlace químico o una secuencia enlazadora y A es albúmina tal y como se 30
ha definido anteriormente en esta memoria.

Inmunoglobulinas como HLEPs

Las regiones constantes (Fc) de la inmunoglobulina G (IgG) son conocidas en la técnica por aumentar la semivida
de proteínas terapéuticas (Dumont JA et al., 2006. BioDrugs. 20: 151-160). La región constante de IgG de la cadena 
pesada consiste en 3 dominios (CH1 - CH3) y una región bisagra. La secuencia de la inmunoglobulina se puede 35
obtener a partir de cualquier mamífero, o de las subclases IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4, respectivamente. IgG y frag-
mentos de IgG sin un dominio de unión a antígeno también se pueden usar como HLEPs. La porción de polipéptido 
terapéutico está conectada a IgG o a los fragmentos de IgG preferiblemente a través de la región bisagra del anti-
cuerpo o de un enlazador peptídico, que puede ser incluso escindible. Diversos documentos de patentes y solicitu-
des de patente describen la fusión de proteínas terapéuticas a regiones constantes de inmunoglobulina para mejorar 40
las semividas in vivo de una proteína terapéutica. Los documentos US 2004/0087778 y WO 2005/001025 describen
proteínas de fusión de los dominios Fc o al menos porciones de las regiones constantes de inmunoglobulina, con 
péptidos biológicamente activos que aumentan la semivida del péptido, que de otro modo se eliminaría rápidamente 
in vivo. Se ha descrito que las proteínas de fusión Fc-IFN-ß lograban una mayor actividad biológica, una semivida
circulante prolongada y una mayor solubilidad (documento WO 2006/000448). Se han descrito proteínas Fc-EPO 45
con una semivida en suero prolongada y una mayor potencia in vivo (documento WO 2005/063808), así como fusio-
nes de Fc con G-CSF (documento WO 2003/076567), péptido similar al glucagón 1 (documento WO 2005/000892), 
factores de coagulación (documento WO 2004/101740) e interleucina-10 (documento US 6.403.077), todas con 
propiedades que prolongan la semivida.

En otra realización, la semivida funcional del polipéptido de la invención o de FVIII que forma un complejo con el 50
polipéptido de la invención, se prolonga en comparación con la de FvW de tipo silvestre o la de FVIII que forma un 
complejo con FvW de tipo silvestre, o con el polipéptido de referencia, tal como se ha definido anteriormente. El 
aumento puede ser de más del 15%, por ejemplo, al menos del 20% o al menos del 50%. De nuevo, tales valores de 
semividas funcionales se pueden medir in vitro en muestras de sangre tomadas en diferentes intervalos de tiempo a 
partir de dicho mamífero, después de haber administrado el FvW modificado o el complejo de FVIII con FvW modifi-55
cado.
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En otra realización de la invención, el polipéptido de la invención o FVIII que forma un complejo con el polipéptido de 
la invención, muestra una mejora en la recuperación in vivo en comparación con FvW de tipo silvestre o FVIII que 
forma un complejo con FvW de tipo silvestre, o con el polipéptido de referencia definido anteriormente. La recupera-
ción in vivo se puede determinar in vivo, por ejemplo, en animales normales o en modelos animales de hemofilia A, 
tales como ratones con el gen de FVIII desactivado en los que se esperaría encontrar un mayor porcentaje de FVIII 5
con ensayos de antígenos o de actividad, en la circulación poco después (5 a 10 min) de la administración i.v., en 
comparación con el correspondiente FvW de tipo silvestre, o el polipéptido de referencia definido anteriormente.

La recuperación in vivo se incrementa preferiblemente en al menos un 10%, más preferiblemente en al menos un
20%, e incluso más preferiblemente en al menos un 40% con respecto al FVIII que forma un complejo con FvW de 
tipo silvestre, o con el polipéptido de referencia definido anteriormente.10

En otra realización más de la invención, se emplean como HLEPs regiones constantes de inmunoglobulina o porcio-
nes de las mismas. Preferiblemente, se emplea la región Fc compuesta de un dominio CH2 y CH3 y una región 
bisagra de una IgG, más preferiblemente de una IgG1 o fragmentos o variantes de la misma, variantes que incluyen 
mutaciones que potencian la unión al receptor de Fc neonatal (FcRn).

Polinucleótidos15

La invención se refiere además a un polinucleótido que codifica un FvW modificado o un polipéptido que comprende 
dicho FvW modificado, como se describe en esta solicitud. El término "polinucleótido(s)" se refiere generalmente a 
cualquier polirribonucleótido o polidesoxirribonucleótido que puede ser ARN o ADN no modificado, o ARN o ADN 
modificado. El polinucleótido puede ser ADN de cadena sencilla o de cadena doble, o ARN de cadena sencilla o de 
cadena doble. Tal como se utiliza en este documento, el término "polinucleótido(s)" incluye también ADNs o ARNs20
que comprenden una o varias bases modificadas y/o bases inusuales, tales como inosina. Se apreciará que se pue-
de realizar una variedad de modificaciones en el ADN y el ARN que sirven para muchos fines útiles conocidos por 
los expertos en la técnica. El término "polinucleótido(s)", tal y como se emplea en este documento abarca tales for-
mas de polinucleótidos, modificadas química, enzimática o metabólicamente, así como las formas químicas de ADN 
o ARN características de virus y células, incluyendo, por ejemplo, células simples y complejas.25

El experto en la técnica entenderá que debido a la degeneración del código genético, un polipéptido dado puede 
estar codificado por diferentes polinucleótidos. Estas "variantes" están incluidas en esta invención.

Preferiblemente, el polinucleótido de la invención es un polinucleótido aislado. El término polinucleótido "aislado" se 
refiere a un polinucleótido que está sustancialmente exento de otras secuencias de ácidos nucleicos, tales como y 
no limitadas a, otros ADN y ARN cromosómicos y extracromosómicos. Los polinucleótidos aislados se pueden purifi-30
car a partir de una célula hospedadora. Los métodos de purificación convencionales de ácido nucleico conocidos por 
los técnicos expertos se pueden utilizar para obtener polinucleótidos aislados. El término también incluye polinucleó-
tidos recombinantes y polinucleótidos sintetizados químicamente.

La invención se refiere además a un grupo de polinucleótidos que juntos codifican el FvW modificado de la inven-
ción, o el polipéptido de la invención que comprende el FvW modificado. Un primer polinucleótido en el grupo puede 35
codificar la parte N-terminal del FvW modificado, y un segundo polinucleótido puede codificar la parte C-terminal del 
FvW modificado.

Aún otro aspecto de la invención es un plásmido o un vector que comprende un polinucleótido de acuerdo con la 
invención. Preferiblemente, el plásmido o el vector es un vector de expresión. En una realización particular, el vector 
es un vector de transferencia para uso en terapia génica humana.40

La invención también se refiere a un grupo de plásmidos o vectores que comprende el grupo anterior de polinucleó-
tidos. Un primer plásmido o vector puede contener dicho primer polinucleótido y un segundo plásmido o vector pue-
de contener dicho segundo polinucleótido. Alternativamente, ambas secuencias codificantes se clonan en un vector 
de expresión, ya sea utilizando dos secuencias promotoras distintas o un promotor y un elemento de sitio interno de 
entrada al ribosoma (IRES) que se puede utilizar, por ejemplo, para dirigir la expresión de furina para mejorar la 45
generación de FvW maduro.

Todavía otro aspecto de la invención es una célula hospedadora que comprende un polinucleótido, un plásmido o un 
vector de la invención, o un grupo de polinucleótidos o un grupo de plásmidos o vectores como se describen en el 
presente documento.

Las células hospedadoras de la invención se pueden emplear en un método para producir un FvW modificado o un 50
polipéptido que comprende dicho FvW modificado, que forma parte de esta invención. El método comprende: 

(a) cultivar células hospedadoras de la invención en condiciones tales que se expresa la proteína modificada
deseada; y

(b) opcionalmente, recuperar la proteína modificada deseada a partir de las células hospedadoras o del medio 
de cultivo.55
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Se prefiere purificar el FvW modificado de la presente invención, o el polipéptido que comprende el FvW modificado 
hasta con ≥80% de pureza, más preferiblemente ≥95% de pureza, y se prefiere particularmente un estado farmacéu-
ticamente puro que es mayor que una pureza del 99,9%, con respecto a macromoléculas contaminantes, particular-
mente otras proteínas y ácidos nucleicos, y exento de agentes infecciosos y pirógenos. Preferiblemente, un FvW
modificado aislado o purificado de la invención o un polipéptido de la invención está sustancialmente exento de otros 5
polipéptidos no relacionados.

Los diversos productos de la invención son útiles como medicamentos. Por consiguiente, la invención se refiere a 
una composición farmacéutica que comprende un FvW modificado o un polipéptido que comprende dicho FvW modi-
ficado tal y como se describe en el presente documento, un polinucleótido de la invención, o un plásmido o un vector 
de la invención.10

La invención también se refiere a un método para tratar a un individuo que padece un trastorno hemorrágico sanguí-
neo tal como hemofilia A o B o EvW. El método comprende administrar a dicho individuo una cantidad eficaz de (i) 
FVIII y del FvW modificado o el polipéptido que comprende el FvW modificado o (ii) del complejo de FVIII con FvW
modificado o (iii) del complejo de FVIII con el polipéptido que comprende FvW modificado, tal y como se describe en 
el presente documento. En otra realización, el método comprende administrar al individuo una cantidad eficaz de un 15
polinucleótido de la invención o de un plásmido o un vector de la invención. Alternativamente, el método puede com-
prender administrar al individuo una cantidad eficaz de las células hospedadoras de la invención descritas en el 
presente documento.

Expresión de los mutantes propuestos

La producción de proteínas mutantes recombinantes a niveles elevados en células hospedadoras adecuadas requie-20
re ensamblar los ADNc modificados, mencionados anteriormente, en unidades transcripcionales eficaces junto con 
elementos reguladores adecuados en un vector de expresión recombinante que se puede propagar en diferentes 
sistemas de expresión, de acuerdo con métodos conocidos por los expertos en la técnica. Los elementos regulado-
res transcripcionales eficaces se podrían obtener a partir de virus que tienen células animales como sus hospedado-
res naturales o a partir del ADN cromosómico de células animales. Preferiblemente, se pueden utilizar combinacio-25
nes de promotor-potenciador obtenidas a partir del virus de simio 40, adenovirus, virus de polioma BK, citomegalovi-
rus humano o la repetición terminal larga del virus del sarcoma de Rous, o combinaciones de promotor-potenciador
que incluyen genes transcritos fuertemente constitutivos en células animales como beta-actina o GRP78. Con el fin 
de lograr niveles elevados estables de ARNm transcrito a partir de los ADNc, la unidad transcripcional debe contener 
en su parte 3' proximal, una región de ADN que codifica una secuencia de terminación de la transcripción-30
poliadenilación. Preferiblemente, esta secuencia se obtiene a partir de la región transcripcional temprana del virus de 
simio 40, del gen de beta-globina de conejo o del gen activador de plasminógeno de tejido humano.

Los ADNc se integran después en el genoma de una línea celular hospedadora adecuada para la expresión de las 
proteínas modificadas de FVIII y/o FvW. Preferiblemente, esta línea celular debería ser una línea celular animal de 
origen vertebrado, con el fin de asegurar un plegamiento correcto, formación de enlaces disulfuro, glicosilación liga-35
da a asparagina y otras modificaciones posteriores a la traducción, así como la secreción en el medio de cultivo. 
Ejemplos de otras modificaciones posteriores a la traducción son O-sulfatación de tirosina y el procesamiento pro-
teolítico de la cadena de polipéptido naciente. Ejemplos de líneas celulares que se pueden utilizar, son células COS
de mono, células L de ratón, células C127 de ratón, células BHK-21 de hámster, células 292 de riñón embrionario 
humano y células CHO de hámster.40

El vector de expresión recombinante que codifica los ADNc correspondientes se puede introducir en una línea celu-
lar animal de varias maneras diferentes. Por ejemplo, se pueden crear vectores de expresión recombinante a partir 
de vectores basados en diferentes virus animales. Ejemplos de estos son vectores basados en baculovirus, virus 
vaccinia, adenovirus y preferiblemente virus de papiloma bovino.

Las unidades de transcripción que codifican los ADNs correspondientes también se pueden introducir en células 45
animales junto con otro gen recombinante que puede funcionar como marcador seleccionable dominante en estas 
células, con el fin de facilitar el aislamiento de clones celulares específicos que han integrado el ADN recombinante 
en su genoma. Ejemplos de este tipo de genes marcadores seleccionables dominantes son fosfotransferasa de 
amino glucósido Tn5, que confiere resistencia a la geneticina (G418), fosfotransferasa de higromicina, que confiere 
resistencia a la higromicina y acetil transferasa de puromicina, que confiere resistencia a la puromicina. El vector de 50
expresión recombinante que codifica un marcador seleccionable de este tipo puede residir en el mismo vector que el 
que codifica el ADNc de la proteína deseada, o puede estar codificado en otro vector distinto que se introduce simul-
táneamente y se integra en el genoma de la célula hospedadora, dando como resultado frecuentemente un enlace 
físico estrecho entre las diferentes unidades transcripcionales.

Otros tipos de genes marcadores seleccionables que se pueden utilizar junto con el ADNc de la proteína deseada,55
se basan en diversas unidades de transcripción que codifican la dihidrofolato reductasa (dhfr). Después de la intro-
ducción de este tipo de genes en células que carecen de actividad dhfr endógena, preferentemente células CHO 
(DUKX-B11, DG-44), será posible que estas crezcan en medios que carecen de nucleósidos. Un ejemplo de un
medio de este tipo es F12 de Ham sin hipoxantina, timidina ni glicina. Estos genes dhfr se pueden introducir junto 
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con las unidades transcripcionales de ADNc de FVIII en células CHO del tipo anterior, ya sea ligados en el mismo 
vector o en diferentes vectores, creando de este modo líneas celulares positivas para dhfr que producen proteína 
recombinante.

Si las líneas celulares anteriores se cultivan en presencia del inhibidor citotóxico de dhfr metotrexato, surgirán nue-
vas líneas celulares resistentes al metotrexato. Estas líneas celulares pueden producir proteína recombinante con 5
una tasa incrementada debido al número amplificado de dhfr ligada y las unidades transcripcionales de proteína 
deseadas. Cuando estas líneas celulares se propagan en concentraciones crecientes de metotrexato (1-10000 nM),
se pueden obtener nuevas líneas de células que producen la proteína deseada con una tasa muy elevada.

Las líneas celulares anteriores que producen la proteína deseada se pueden cultivar a gran escala, ya sea en cultivo 
en suspensión o sobre diversos soportes sólidos. Ejemplos de estos soportes son microvehículos basados en matri-10
ces de dextrano o de colágeno, o soportes sólidos en forma de fibras huecas o diversos materiales cerámicos. 
Cuando se cultivan en un cultivo celular en suspensión o en microvehículos, el cultivo de las líneas celulares anterio-
res se puede realizar bien como un cultivo en baño o como un cultivo en perfusión con producción continua de me-
dio condicionado durante periodos de tiempo extendidos. Por lo tanto, de acuerdo con la presente invención, las 
líneas celulares anteriores son muy adecuadas para el desarrollo de un proceso industrial para la producción de las 15
proteínas mutantes recombinantes deseadas.

Purificación y formulación

La proteína de FvW modificada recombinante, que se acumula en el medio de células secretoras de los tipos ante-
riores, se puede concentrar y purificar mediante una variedad de métodos bioquímicos y cromatográficos, incluyendo 
métodos que utilizan diferencias en el tamaño, la carga, la hidrofobicidad, la solubilidad, la afinidad específica, etc.,20
entre la proteína deseada y otras sustancias en el medio de cultivo celular.

Un ejemplo de una purificación de este tipo es la adsorción de la proteína mutante recombinante a un anticuerpo 
monoclonal, dirigido, por ejemplo, a una HLEP, preferiblemente albúmina humana, o dirigido al factor de coagulación
respectivo, que está inmovilizado sobre un soporte sólido. Después de la adsorción del FvW modificado al soporte, 
el lavado y la desorción, la proteína se puede purificar adicionalmente mediante una variedad de técnicas cromato-25
gráficas basadas en las propiedades anteriores. El orden de las etapas de purificación se elige, por ejemplo, según
la capacidad y la selectividad de las etapas, la estabilidad del soporte u otros aspectos. Las etapas de purificación 
preferidas son, por ejemplo pero no se limitan a las mismas, etapas de cromatografía de intercambio iónico, etapas 
de cromatografía por afinidad inmune, etapas de cromatografía por afinidad, etapas de cromatografía por interacción 
hidrófoba, etapas de cromatografía con tinción, etapas de cromatografía con hidroxiapatita, etapas de cromatografía 30
multimodal y etapas de cromatografía de exclusión por tamaño.

Con el fin de minimizar el riesgo teórico de contaminaciones con virus, se pueden incluir etapas adicionales en el 
procedimiento que permite una inactivación eficaz o una eliminación de los virus. Tales etapas son, por ejemplo,
tratamiento térmico en estado líquido o sólido, tratamiento con disolventes y/o detergentes, radiación en el espectro 
visible o UV, radiación gamma o nanofiltración.35

Los polinucleótidos modificados (por ejemplo, ADN) de esta invención también se pueden integrar en un vector de 
transferencia para uso en la terapia génica humana.

Las diversas realizaciones descritas en esta memoria se pueden combinar entre sí. La presente invención se descri-
be además con mayor detalle en los siguientes ejemplos de la misma. Esta descripción de realizaciones específicas 
de la invención se realizará junto con las figuras adjuntas.40

El FvW modificado tal y como se describe en esta invención, se puede formular en preparaciones farmacéuticas 
para uso terapéutico. La proteína purificada se puede disolver en soluciones tampón acuosas fisiológicamente com-
patibles, convencionales a las que se puede añadir, opcionalmente, excipientes farmacéuticos para proporcionar 
preparaciones farmacéuticas.

Tales vehículos y excipientes farmacéuticos así como las formulaciones farmacéuticas adecuadas son bien conoci-45
das en la técnica (véase por ejemplo, "Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins", Frokjaer 
et al., Taylor & Francis (2000) o "Handbook of Pharmaceutical Excipients", 3ª edición, Kibbe et al., Pharmaceutical 
Press (2000)). Las técnicas de formulación farmacéutica convencionales son bien conocidas por las personas exper-
tas en la técnica (véase, por ejemplo, 2005 Physicians' Desk Reference®, Thomson Healthcare: Montvale, NJ, 2004; 
Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 20ª ed., Gennaro et al., compiladores. Lippincott Williams & 50
Wilkins: Philadelphia, PA, 2000). En particular, la composición farmacéutica que comprende la variante de polipépti-
do de la invención se puede formular en forma liofilizada o líquida estable. La variante de polipéptido se puede liofili-
zar a través de una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Las formulaciones liofilizadas se reconstitu-
yen antes del uso mediante la adición de uno o varios diluyentes farmacéuticamente aceptables, tales como agua 
estéril para inyección o solución salina fisiológica estéril.55

Las formulaciones de la composición se suministran al individuo a través de cualquier medio de administración far-
macéuticamente adecuado. Se conocen diversos sistemas de entrega y se pueden usar para administrar la compo-
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sición por cualquier vía conveniente. Preferentemente, las composiciones de la invención se administran sistémica-
mente. Para el uso sistémico, las proteínas de inserción de la invención se formulan para una administración paren-
teral (por ejemplo, intravenosa, subcutánea, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral, intrapulmonar, intranasal o 
transdérmica) o entérica (por ejemplo, oral, vaginal o rectal) de acuerdo con métodos convencionales. Las rutas de 
administración más preferidas son la administración intravenosa y subcutánea. Las formulaciones se pueden admi-5
nistrar continuamente mediante infusión o mediante inyección de bolo. Algunas formulaciones incluyen sistemas de 
liberación lenta.

Las proteínas de inserción de la presente invención se administran a pacientes en una dosis terapéuticamente efec-
tiva, lo que significa una dosis que es suficiente para producir los efectos deseados, prevenir o disminuir la gravedad 
o la propagación de la afección o indicación que se está tratando, sin llegar a una dosis que produzca efectos se-10
cundarios adversos intolerables. La dosis exacta depende de muchos factores, como por ejemplo, la indicación, la 
formulación, el modo de administración y se tiene que determinar en ensayos preclínicos y clínicos para cada indica-
ción respectiva.

La composición farmacéutica de la invención se puede administrar sola o en combinación con otros agentes tera-
péuticos. Estos agentes se pueden incorporar como parte de la misma composición farmacéutica. Un ejemplo de un15
agente de este tipo es la combinación de FvW modificado con FVIII no modificado, o la combinación de FvW modifi-
cado con FVIII modificado.

Resumen de las secuencias de nucleótidos y aminoácidos a las que se hace referencia en el presente documento: 

Tabla 3

SEQ ID NO: Descripción

1 secuencia de nucleótidos de ADN que codifica SEQ ID NO: 2

2 secuencia de aminoácidos de pre-propolipéptido de FvW humano

3-30 secuencias de nucleótidos de cebadores, véanse los Ejemplos

31 secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW humano

32 secuencia de aminoácidos de FvW maduro humano

33 secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW humano mutado con 15 residuos potencialmente 
modificados

34 secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW humano mutado con 11 residuos potencialmente 
modificados

35 secuencia de aminoácidos del dominio D' de FvW humano mutado con 11 residuos potencialmente 
modificados

36 secuencia de aminoácidos del Factor VIII humano

37 secuencia de aminoácidos de un Factor VIII maduro de cadena sencilla

38 secuencia de aminoácidos de albúmina sérica humana

20

Ejemplos:

Ejemplo 1: Generación de vectores de expresión para mutantes de FvW

Un plásmido de expresión basado en plRESpuro3 (Clontech) que contenía una secuencia de ADNc de FvW de lon-
gitud completa en su sitio de clonación múltiple se había generado previamente (pVWF 2448). La secuencia de 
ADNc de FvW contenida en ese vector se muestra como SEQ ID NO: 1, su secuencia de proteínas correspondiente 25
se muestra como SEQ ID NO: 2.

Para la generación de tales vectores de expresión, el ADNc de FvW se puede amplificar mediante una reacción en 
cadena de la polimerasa (PCR) usando el conjunto de cebadores FvW+ y FvW- (SEQ ID NO: 3 y 4) en condiciones 
convencionales conocidas por los expertos en la técnica (y como se describe, por ejemplo, en Current Protocols in 
Molecular Biology, Ausubel FM et al. (compiladores.) John Wiley & Sons, Inc.; 30
http://www.currentprotocols.com/WileyCDA/) a partir de un plásmido que contiene el ADNc de FvW (obtenible co-
mercialmente, por ejemplo, como pMT2-VWF a partir de la ATCC, nº 67122). El fragmento resultante de la PCR se 
puede digerir con la endonucleasa de restricción EcoRI y ligar en el vector de expresión plRESpuro3 (BD 
Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.), que se había linealizado con EcoRI. El plásmido de expresión resultante 
contendrá un ADNc de tipo silvestre de FvW aguas abajo del promotor CMV.35

Con el fin de introducir mutaciones en la secuencia de FvW, se aplicó una mutagénesis dirigida al sitio (QuickChan-
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ge XL Site Directed Mutagenesis Kit, Stratagene, La Jolla, CA, EE.UU.) sobre el plásmido pVWF-2448 de acuerdo 
con el siguiente protocolo, según lo sugerido por el fabricante del kit. Para cada reacción de mutagénesis se mezcla-
ron 5 µl de 10x tampón de reacción, 1 µl de ADN del plásmido pVWF-2448 (50 ng), 1 µl (10 pmol/μl) de cada uno de 
los dos respectivos oligonucleótidos de mutagénesis como se indica en la tabla 4, 1 µl de mezcla de dNTPs, 3 μl de 
solución Quick, 1 µl de polimerasa Turbo (2,5 U/µl) y 37 μl de H2O y se sometieron a una reacción en cadena de la 5
polimerasa con una desnaturalización inicial durante 2 min a 95°C, 18 ciclos de a) desnaturalización durante 50 s a 
95°C, b) reasociación durante 50 s a 60°C y c) elongación durante 14 min a 68°C, seguida de una sola fase de elon-
gación terminal de 7 min a 68°C. Posteriormente se añadió 1 µl de enzima DpnI del kit y la reacción se incubó duran-
te otros 60 min a 37°C. Después, 3 μl de la reacción de mutagénesis se transformaron en E. coli. Se aislaron los 
clones, el ADN del plásmido se extrajo y las mutaciones en las secuencias de FvW se verificaron mediante una10
secuenciación del ADN.

La siguiente tabla 4 enumera los oligonucleótidos usados para la mutagénesis, las mutaciones respectivas introduci-
das y la designación de los plásmidos resultantes con las secuencias de FvW mutantes. 

Tabla 4

SEQ 
ID NO:

Oligonucleótido
Secuencia de oligonucleótidos para mu-

tagénesis (5' → 3')
Mutación de 

FvW (de x a y)

Designación del 
plásmido de expre-

sión

5 We4070

Asp 779 Asn plRES-2462

6 We4071

7 We4072

Leu 781 Pro plRES-2463

8 We4073

9 We4074

Thr 789 Ala plRES-2464

10 We4075

11 We4076

Gln 793 Arg plRES-2465

12 We4077

13 We4078
Asn 794 Lys plRES-2466

14 We4079
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SEQ 
ID NO:

Oligonucleótido
Secuencia de oligonucleótidos para mu-

tagénesis (5' → 3')
Mutación de 

FvW (de x a y)

Designación del 
plásmido de expre-

sión

15 We4080

Met 802 Arg plRES-2467

16 We4081

17 We4082 Met 802 Lys plRES-2468

18 We4083

19 We4084

Glu 818 Ala plRES-2469

20 We4085

21 We4086

Glu 818 Lys plRES-2470

22 We4087

23 We4088

Asn 819 Lys plRES-2471

24 We4089

25 We4090

Glu 835 Gln plRES-2472

26 We4091

27 We4092 Pro 838 Lys plRES-2473
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SEQ 
ID NO:

Oligonucleótido
Secuencia de oligonucleótidos para mu-

tagénesis (5' → 3')
Mutación de 

FvW (de x a y)

Designación del 
plásmido de expre-

sión

28 We4093

29 We4094

Asp 853 Asn plRES-2474

30 We4095

Ejemplo 2: Transfección de plásmidos y expresión de mutantes de FvW en células HEK-293

Los plásmidos de expresión se cultivaron en E. coli TOP10 (Invitrogen, Carlsbad, CA, EE.UU.) y se purificaron utili-
zando protocolos convencionales (Qiagen, Hilden, Alemania). Las células HEK-293 se transfectaron usando el reac-
tivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y se cultivaron en medio exento de suero (Invitrogen 293 Express) en presencia 5
de 4 µg/ml de puromicina. Las poblaciones de células transfectadas se propagaron a través de matraces T a matra-
ces de agitación a partir de los cuales se recogió el material sobrenadante para una cuantificación de antígeno FvW
y análisis Biacore.

Ejemplo 3: Cuantificación del antígeno FvW

El antígeno FvW en el material sobrenadante del cultivo se determinó mediante un ELISA cuya realización es cono-10
cida por los expertos en la técnica. Brevemente, se incubaron microplacas con 100 µl por pocillo del anticuerpo de 
captura (IgG de conejo anti-FvW humano, Dako A0082 [Dako, Hamburgo, Alemania], diluido 1:2000 en tampón A 
[Sigma C3041, Sigma-Aldrich, Múnich, Alemania]) durante una noche a temperatura ambiente. Después de lavar las 
placas tres veces con tampón B (Sigma P3563), cada pocillo se incubó con 200 µl de tampón C (Sigma P3688) 
durante 1,5 horas a temperatura ambiente (bloqueo). Después de otras tres etapas de lavado con tampón B, se 15
incubaron diluciones en serie de la muestra de ensayo en tampón B, así como diluciones en serie de plasma hu-
mano estándar (ORKL21; 20 - 0,2 mU/ml; Siemens Healthcare Diagnostics, Marburg, Alemania) en tampón B (volú-
menes por pocillo: 100 µl) durante 1,5 horas a temperatura ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampón 
B, se añadieron 100 µl de una dilución 1:16000 en tampón B del anticuerpo de detección (IgG de conejo anti-FvW 
humano Dako P0226, marcada con peroxidasa) a cada pocillo y se incubaron durante 1 hora a temperatura ambien-20
te. Después de tres etapas de lavado con tampón B, se añadieron 100 µl de solución de sustrato (OUVF, Siemens 
Healthcare Diagnostics) por pocillo y se incubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La 
adición de 100 µl de dilución de parada sin diluir (OSFA, Siemens Healthcare Diagnostics) preparaba las muestras 
para la lectura en un lector de microplacas adecuado, a 450 nm de longitud de onda. Las concentraciones de las 
muestras de ensayo se calcularon después usando una curva estándar con plasma humano estándar como referen-25
cia. 

Ejemplo 4: Análisis de la unión de mutantes de FvW a FVIII

Todos los ensayos de unión se llevaron a cabo usando un instrumento Biacore 3000 (GE Healthcare) y chips CM 3. 
El tampón del sistema y el tampón de dilución para los productos de FVIII es HBS-P (20 mmol/L de Hepes, 100 
mmol/l de NaCl, 0,005% de polisorbato 20, pH 7,3). Un anticuerpo monoclonal anti-FvW que no interfiere con la 30
unión de FVIII se inmoviliza mediante el uso de química de acoplamiento de amino de Biacore. Todos los ensayos 
de inmovilización, saturación y unión se llevan a cabo a una temperatura controlada de 25°C.

El anticuerpo monoclonal anti-FvW se une covalentemente a un chip CM 3 activado mediante NHS y EDC (ambos 
de GE Healthcare), un acoplamiento en el que el anticuerpo se fija en su extremo amino-terminal a los filamentos de 
dextrano sobre la superficie de oro del chip. Para la inmovilización, el anticuerpo monoclonal se diluye hasta 10 35
µg/ml en acetato de sodio 10 mM (pH 4,5). La solución de anticuerpo circula sobre el chip durante 8 minutos con un 
caudal de 5 µl/min.

Después del procedimiento de inmovilización, los filamentos de dextrano no acoplados están saturados por el flujo 
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de etanolamina 1 M (pH 8,3) sobre el chip durante 5 min (caudal de 5 µl/min). Una celda de flujo de referencia se 
establece mediante la saturación de una celda de flujo vacía con etanolamina utilizando el mismo procedimiento que 
el anterior.

Los mutantes de FvW se inmovilizan con el anticuerpo monoclonal anti-FvW acoplado covalentemente mediante el 
flujo de mutantes de FvW (en el material sobrenadante del cultivo) sobre el chip hasta su saturación con un caudal5
de 5 µl/min.

Para la evaluación de la unión de mutantes de FvW a FVIII, una preparación de FVIII se diluye en serie en tampón 
HBS-P, por ejemplo, a concentraciones de 0,3125 µg/ml, 0,625 µg/ml, 1,25 µg/ml, 2,5 µg/ml y 5 µg/ml. Una muestra 
de cada dilución circula sobre el chip durante 12 min (caudal 10 µl/ml), seguido de un tiempo de disociación de 5 min 
con tampón HBS-P. Después de cada ejecución, el chip se lava con CaCl2 250 mM durante 3 min para eluir el FVIII 10
unido a FvW. A continuación, el mutante de FvW se retira mediante un lavado con glicina 10 mM (pH 2,1) durante 4 
min y el siguiente mutante de FvW se une al chip como se ha descrito anteriormente.

Los parámetros de unión se calculan utilizando el programa informático BIAevaluation (Biacore, GE Healthcare). Los 
métodos de ajuste de la curva se basan en ecuaciones de Langmuir. Los datos de entrada para los cálculos son las 
masas molares de los analitos, otros parámetros como máx. RU y las pendientes se extraen automáticamente de las 15
curvas de asociación y disociación ajustadas. Las salidas del programa informático BIAevaluation son las constantes 
de la tasa de asociación y las constantes de la tasa de disociación, a partir de las cuales se calculan las constantes 
de afinidad.

LISTA DE SECUENCIAS

<110> CSL Behring GmbH20

<120> Variantes del Factor de von Willebrand que tienen una afinidad de unión al Factor VIII mejorada

<130> A187

<150> EP12155509.8
< 151> 2012-02-15

<160> 3825

<170> PatentIn versión 3.5

<210> 1
< 211> 8442
< 212> ADN
< 213> Homo sapiens30
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<400> 1 
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<210> 2
< 211> 2813
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens5

<400> 2 
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<210> 3
< 211> 30
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial5

<220>
< 223> Cebador FvW+

<400> 3
ttcgaattcc cgcagccctc atttgcaggg 30

<210> 410
< 211> 31
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador FvW-15

<400> 4
tccgaattcc ggcagcagca ggcacccatg c 31

<210> 5
< 211> 29
< 212> ADN20
< 213> Secuencia artificial
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<220>
< 223> Cebador We4070

<400> 5
ggtgtgtccc gctaacaacc tgcgggctg 29

<210> 65
< 211> 29
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We407110

<400> 6
cagcccgcag gttgttagcg ggacacacc 29

<210> 7
< 211> 29
< 212> ADN15
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4072

<400> 7
gtcccgctga caaccctcgg gctgaaggg 2920

<210> 8
< 211> 29
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>25
< 223> Cebador We4073

<400> 8
cccttcagcc cgagggttgt cagcgggac 29

<210> 9
< 211> 3530
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4074

<400> 935
ctgaagggct cgagtgtgcc aaaacgtgcc agaac 35

<210> 10
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial40

<220>
< 223> Cebador We4075

<400> 10
gttctggcac gttttggcac actcgagccc ttcag 35
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<210> 11
< 211> 37
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>5
< 223> Cebador We4076

<400> 11
gtgtaccaaa acgtgccgga actatgacct ggagtgc 37

<210> 12
< 211> 3710
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4077

<400> 1215
gcactccagg tcatagttcc ggcacgtttt ggtacac 37

<210> 13
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial20

<220>
< 223> Cebador We4078

<400> 13
gtaccaaaac gtgccagaag tatgacctgg agtgc 35

<210> 1425
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> We407930

<400> 14
gcactccagg tcatacttct ggcacgtttt ggtac 35

<210> 15
< 211> 35
< 212> ADN35
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4080

<400> 15
ctggagtgca tgagcagggg ctgtgtctct ggctg 3540

<210> 16
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial
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<220>
< 223> Cebador We4081

<400> 16
cagccagaga cacagcccct gctcatgcac tccag 35

<210> 175
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We408210

<400> 17
ctggagtgca tgagcaaggg ctgtgtctct ggctg 35

<210> 18
< 211> 35
< 212> ADN15
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4083

<400> 18
cagccagaga cacagccctt gctcatgcac tccag 3520

<210> 19
< 211> 34
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>25
< 223> Cebador We4084

<400> 19
catggtccgg catgccaaca gatgtgtggc cctg 34

<210> 20
< 211> 3430
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4085

<400> 2035
cagggccaca catctgttgg catgccggac catg 34

<210> 21
< 211> 34
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial40

<220>
< 223> Cebador We4086

<400> 21
catggtccgg cataagaaca gatgtgtggc cctg 34
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<210> 22
< 211> 34
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>5
< 223> Cebador We4087

<400> 22
cagggccaca catctgttct tatgccggac catg 34

<210> 23
< 211> 3110
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4088

<400> 2315
ggtccggcat gagaagagat gtgtggccct g 31

<210> 24
< 211> 31
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial20

<220>
< 223> Cebador We4089

<400> 24
cagggccaca catctcttct catgccggac c 31

<210> 2525
< 211> 37
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We409030

<400> 25
gcttccatca gggcaagcag tatgcccctg gagaaac 37

<210> 26
< 211> 37
< 212> ADN35
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4091

<400> 26
gtttctccag gggcatactg cttgccctga tggaagc 3740

<210> 27
< 211> 39
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial
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<220>
< 223> Cebador We4092

<400> 27
gggcaaggag tatgccaagg gagaaacagt gaagattgg 39

<210> 285
< 211> 39
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We409310

<400> 28
ccaatcttca ctgtttctcc cttggcatac tccttgccc 39

<210> 29
< 211> 35
< 212> ADN15
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> Cebador We4094

<400> 29
cggaaccgga agtggaactg cacagaccat gtgtg 3520

<210> 30
< 211> 35
< 212> ADN
< 213> Secuencia artificial

<220>25
< 223> Cebador We4095

<400> 30
cacacatggt ctgtgcagtt ccacttccgg ttccg 35

<210> 31
< 211> 10230
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens
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<400> 31 

<210> 32
< 211> 2050
< 212> PRT5
< 213> Homo sapiens

<400> 32 
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<210> 33
< 211> 1025
< 212> PRT
< 213> Secuencia artificial
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<220>
< 223> Dominio D' modificado de FvW

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (16)..(16)5
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (18)..(18)
< 223> Xaa es Leu o Pro10

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (24)..(24)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>15
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (26)..(26)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE20
< 222> (30)..(30)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (31)..(31)25
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (33)..(33)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido30

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (35)..(35)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>35
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (39)..(39)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE40
< 222> (55)..(55)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (56)..(56)45
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (62)..(62)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido50
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<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (72)..(72)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>5
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (75)..(75)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE10
< 222> (90)..(90)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<400> 33 

<210> 3415
< 211> 102
< 212> PRT
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> dominio D’ modificado20

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (16)..(16)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>25
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (18)..(18)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE30
< 222> (26)..(26)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido
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<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (30)..(30)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>5
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (31)..(31)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE10
< 222> (39)..(39)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (55)..(55)15
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (56)..(56)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido20

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (72)..(72)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>25
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (75)..(75)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<220>
< 221> MISC_FEATURE30
< 222> (90)..(90)
< 223> Xaa es cualquier aminoácido

<400> 34 
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<210> 35
< 211> 102
< 212> PRT5
< 213> Secuencia artificial

<220>
< 223> dominio D’ modificado

<220>
< 221> MISC_FEATURE10
< 222> (16)..(16)
< 223> Xaa es Asp o Asn

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (18)..(18)15
< 223> Xaa es Leu o Pro

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (26)..(26)
< 223> Xaa es Thr o Ala20

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (30)..(30)
< 223> Xaa es Gln o Arg

<220>25
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (31)..(31)
< 223> Xaa es Asn o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE30
< 222> (39)..(39)
< 223> Xaa es Met o Arg o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE
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< 222> (55)..(55)
< 223> Xaa Glu o Ala o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (56)..(56)5
< 223> Xaa Asn o Lys

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (72)..(72)
< 223> Xaa Glu o Gln10

<220>
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (75)..(75)
< 223> Xaa Pro o Lys

<220>15
< 221> MISC_FEATURE
< 222> (90)..(90)
< 223> Xaa Asp o Asn

<400> 35 

20

<210> 36
< 211> 2332
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens

<400> 36 25
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<210> 37
< 211> 1444
< 212> PRT
< 213> Secuencia artificial5

<220>
< 223> Factor VIII de cadena sencilla maduro

<400> 37 
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<210> 38
< 211> 585
< 212> PRT
< 213> Homo sapiens5

<400> 38 
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido que comprende un Factor de von Willebrand modificado (FvW),

en donde la secuencia de aminoácidos de dicho FvW modificado tiene al menos una mutación dentro del dominio D’
en relación con la secuencia de aminoácidos del dominio D’ de FvW de tipo silvestre como se muestra en SEQ ID 
NO: 31,5

y en donde la afinidad de la unión de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado, con el Factor VIII (FVIII) 
es mayor que la de un polipéptido de referencia, en donde la secuencia de aminoácidos de dicho polipéptido de 
referencia es idéntica a la secuencia de aminoácidos de dicho polipéptido que comprende un FvW modificado ex-
cepto que la secuencia de aminoácidos del dominio D' del polipéptido de referencia es idéntica a SEQ ID NO: 31. 

2. El polipéptido según la reivindicación 1, en el que 10

(a) la afinidad de la unión del polipéptido con el Factor VIII supera la del polipéptido de referencia en al menos 
10 por ciento; y/o 

(b) la constante de disociación KD de un complejo del polipéptido y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37 es menor 
del 90% de la constante de disociación KD de un complejo del polipéptido de referencia y el Factor VIII de SEQ 
ID NO: 37. 15

3. El polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 o 2, en el que dicha al menos una mutación dentro 
del dominio D' incluye una sustitución de aminoácidos en donde la afinidad de la unión con FVIII se ha incrementado 
mediante (i) una sustitución de al menos un residuo ácido del dominio D' de FvW con un aminoácido neutro o básico, 
(ii) mediante una sustitución de al menos un residuo neutro del dominio D' de FvW con un aminoácido básico, y/o (iii) 
mediante una sustitución de al menos un residuo del dominio D' de FvW con un aminoácido diferente que está pre-20
sente en la misma posición en uno o varios polimorfos u ortólogos de FvW que tienen un dominio D' diferente de 
SEQ ID NO: 31. 

4. El polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, que comprende además una proteína que mejo-
ra la semivida (HLEP), preferiblemente dicha HLEP es una albúmina, más preferiblemente el extremo N-terminal de 
la albúmina se fusiona con el extremo C-terminal de la secuencia de aminoácidos de FvW. 25

5. Un complejo que comprende una molécula de Factor VIII y el polipéptido según una cualquiera de las reivindica-
ciones 1 a 4. 

6. El complejo según la reivindicación 5, en el que el Factor VIII es el polipéptido de SEQ ID NO: 37, y en donde la 
constante de disociación KD del complejo es menor que el 90% de la constante de disociación KD de un complejo del 
polipéptido de referencia y el Factor VIII de SEQ ID NO: 37. 30

7. El polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o el complejo según la reivindicación 5 o 6, para 
uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno hemorrágico. 

8. El polipéptido o el complejo para uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno hemorrágico según la reivin-
dicación 7, en donde el trastorno hemorrágico es la enfermedad de von Willebrand (EvW) o la hemofilia A. 

9. Una composición farmacéutica que comprende el polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 o 35
el complejo según la reivindicación 5 o 6. 

10. Un polinucleótido que codifica el polipéptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4. 

11. Un plásmido o un vector, preferiblemente un vector de expresión, que comprende el polinucleótido según la 
reivindicación 10. 

12. Una célula hospedadora que comprende el polinucleótido según la reivindicación 10 o el plásmido según la 40
reivindicación 11. 

13. Un método para producir un polipéptido que comprende un FvW modificado, que comprende: 

(a) cultivar las células hospedadoras según la reivindicación 12 en condiciones tales que se expresa el polipép-
tido que comprende un FvW modificado; y 

(b) opcionalmente recuperar el polipéptido que comprende un FvW modificado a partir de las células hospeda-45
doras o del medio de cultivo.

14. Un FvW modificado que tiene afinidad hacia FVIII mayor que un FvW no modificado para uso en un método para 
incrementar la semivida de FVIII, en donde dicho FvW modificado es el polipéptido según una cualquiera de las 
reivindicaciones 1-4.
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15. Un método para preparar un complejo que comprende FVIII y FvW, que comprende mezclar un FVIII con el poli-
péptido según una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.
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