ES 2739 503 T3

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @NUmero de publicacién: 2 739 503
Eint. a1

CO7K 16/46 (2006.01)
CO7K 19/00 (2006.01)
A61K 47/42 (2007.02)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y nimero de la solicitud internacional: ~ 11.07.2011  PCT/US2011/043599
Fecha y namero de publicacién internacional: 12.01.2012 WO12006635

Fecha de presentacién y nimero de la solicitud europea:  11.07.2011 E 11738539 (3)
Fecha y nimero de publicacion de la concesion europea: 24.04.2019  EP 2591006

Tl'tulo: Moléculas de cadena simple procesables y polipéptidos producidos usandolas

Prioridad: @ Titular/es:
25.03.2011 US 201161467880 P BIOVERATIV THERAPEUTICS INC. (100.0%)
11.02.2011 US 201161442029 P 225 Second Avenue
31.05.2011 US 201161491762 P Waltham MA 02451, US
11.02.2011 US 201161442150 P .

I tor/es:
11.02.2011 US 201161442055 P @ inventories
09.07.2010 US 363183 P SALAS, JOEy
09.07.2010 US 363186 P PETERS, ROBERT
Agente/Representante:

Fecha de publicacién y mencion en BOPI de la LEHMANN NOVO, Maria Isabel
traduccion de la patente:
31.01.2020

AViso:En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacién en el Boletin Europeo de Patentes, de
la mencion de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre Concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2739503 T3

DESCRIPCION
Moléculas de cadena simple procesables y polipéptidos producidos usandolas
Antecedentes de la invencion

La regién Fc de una inmunoglobulina media funciones efectoras que se han dividido en dos categorias. En la
primera estan las funciones que se producen independientemente de la unién a antigeno; estas funciones confieren
persistencia en la circulacién y la capacidad de transferencia a través de barreras celulares mediante transcitosis
(véase, Ward y Ghetie, Therapeutic Immunology 2:77-94, 1995, Capon et al. Nature 1989). La semivida en la
circulacion de la subclase IgG de inmunoglobulinas se regula mediante la afinidad de la regién Fc por el receptor Fc
neonatal para FcRn (Ghetie et al. Nature Biotechnol. 15:637-640, 1997; Kim et. al., Eur. J. Immunol. 24:542-548,
1994; Dall'Acqua et al. (J. Immunol. 169:5171-5180, 2002). La segunda categoria general de funciones efectoras
incluye aquellas que operan después de que una inmunoglobulina se une a un antigeno. En el caso de IgG, estas
funciones implican la participacién de la cascada de complemento o células que portan el receptor Fc gamma (FcyR).
La unién de la regién Fc con un FcyR provoca ciertos efectos inmunitarios, por ejemplo, la endocitosis de complejos
inmunitarios, engullicion y destrucciéon de particulas o microorganismos recubiertos con inmunoglobulina (también
denominada fagocitosis dependiente de anticuerpo, o ADCP), aclaramiento de complejos inmunitarios, lisis de
células diana recubiertas con inmunoglobulina por parte de linfocitos citoliticos (denominada citotoxicidad mediada
por células, dependiente de anticuerpo, o ADCC), liberacion de mediadores inflamatorios, regulacion de la activacion
celular del sistema inmunitario y regulacién de la produccién de inmunoglobulina.

Aunque se pueden generar polipéptidos heterodiméricos que contienen Fc, los métodos actuales requieren la
coexpresion de las dos porciones de cadena pesada de una regién Fc heterodimérica o la conjugacién quimica de la
region Fc dimérica con uno o mas sitios de unién (p. ej., un dominio Fab). La coexpresién de estas construcciones
conduce a la produccion de mezclas complejas que representan todos los apareamientos posibles del material de
partida ademas de aglomerados y proteina inactiva. En consecuencia, los rendimientos del polipéptido funcional
deseado son relativamente bajos. Recientemente, se desarrollaron moléculas Fc de cadena simple que superan
muchos de estos problemas. Estas moléculas comprenden una regién Fc de cadena simple en la que los restos Fc
componentes estan genéticamente fusionados en una cadena polipeptidica simple de manera que forman una
region Fc dimérica funcional. Estos polipéptidos de cadena simple comprenden un enlazador que no esta presente
en construcciones Fc de origen natural y, por lo tanto, pueden crear respuestas inmunitarias indeseadas o pueden
impedir otras interacciones proteina-proteina. Estas construcciones Fc de cadena simple pueden tener también
estabilidad mas baja posiblemente debido a las restricciones impuestas por el enlazador covalente.

Por consiguiente, existe la necesidad de polipéptidos heterodiméricos que contengan Fc, que se pueden producir de
manera eficaz y robusta y que minimicen y preferiblemente no comprendan secuencias de aminoacidos extranas.

Compendio de la invencion

La presente invencion presenta inter alia polipéptidos heterodiméricos que, en forma no procesada, comprenden una
0 mas regiones Fc genéticamente fusionadas. En particular, las moléculas no procesadas de la invencion
comprenden una regién Fc de cadena simple ("scFc", por sus siglas en inglés) en la que los restos Fc componentes
estan genéticamente fusionados en una cadena polipeptidica simple de manera que forman una regién Fc dimérica,
de cadena simple, funcional. Las moléculas Fc de cadena simple de la invencién comprenden al menos dos restos
Fc, F1 y F2, segun se enumeran desde el extremo aminico al carboxilico en la cadena polipeptidica simple. Los
restos Fc componentes de una scFc estan genéticamente fusionados a través de un enlazador polipeptidico, un
enlazador scFc escindible (cscFc, por sus siglas en inglés). El enlazador cscFc esta intercalado entre los restos Fc
que comprenden la region Fc. En un extremo, el enlazador cscFc que forma la regién Fc de cadena simple esta
enlazado directamente a través de una union peptidica a un sitio de escisién enzimatica (P1) que esta enlazado a (p.
ej., adyacente a o directamente enlazado a) un resto Fc del polipéptido. En una realizacién, el sitio de escision se
escinde mediante una enzima de procesamiento intracelular. El otro extremo del enlazador cscFc esta directamente
enlazado con un segundo sitio de escisién enzimatica (P2). En otra realizacion, el otro extremo del enlazador cscFc
esta enlazado con un resto bioldgicamente activo o un resto de direccionamiento.

En una realizacion, la escision durante el procesamiento del polipéptido que contiene scFc mediante una célula
permite la escision y/o escision sustancial del enlazador. Alternativamente, el polipéptido comprende un enlazador
scFc escindible (cscFc) que se puede escindir después de que una célula ha secretado el polipéptido o después de
que se ha administrado a un sujeto. Por lo tanto, aunque los polipéptidos de la invencion comprenden una region(es)
scFc en una secuencia polipeptidica contigua en su forma no procesada, el enlazador cscFc se escinde
enzimaticamente (p. ej., durante el procesamiento en una célula, in vitro antes de la administracion o in vivo después
de la administracion), y resulta en un polipéptido procesado que comprende al menos dos cadenas polipeptidicas y
comprende una region Fc que no esta fusionada en una cadena aminoacidica simple.

Los polipéptidos heterodiméricos de la invencion tienen capacidad de fabricacion mejorada en comparaciéon con los
polipéptidos que contienen Fc heteroméricos convencionales debido a que se evita la mezcla compleja de moléculas
que resulta de la coexpresion de dos o mas cadenas. Ademas, la extraccion sustancial de la secuencia enlazadora
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extrafa reduce el riesgo de inmunogenicidad. Esto es de particular importancia en el caso de polipéptidos que se
administrar de forma repetida a un sujeto, p. ej., como en el caso de los componentes de la cascada de coagulacién.
La extraccion sustancial de la secuencia enlazadora extrafia también puede aliviar cualquier estrés estérico o
impedimento que estaba presente en la forma enlazada covalentemente. Ademas, la escision del enlazador cscFc
permite que los restos bioldgicamente activos fusionados al extremo aminico de cada resto Fc tengan un extremo N
libre. Esto es particularmente valioso en el caso de los restos bioldgicamente activos acoplados al segundo resto Fc
tales como dominios serina proteasa que requieren un extremo N libre para ser cataliticamente activos o restos que
podrian estar estéricamente impedidos en presencia de un enlazador polipeptidico no escindido.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a un polipéptido, que comprenden (i) al menos un resto
biol6gicamente activo, (i) una regién Fc que comprende al menos dos restos Fc y (iii) un enlazador scFc escindible
(cscFc) intercalado entre los dos restos Fc, en donde el enlazador cscFc esta flanqueado por un sitio de escision
enzimatica antes y después del enlazador cscFc, que resulta en la escision del enlazador cscFc.

En una realizacién, al menos un resto biolégicamente activo comprende un factor de coagulacion.

En una realizacion, el factor de coagulacion se selecciona del grupo que consiste en FVII, FVlla, FVIII, FIX, FIXa, FX
y FXa.

En una realizacién, el polipéptido comprende los restos A-F1-P1-L-P2-B-F2 en donde A es un resto biolégicamente
activo, F1 es un primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escision enzimatica, L es un enlazador cscFc, P2 es un
sitio de escisidbn enzimatica, B es un resto biolégicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-"
representa una union peptidica. La férmula (I) comprende menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos
estan presentes, pueden ser iguales o diferentes. La formula () comprende P1 y P2. P1 y P2 pueden ser iguales o
diferentes. La férmula (I) comprende al menos F1 y F2. F1 y F2 pueden ser iguales o diferentes. En una realizacion,
F1y F2 pueden comprender un dominio CH2 y uno CH3. En una realizacion, A y/o B estan enlazados directamente
con F1 o F2. En ofra realizacion, A y/o B estan enlazados con F1 o F2 a través de un resto espaciador.

En una realizacién, A esta presente y se selecciona del grupo que consiste en: una porcién de unién a antigeno de
un anticuerpo; una molécula de unién distinta de inmunoglobulina, una porcién de unién de un ligando, y una porcion
de unién de un receptor, y un factor de coagulacion.

En una realizacion, A comprende la cadena ligera de un factor de coagulacién y B comprende la cadena pesada de
un factor de coagulaciéon que cuando se asocian forman una molécula activa.

En una realizacién, B esta presente y se selecciona del grupo que consiste en: una porcién de unién a antigeno de
un anticuerpo; una molécula de union distinta de inmunoglobulina, una porcién de unién de un ligando, una porcion
de unién de un receptor, y un factor de coagulacion.

En una realizacién, F1 y F2 pueden comprender un dominio CH2 y uno CH3.

En una realizacién, el polipéptido comprende los restos A-F1-B-P1-L-P2-F2 o A-F1- -P1-L-P2 B-F2 en secuencia
lineal desde el extremo aminico al carboxilico.

En una realizacion, el polipéptido comprende una estructura representada por la férmula seleccionada del grupo que
consiste en: A-F1-P1- L-P2-F2; F1-P1- L-P2-B-F2; y A-F1-P1-L-P2-B-F2 en secuencia lineal desde el extremo
aminico al carboxilico.

En una realizacion, el polipéptido comprende un resto bioldgicamente activo. En una realizacién, dos restos
biol6gicamente activos, p. €j., A y B de formula |, estdn ambos presentes y son restos biolégicamente activos
diferentes.

En una realizacion, P1 y P2 estan ambos presentes y son reconocidos por la misma o por enzimas diferentes. En
una realizacion, al menos uno de P1 o P2 comprende la secuencia de aminoacidos Arg-Arg-Arg-Arg. En una
realizacién, al menos uno de P1 o P2 comprende la secuencia de aminoacidos Arg-Lys-Arg-Arg-Lys-Arg. En una
realizacién, al menos uno de P1 o P2 comprende la secuencia de aminoacidos Arg-Arg-Arg-Arg-Ser. En una
realizacién, P1 y P2 estan ambos presentes y P1 comprende la secuencia Arg-Arg-Arg-Arg y P2 comprende la
secuencia Arg-Lys-Arg-Arg-Lys-Arg. En una realizacién, al menos uno de P1 o P2 comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: TQSFNDFTR y SVSQTSKLTR, DFLAEGGGVR, TTKIKPR,
LVPRG y ALRPR.

En una realizacion, el enlazador cscFc tiene una longitud de aproximadamente 1 a aproximadamente 50
aminoacidos. En una realizacion, el enlazador cscFc tiene una longitud de aproximadamente 20 a aproximadamente
30 amino&cidos.

En una realizacidn, el enlazador cscFc comprende un péptido gly/ser. En una realizacién, el péptido gly/ser es de
formula (GlysSer)n o S(GlysSer)n, en donde n es un nimero entero positivo seleccionado del grupo que consiste en
1,2,3,4,5,6,7,8,9y 10.
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En una realizacién, el enlazador S(Glys Ser)n es S(Glys Ser)6 o S(Glys Ser)4.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a un polipéptido que comprende dos cadenas polipeptidicas, en donde la
primera cadena polipeptidica comprende una cadena ligera de un factor de coagulaciéon enlazada con un primer
resto Fc y una segunda cadena polipeptidica comprende una cadena pesada de un factor de coagulacién enlazada
con un segundo resto Fc, en donde la en donde la cadena ligera y la cadena pesada se asocian para formar un
factor de coagulacion enzimaticamente activo

En una realizacion, la cadena ligera del factor de coagulacién se enlaza con el primer resto Fc y la cadena pesada
del factor de coagulacion se enlaza con el segundo resto Fc y en donde el factor de coagulacion es enzimaticamente
activo después de la secrecién por una célula.

En una realizacion, en donde el factor de coagulacion se selecciona del grupo que consiste en FVII, FVlla, FIX, FIXa,
FX y FXa. En otra realizacion, al menos un resto biolégicamente activo es el factor VI, factor Vlla o una porcion de
estos. En una realizacién, al menos un resto biolégicamente activo es el factor IX, factor IXa o una porcion de estos.
En una realizacién, al menos un resto biolégicamente activo es el factor VIII, factor Vllla o una porcién de estos. En
una realizacién, al menos un resto biolégicamente activo es el factor X, factor Xa o una porcién de estos.

En una realizacion, un polipéptido de la invencion comprende un resto de direccionamiento.
En una realizacién, el resto de direccionamiento se une a plaquetas en reposo.
En una realizacién, el resto de direccionamiento se une selectivamente a plaquetas activadas.

En una realizacién, el resto de direccionamiento se une selectivamente a una diana seleccionada del grupo que
consiste en: GPIba, GPVI y la forma no activa de GPlIb/llla.

En una realizacién, en donde el resto de direccionamiento se une selectivamente a una diana seleccionada del
grupo que consiste en: la forma activa de GPllb/llla, P selectina, GMP-33, LAMP-1, LAMP-2, CD40L y LOX-1.

En una realizacion, el resto de direccionamiento se une al complejo GPIb.

En una realizacion, comprende un resto de direccionamiento, en donde el resto de direccionamiento es un péptido
seleccionado del grupo que consiste en: PS4, OS1 y OS2.

En una realizacion, el resto de direccionamiento comprende una region variable de anticuerpo de un anticuerpo
seleccionado del grupo que consiste en: SCE5, MB9 y AP3.

En una realizacién, A es la cadena ligera de FVIl y B es la cadena pesada de FVII.
En otro aspecto, la invencion se refiere a una composicién que comprende un polipéptido de la invencién
En una realizacién, una composicién de la invencién comprende un sobrenadante de cultivo celular.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de la invencion.
Los ejemplos de dichas moléculas de acido nucleico se describen en los presentes Ejemplos y se establecen en el
listado de secuencias.

En otro aspecto, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido, y al polipéptido
codificado por esta, en donde el polipéptido que comprenden (i) al menos un resto biolégicamente activo, (i) una
region Fc que comprende al menos dos restos Fc vy (iii) un enlazador scFc escindible intercalado entre los dos restos
Fc, en donde el enlazador scFc escindible esta flanqueado por un sitio de escisién enzimatica antes y después del
enlazador cscFc, que enlaza los restos Fc de la region Fc y causa la escisién en estos dos sitios, lo que resulta en la
extraccion sustancial del enlazador cscFc.

En una instancia, la descripcion se refiere a un polipéptido heterodimérico que comprende dos cadenas de
aminoacidos cuyo polipéptido es codificado por la molécula de acido nucleico de la invencién.

En ofra realizacion, la invencion se refiere a un polipéptido heterodimérico, en donde dicho polipéptido
heterodimérico se produce al expresar el vector que contiene una molécula nucleica de la invencién en una célula
cultivada en medio de cultivo celular y aislar el polipéptido del medio de cultivo. En una instancia, el polipéptido es un
polipéptido procesado que comprende al menos dos cadenas de aminoacidos.

En una realizacion, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico de la invencidén que esta presente en un
vector.

En una realizacion, el vector comprende, ademas, una secuencia nucleotidica que codifica una enzima que escinde
al menos uno de los sitios de procesamiento intracelular.
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En una realizacion, la invencién se refiere a una célula hospedante que comprende el vector de la invencion, en
donde la célula hospedante expresa una enzima que escinde el enlazador polipeptidico.

En una realizacién, la enzima es endoégena con respecto a la célula. En otra realizacién, la enzima es exdgena con
respecto a la célula.

En otro aspecto, la invencion se refiere a un método para producir un polipéptido que comprende cultivar la célula
hospedante de la invenciéon en cultivo de manera que se produzca el polipéptido maduro que comprende dos
cadenas de aminoacidos.

En un aspecto, la descripcién se refiere a un polipéptido heterodimérico procesado que comprende dos cadenas
polipeptidicas, en donde dicho polipéptido heterodimérico procesado se produce al expresar el vector de la invencién
en una célula cultivada en medio de cultivo celular y aislar el polipéptido heterodimérico procesado del medio de
cultivo.

En una instancia, la descripcién se refiere a una composicion que comprende un polipéptido procesado de la
invencion y un portador farmacéuticamente aceptable.

En otra instancia, la descripcién se refiere a una composicion que comprende la molécula de acido nucleico de la
invencion un portador farmacéuticamente aceptable.

En una instancia, la descripcion se refiere a un método para tratar o prevenir una enfermedad o trastorno en un
sujeto, que comprende administrar una composicion de la descripcién a un sujeto.

En una instancia, la enfermedad o trastorno se selecciona del grupo que consiste en un trastorno de la coagulacion,
un trastorno neurolégico, un trastorno inflamatorio, un trastorno autoinmunitario y un trastorno neoplasico.

En otra instancia, la enfermedad o trastorno es un trastorno que afecta la hemostasia. En otra instancia, la
composicién promueve la formacién de coagulos.

En un aspecto, la descripcion se dirige a un polipéptido, en donde el polipéptido comprende (i) al menos un resto
biol6gicamente activo, (ii) una regién Fc codificada en una secuencia genética contigua simple, y (iii) un resto
enlazador scFc, en donde el resto enlazador scFc comprende al menos un sitio de procesamiento intracelular o sitio
de escision enzimatica que resulta en la escision y extraccion sustancial del enlazador scFc.

En otro aspecto, la descripcion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un polipéptido, en donde el
polipéptido comprende (i) al menos un resto biolégicamente activo, (ii) una region Fc codificada en una secuencia
genética contigua simple, y (iii) un resto enlazador scFc, en donde el resto enlazador scFc comprende al menos un
sitio de procesamiento intracelular o sitio de escision enzimatica que resulta en la escision y extracciéon sustancial del
enlazador scFc.

En otra instancia, la descripcion se refiere a un polipéptido heterodimérico maduro que comprende dos cadenas
polipeptidicas, en donde dicho polipéptido heterodimérico maduro se produce al expresar el vector que contiene una
molécula nucleica de la invencién en una célula cultivada en medio de cultivo celular y aislar el polipéptido
heterodimérico maduro del medio de cultivo.

La presente invencion y las realizaciones de esta se exponen en las reivindicaciones adjuntas.
Breve descripcion de los dibujos

Las Figuras 1A y B son ilustraciones de construcciones ilustrativas de la invencion con sitios de procesamiento por
proteasa antes y después de un enlazador polipeptidico que enlaza los restos Fc.

La Figura 2 ilustra un heterodimero Fc de Factor Vlla en el que el Fc de cadena ligera y el Fc de cadena pesada de
FVII se expresan como una cadena simple y se secretan como un dimero de proteina activada después del
procesamiento del enlazador mediante proteasas. La figura incluye una transferencia Western de una precipitacion
de proteina A de células transfectadas transitoriamente con FVII-024 +/- PC5

La Figura 3A ilustra la escisiéon por propéptido convertasa de sitios de procesamiento en proteinas FIX-Fc para la
extraccién de un enlazador polipeptidico que conecta ambos restos Fc en un cscFc. La Figura 3B ilustra que la
escision total de los sitios de procesamiento en FIX-044 se logré con PACE, pero no Kex2, PC5 ni PC7, sin embargo,
la escision por PACE resulta en una escision extra de la proteina (véase la banda mas adelante B,D). La Figura 3,
panel C, ilustra que el procesamiento 6ptimo mediante PC5 se observé con los enlazadores escindibles
incorporados en FIX-052 y -053.

La Figura 4, panel A, muestra un esquema que ilustra una molécula de scFc escindible por FVIII y la forma
procesada de la molécula. La Figura 4, panel B muestra un gel SDS-PAGE de la proteina FVIII-049 purificada
(después de la cotransfeccién con PC5) que demuestra el procesamiento completo de la molécula.
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La Figura 5, panel A, muestra un esquema que ilustra la construcciéon de scFc escindible por FVIII (FVII-064) y la
forma procesada de la molécula. En esta construccion, el resto biolégicamente activo comprende FVII como una
cadena simple. La Figura 5, panel B muestra un gel SDS-PAGE de la proteina FVII-064 purificada (después de la
cotransfeccion con PC5) que demuestra el procesamiento completo de la molécula.

La Figura 6, panel A, ilustra la construccién FVIIFc -027, que comprende una fusion FVII cscFc con un resto de
direccionamiento, MB9. La Figura 6, panel B muestra un gel SDS-PAGE de la proteina FVII-027 purificada (después
de la cotransfeccion con PC5) que demuestra el procesamiento completo de la molécula.

La Figura 7 ilustra varias construcciones adicionales que se produjeron en las que las cadenas pesada y ligera de
FVII se expresaban por separado o como una cadena simple.

La Figura 8 ilustra el analisis de transferencia Western de especies de FVIIFc después de la transfeccion transitoria
de células HEK 293 y la precipitacion de proteina A de las moléculas ilustradas en la Figura 7.

La Figura 9 ilustra una construccion de scFc heterodimérica y una construccion de Fc monomérica. Se produjeron
estas construcciones y se llevaron a cabo transferencias Western. Los datos muestran que la activacién intracelular
es mas eficaz en el contexto del heterodimero (FVII-024) que el monémero (FVII-025), y requerian la cotransfeccién
de PC5 para el procesamiento completo. Estos datos de FVII-024 son los mismos que se muestran en la Figura 2,
pero muestran una comparacion directa entre FVII-024 y FVII-025.

La Figura 10 muestra una molécula de scFc que comprende IFN-B como el resto biolégicamente activo. La Figura
también muestra una transferencia Western que ilustra la escision parcial del enlazador procesable en ausencia de
cotransfeccion de PC5, pero la escisién completa con la cotransfeccion.

La Figura 11 muestra el analisis de transferencia Western (Fc Western) de especies de FVIIFc después de la
transfeccion transitoria de células HEK 293 y la precipitacion de proteina A.

Descripcién detallada de la invencion

La presente descripcion hace avanzar a la técnica al proporcionar moléculas, p. ej., moléculas de acido nucleico y
polipéptido, que comprenden (i) al menos un resto biolégicamente activo (p. €j., un sitio de unién a antigeno sitio o
dominio de unién, porcién de unién a receptor de un ligando, porcion de unién a ligando de un receptor, o resto que
modula la coagulacion) y (ii) al menos una region Fc (es decir, region Fc de cadena simple ("scFc")) que comprende
un enlazador scFc escindible (cscFc). Sin embargo, a diferencia de los enlazadores scFc de la técnica anterior, las
moléculas scFc, los enlazadores cscFc de la presente descripcién que enlazan los restos Fc que forman la region
scFc estan adyacentes a al menos un sitio de escisién enzimatica (p. ej., que se puede escindir mediante una
enzima de procesamiento intracelular), que resulta en una molécula dimérica que comprende una region Fc de dos
cadenas en la que el enlazador csFc se escinde o extrae sustancialmente. Esta etapa de escisién se puede producir
antes de que el polipéptido sea secretado por una célula, antes de la administracion a un sujeto, o in vivo después
de la administracion.

En una realizacién, el polipéptido se representa mediante la férmula:
A-F1-P1- L-P2-B-F2 0]

en secuencia lineal desde el extremo aminico al carboxilico en donde A es un resto biolégicamente activo, F1 es un
primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escision enzimatica, L es un enlazador cscFc, P2 es un sitio de escision
enzimatica, B es un resto biolégicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" representa una unién
peptidica. La férmula (I) comprende menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos estan presentes,
pueden ser iguales o diferentes. A y B también pueden ser cada uno subunidades o cadenas de una molécula, de
manera que cuando ambos estan presentes y se asocian entre si forman una molécula funcional y activa. La férmula
(I) comprende un P1y P2. P1y P2 pueden ser iguales o diferentes. La férmula (I) comprende al menos un F1 y F2.
F1y F2, si ambos estan presentes, pueden ser iguales o diferentes. También se muestran polipéptidos ilustrativos
mediante el esquema en la Figura 1A):

Los polipéptidos ilustrativos segun la formula I incluyen: A-F1-P1- L-P2-F2; F1-P1- L-P2-B-F2; y F1- L-P2-B-F2.

En una realizacion, F1 y F2 comprenden cada uno un resto CH2 y uno CH3. En otra realizaciéon, F1 y F2 se
dimerizan para formar una region Fc y donde A y B estan opcionalmente presentes y son restos biolégicamente
activos.

En una realizacion, P1 y P2 estan ambos presentes y son reconocidos por la misma o por enzimas diferentes. En
una realizaciéon, al menos uno de P1 o P2 es un sitio de procesamiento intracelular que comprende una
aglomeracion de residuos aminoacidicos basicos que se reconocen mediante enzimas arginina kex2/furina. Dichas
enzimas escinden inmediatamente el extremo C de un residuo arginina. En una realizacién, al menos uno del sitio de
procesamiento intracelular P1 o P2 es un sitio de escisién enzimatica, que se reconoce mediante trombina. En otra
realizacién, al menos un sitio es un sitio de escisién que se escinde in vivo, por ejemplo, en un sitio de escisién
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reconocido, p. €j., mediante trombina o Factor IXa o Xla. Los sitios de escision por FXla ilustrativos incluyen, p. ej.,
TQSFNDFTR (SEQ ID NO:7) y SVSQTSKLTR (SEQ ID NO:8). Los sitios de escision por trombina ilustrativos
incluyen: DFLAEGGGVR (SEQ ID NO:9), TTKIKPR (SEQ ID NO:10), y una secuencia que comprende o consiste en
ALRPR (p. ej., ALRPRVVGGA (SEQ ID NO: 11)). El experto en la técnica puede seleccionar sin inconvenientes
otros sitos de escisién, en funcion de las ensefianzas en la presente memoria.

Los polipéptidos objeto comprenden al menos un resto biolégicamente activo (representado como A y B en la
Formula ). Dichos restos biolégicamente activos se pueden fusionar con cualquiera o ambos restos Fc presentes en
la region Fc de una molécula de la invencion. Dichas fusiones se pueden producir en el extremo C o el extremo N o
en ambos de un resto Fc. Dichas fusiones pueden ser directas (p. ej., mediante una unién peptidica) mediante un
enlazador peptidico (p. ej., un espaciador polipeptidico que imparte flexibilidad a la molécula), conjugacién quimica u
otros métodos reconocidos en la técnica.

En una realizacién, una célula que expresa una construccién que codifica un polipéptido de la invencion
enddgenamente expresa una enzima que procesa el enlazador cscFc (L) y resulta en una molécula multimérica que
comprende al menos dos cadenas polipeptidicas, p. €j., una molécula dimérica que comprende dos cadenas
polipeptidicas. En otra realizacién, una célula que expresa una construccién que codifica un polipéptido de la
invencion expresa una enzima heterdloga (p. €j., expresa recombinantemente una enzima) que procesa, es decir,
escinde el enlazador cscFc en el sitio de escision.

La expresion de los polipéptidos de la invencién a partir de una construccién genética contigua simple tiene
numerosas ventajas con respecto a los métodos de expresion de proteinas convencionales que implican la
coexpresion de dos genes (uno que codifica una cadena polipeptidica que comprende un primer dominio Fc y un
segundo gen aparte que codifica una cadena polipeptidica que comprende un segundo dominio Fc con uniones
disulfuro que enlazan las dos cadenas polipeptidicas). Los posibles problemas asociados con dichas construcciones
convencionales incluyen heterogeneidad significativa dentro de la poblacion de moléculas resultantes, de manera
que la molécula deseada se debe retirar por purificacion de las moléculas indeseadas, lo que resulta inevitablemente
en una reduccién en el rendimiento total de la molécula deseada. Por ejemplo, las proteinas de fusion Fc plegadas
incorrectamente pueden ser dificiles de separar de las proteinas Fc plegadas adecuadamente, bivalentes, dado que
la Unica diferencia entre las dos es frecuentemente un evento de plegado incorrecto heterogéneo. Los polipéptidos
objeto no se pueden someter a intercambio de los dominios proteicos debido a que esta construccion no fija las
moléculas en estrecha proximidad entre si durante el proceso de plegado. Ademas, la extraccién de la secuencia
enlazadora extrafia también puede aliviar cualquier estrés estérico o impedimento que estaba presente en la forma
enlazada covalentemente. Sin embargo, la escisién del enlazador cscFc permite que los restos biolégicamente
activos fusionados al extremo aminico de cada resto Fc tengan un extremo N libre. Esto es particularmente valioso
en el caso de los restos biolégicamente activos que son cataliticamente activos, tales como dominios serina
proteasa que requieren un extremo N libre para ser cataliticamente activos o restos que podrian estar estéricamente
impedidos en presencia de un enlazador polipeptidico no escindido.

Las construcciones ilustrativas de la invencién se ilustran en las Figuras adjuntas y en el listado de secuencias. En
una realizacién, la invencién se refiere a un polipéptido que tiene la estructura segun se establece en las Figuras. En
otra realizacion, la invencion se refiere a un polipéptido que tiene la secuencia segin se establece en el listado de
secuencias adjunto o a una molécula de acido nucleico que codifica dicho polipéptido. En una realizacion, la
invencion se refiere a una forma madura de un polipéptido que tiene la secuencia segun se establece en el listado
de secuencias adjunto. Se entendera que estas construcciones y moléculas de acido nucleico que las codifican
pueden usarse para mejorar la hemostasia en un sujeto.

Para proporcionar un claro entendimiento de la memoria descriptiva y reivindicaciones, se proporcionan a
continuacion las siguientes definiciones.

|. Definiciones

Segun se usa en la presente memoria, el término "proteina" o "polipéptido" se refiere a un polimero de dos 0 méas de
los aminoéacidos naturales o aminoacidos no naturales.

El término "aminoédcido” incluye alanina (Ala o A); arginina (Arg o R); asparagina (Asn o N); acido aspartico (Asp o D);
cisteina (Cys o C); glutamina (GlIn o Q); acido glutamico (Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H); isoleucina (lle
o l): leucina (Leu o L); lisina (Lys o K); metionina (Met o M); fenilalanina (Phe o F); prolina (Pro o P); serina (Ser o S);
treonina (Thr o T); triptéfano (Trp o W); tirosina (Tyr o Y); y valina (Val o V). Los aminoacidos no tradicionales
también estan dentro del alcance de la invencion e incluyen norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros
residuos aminoacidicos analogos tales como los descritos en Ellman et al. Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para
generar dichos residuos aminoacidicos de origen no natural, se pueden usar los procedimientos de Noren et al.
Science 244:182 (1989) y Ellman et al., supra. De manera resumida, estos procedimientos implican la activacion
quimica de un ARNt supresor con un residuo aminoacidico de origen no natural y la posterior transcripcion y
traduccion in vitro del ARN. La introduccion del aminodacido no tradicional también se puede lograr usando quimicas
peptidicas conocidas en la técnica.
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Una "sustitucion de aminodacido" se refiere al reemplazo de al menos un residuo aminoacidico existente en una
secuencia de aminodcidos predeterminada (una secuencia de aminodacidos de un polipéptido de partida) con un
segundo residuo aminoacidico de "reemplazo” diferente. Una "insercién de aminoacido” se refiere a la incorporacion
de al menos un aminoacido adicional en una secuencia de aminoacidos predeterminada. Aunque la insercion
normalmente consistira en la insercion de uno o dos residuos aminoacidicos, se pueden llevar a cabo las presentes
"inserciones peptidicas”" mas grandes, p. €j., la insercion de aproximadamente tres a aproximadamente cinco o
incluso hasta aproximadamente diez, quince o veinte residuos aminoacidicos. El(los) residuo(s) insertado(s) puede(n)
ser de origen natural o de origen no natural, segun se describié anteriormente. Una "eliminacion de aminoéacido" se
refiere a la extraccion de al menos un residuo aminoacidico de una secuencia de aminoacidos predeterminada.

Los polipéptidos pueden ser monémeros o multimeros. Por ejemplo, en una realizacién, una proteina de la invencion
es un dimero. En una realizacion, los dimeros de la invenciéon son homodimeros, que comprenden dos subunidades
monomeéricas o polipéptidos idénticos (p. €j., dos restos Fc idénticos o dos restos bioldgicamente activos idénticos).
En otra realizacion, los dimeros de la invencién son heterodimeros, que comprenden dos subunidades monoméricas
o polipéptidos no idénticos (p. €j., que comprenden dos restos biolégicamente activos idénticos diferentes, un resto
biol6gicamente activo solo, y/o una regién Fc que comprende restos Fc no idénticos que se dimerizan para formar
una regién Fc heteromérica). Los dimeros polipeptidicos pueden comprender dos cadenas polipeptidicas o pueden
consistir en una cadena polipeptidica.

Segun se usa en la presente memoria, el término "polipéptido scFc" se refiere a un polipéptido que comprende una
region Fc de cadena simple (scFc). Los polipéptidos de la invencién comprenden enlazadores cscFc (L de formula I)
que enlazan los restos Fc de la regién scFc. El enlazador cscFc esta intercalado entre los restos Fc que comprenden
la regién scFc y estan flanqueado por al menos un sitio de escision enzimatica, p. €j., un sitio de procesamiento
enzimatico intracelular. Segun se usa en la presente memoria, el término polipéptido scFc se refiere a un polipéptido
que comprende una region Fc de cadena simple (scFc). Los restos Fc del polipéptido se pueden enlazar
directamente o indirectamente. Si el enlazador cscFc conecta dos restos Fc de manera contigua en la secuencia
polipeptidica lineal, se trata de un enlace "directo". En cambio, los enlazadores cscFc pueden enlazar el primer resto
Fc con un resto diferente (p. €j., un resto de unién, un resto de direccionamiento o un resto funcional) que, a su vez,
se enlaza con el segundo resto Fc y forma, de esta manera, un enlace indirecto.

En una realizacién, un polipéptido de la invencién comprende modificaciones adicionales. Las modificaciones
ilustrativas se describen en mayor detalle mas adelante. Por ejemplo, en una realizacién, un polipéptido se puede
modificar para agregar un resto funcional (p. ej., PEG, un farmaco o una etiqueta).

Un "resto biolégicamente activo" se refiere a una molécula, porcion, fragmento, derivado o componente de una
molécula capaz de uno o mas de llevar a cabo una funcién, una accién o una reaccion en un contexto biologico. Un
resto biolégicamente activo puede comprender una proteina completa o una porcion biolégicamente activa de esta.
Por ejemplo, el término "resto biolégicamente activo” incluye moléculas activas y funcionales, dominios de union de
moléculas que se unen a componentes de un sistema biolégico (p. ej., proteinas en suero o sobre la superficie de
células o en matriz celular) y cuya union resulta en un efecto biolégico (p. €j., segin se mide mediante un cambio en
el resto activo y/o el componente al cual se une (p. €j., una escisién del resto activo y/o del componente al cual se
une, la transmision de una sefal, o el aumento o inhibicién de una respuesta biolégica en una célula o en un sujeto)).
Los restos biolégicamente activos ilustrativos pueden comprender moléculas naturales, p. ej., un componente de la
cascada de coagulacion, un sitio o fragmento de unién a antigeno de una molécula de anticuerpo (p. ej., F(ab) o
scFv) (p. €j., para impartir, inducir o bloguear una respuesta bioldgica), una porciéon de unién a ligando de un
receptor 0 una porcién de unién a receptor de un ligando o un dominio catalitico. En una realizacién, un resto
biol6gicamente activo comprende la forma madura de una proteina. En otra realizacién, un resto biol6gicamente
activo comprende una proteina de longitud completa o una porcién de una proteina de longitud completa que
conserva la actividad biologica.

Segun se usa en la presente memoria, el término "resto biolégicamente activo" incluye, por ejemplo, un primer resto
que puede no tener actividad cuando esta presente solo en forma monomérica, pero que tiene una actividad
biolégica cuando se aparea con un segundo resto en el contexto de una construccién de la invencién. En algunas de
dichas realizaciones, el primer resto se puede representar mediante A (o B) en la Férmula | y el segundo resto se
puede representar mediante B (o A). Cuando A y B después se asocian en el polipéptido, forman una molécula
funcional (los ejemplos incluyen, p. €]., las cadenas ligera y pesada de FVIl o p. €j., las subunidades de FSH).

El término "resto biolégicamente activo" incluye restos que requieren actividad enzimatica para ser completamente
activos biolégicamente. Por ejemplo, los factores de coagulacion, ya sea en su forma zimégena o en su forma
completamente activada (p. ej., FVIl, FVlla, FIX, FIXa, FX o FXa) estdn abarcados por el término "resto
biol6gicamente activo".

El término "dominio de unién a ligando" segln se usa en la presente memoria, se refiere a un receptor natural (p. €j.,
receptor de superficie celular) o una region o derivado de este que conserva al menos una capacidad de unién a
ligando cualitativa y, preferiblemente, la actividad biolégica del receptor natural correspondiente. El término "dominio
de union a receptor" segun se usa en la presente memoria, se refiere a un ligando o regién o derivado de este que
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conserva al menos una capacidad de unién a receptor cualitativa y, preferiblemente, la actividad bioldgica del
ligando natural correspondiente.

En una realizacion, los polipéptidos de la invencién comprenden al menos un resto biolégicamente activo que se une
a una molécula dirigida a la reduccién o eliminacién, p. €j., un antigeno de superficie celular o un antigeno soluble.
En una realizacién, el resto biolégicamente activo comprende o consiste en un sitio de unién a antigeno (p. €j., que
comprende una secuencia de cadena pesada variable y una secuencia de cadena ligera variable o seis CDR de un
anticuerpo colocadas en regiones de marco alternativas (p. €j., regiones de marco humanas que comprenden
opcionalmente una o mas sustituciones de aminoacidos). En otra realizacion preferida, un resto biol6gicamente
activo comprende una porcion biolégicamente activa de un componente de la cascada de coagulacion.

El término "especificidad" incluye la cantidad de posibles sitios de unién que se unen especificamente (p. €j., hacen
inmunorreacciéon con) una diana dada. Un polipéptido puede ser monoespecifico y contener uno o mas sitios de
unién que se unen especificamente a la misma diana (p. ej., el mismo epitopo) o el polipéptido puede ser
multiespecifico y contener dos o mas sitios de uniéon que se unen especificamente a diferentes regiones de la misma
diana (p. €j., diferentes epitopos) o dianas diferentes.

Segun se usa en la presente memoria, el término "valencia" se refiere a la cantidad de restos biolégicamente activos
(p. ej., dominios de unidn) en un polipéptido o proteina. Cuando un polipéptido comprende méas de un resto
biol6gicamente activo, cada dominio de unién puede unirse especificamente a las mismas o a diferentes moléculas
(p. €j., puede unirse a diferentes ligandos o diferentes antigenos, o diferentes epitopos en el mismo antigeno). En
una realizacion, los polipéptidos de la invencion son monovalentes. En otra realizacion, los polipéptidos de la
invencion son multivalentes (p. €j., bivalentes).

Segun se usa en la presente memoria, el término "enlazadores polipeptidicos" se refiere a una secuencia peptidica o
polipeptidica (p. ej., una secuencia peptidica o polipeptidica sintética) que conecta dos dominios en una secuencia
de aminoacidos lineal de una cadena polipeptidica. Los enlazadores preferidos incluyen, p. ej., enlazadores
polipeptidicos gly-ser. Los polipéptidos de la invencién se codifican mediante moléculas de acido nucleico que
comprenden una secuencia nucleotidica que codifica enlazadores polipeptidicos que enlazan los dos restos Fc que
componen la construccién, ya sea directamente o indirectamente. Estos enlazadores se denominan en la presente
memoria "enlazadores cscFc". En lugar de enlazar dos restos Fc de manera contigua en la secuencia polipeptidica
lineal, el enlazador cscFc puede, por ejemplo, enlazar el primer resto Fc con un resto diferente (p. ej., un resto
biol6gicamente activo, un resto de direccionamiento o un resto funcional) que, a su vez, se enlaza con el segundo
resto Fc. Estos enlazadores cscFc (L) resultan en la formacién de una construccién genética de cadena simple. Sin
embargo, los polipéptidos también pueden comprender sitios de escision enzimatica que resultan en la escision del
enlazador cscFc y, en una realizacién, su extirpacion sustancial (p. €j., durante el procesamiento por una célula). Por
lo tanto, la molécula procesada es una molécula dimérica que comprende al menos dos cadenas de aminoacidos y
carece sustancialmente de secuencias de aminoacidos enlazadoras extrafias. En algunas realizaciones, todo o
sustancialmente todo el enlazador se extirpa, mientras que, en algunas realizaciones, una porcién del sitio de
escision puede permanecer, p. €j., cuatro argininas del sitio de escision RRRR. En otra instancia, el enlazador se
escinde en un sitio.

En otra realizacién, otro tipo de enlazador polipeptidico, denominado en la presente memoria "espaciador" se puede
usar para conectar restos diferentes, p. €j., un resto biolégicamente activa a un resto Fc. Este tipo de enlazadores
polipeptidicos pueden proporcionar flexibilidad a la molécula polipeptidica. Los espaciadores no se escinden
tipicamente; sin embargo, dicha escision puede ser deseable. Las posiciones ilustrativas de los espaciadores se
muestran en los dibujos adjuntos.

Segun se usa en la presente memoria, el término "enlazador polipeptidico gly-ser" se refiere a un enlazador
polipeptidico que consiste en los residuos glicina y serina. Un enlazador polipeptidico gly/ser ilustrativo comprende la
secuencia de aminoacidos (Glys Ser),.. (SEQ ID NO:4) Otro enlazador polipeptidico gly/ser ilustrativo comprende la
secuencia de aminoacidos S(Glys Ser)n.

En una realizacion, n=1. En una realizacion, n=2. En otra realizacion, n=3, es decir, (Glys4 Ser)s. En otra realizacion,
n=4, es decir, (Glys Ser)4 (SEQ ID NO:6). En otra realizacion, n=5. En aun otra realizaciéon, n=6. En otra realizacion,
n=7. En adn otra realizacién, n=8. En otra realizacién, n=9. En aln otra realizacién, n=10. Otro enlazador
polipeptidico gly/ser ilustrativo comprende la secuencia de aminoacidos Ser(Glys Ser), (SEQ ID NO:26). En una
realizacién, n=1. En una realizacion, n=2. En una realizacién preferida, n=3. En otra realizaciéon, n=4. En otra
realizacién, n=5. En aun otra realizacion, n=6.

Un polipéptido o secuencia de aminoacidos "derivado de" un polipéptido o proteina designado se refiere al origen del
polipéptido. Preferiblemente, el polipéptido o secuencia de aminoécidos que deriva de una secuencia particular tiene
una secuencia de aminoacidos que esencialmente idéntica a dicha secuencia o una porcién de esta, en donde la
porcién consiste en al menos 10-20 aminodcidos, preferiblemente, al menos 20-30 aminoacidos, mas
preferiblemente, al menos 30-50 aminoacidos, o que es de cualquier otra manera identificable por un experto en la
técnica por originarse a partir de la secuencia.
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Los polipéptidos derivados de otro péptido pueden tener una o mas mutaciones con respecto al polipéptido de
partida, p. ej., uno o mas residuos aminoacidicos que se han sustituido con otro residuo aminoacidico o que tiene
una o mas inserciones o eliminaciones de residuo aminoacidico. Preferiblemente, el polipéptido comprende una
secuencia de aminodacidos que no es de origen natural. Dichas variantes necesariamente tienen menos de 100 % de
identidad o similitud de secuencia con respecto al anticuerpo de partida. En una realizacion preferida, la variante
tendra una secuencia de aminoacidos de aproximadamente 75 % a menos de 100 % de identidad o similitud de
secuencia de aminodcidos con respecto a la secuencia de aminoacidos del polipéptido de partida, mas
preferiblemente, de aproximadamente 80 % a menos de 100 %, mas preferiblemente, de aproximadamente 85 % a
menos de 100 %, mas preferiblemente, de aproximadamente 90 % a menos de 100 % (p. €j., 91 %, 92 %, 93 %,
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) y, lo mas preferiblemente, de aproximadamente 95 % a menos de 100 %, p.
€j., a lo largo de la longitud de la molécula variante. En una realizacién, hay una diferencia de un aminoacido entre
una secuencia polipeptidica departida y la secuencia derivada de esta. La identidad o similitud con respecto a esta
secuencia se define en la presente memoria como el porcentaje de residuos aminoacidicos en la secuencia
candidata que son idénticos (es decir, el mismo residuo) a los residuos aminoacidicos de partida, después de alinear
las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para obtener el porcentaje de identidad de secuencia maximo.

Los polipéptidos preferidos de la invencion comprenden una secuencia de aminoacidos (p. €j., al menos un resto o
dominio Fc) derivada de una secuencia de inmunoglobulina humana. Sin embargo, los polipéptidos pueden
comprender uno o mas aminoacidos de otra especie de mamiferos. Por ejemplo, un dominio Fc o sitio de unidn de
primate se puede incluir en los polipéptidos objeto. Alternativamente, uno o0 mas aminodacidos derivados de una
especie no humana pueden estar presentes en un polipéptido. Los polipéptidos preferidos de la invencién son no
inmunogenos.

También entendera el experto en la técnica que los polipéptidos de la invencion se pueden alterar de manera que
varien en la secuencia de aminodacidos con respecto a los polipéptidos de origen natural o naturales de los cuales se
derivaron, mientras conservan la actividad deseable de los polipéptidos naturales. Por ejemplo, se pueden hacer
sustituciones de nucleétidos o aminoacidos que conducen a sustituciones o cambios conservadores en residuos
aminoacidicos "no esenciales". Una molécula de acido nucleico aislada que codifica una variante no natural de un
polipéptido derivado de una inmunoglobulina (p. €j., un dominio, resto o sitio de unién a antigeno Fc) se puede crear
al introducir una o més sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucleétidos en la secuencia nucleotidica de la
inmunoglobulina de manera que se introduzcan una o mas sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoacidos
en la proteina codificada. Las mutaciones se pueden introducir mediante técnicas estandares, tales como
mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR.

Los polipéptidos de la invencién pueden comprender sustituciones de aminoacidos conservadoras en uno 0 mas
residuos aminoacidicos, p. €j., en residuos aminoacidicos esenciales 0 no esenciales. Por lo tanto, un residuo
aminoacidico no esencial en un polipéptido se puede reemplazar con otro residuo aminoacidico de la misma familia
de cadena lateral. En ofra realizacion, una sucesion de aminoacidos se puede reemplazar con una sucesion
estructuralmente similar que difiere en el orden y/o composicion de los miembros de familia de cadena lateral.
Alternativamente, en otra realizacion, se pueden introducir mutaciones aleatoriamente a lo largo de toda o parte de
una secuencia codificante, tal como por mutagénesis de saturacién, y los mutantes resultantes se pueden incorporar
en los polipéptidos de la invencion y someterse a barrido para determinar su capacidad para unirse a la diana
deseada.

En el contexto de los polipéptidos, una "secuencia lineal" o una "secuencia" es el orden de los aminodcidos en un
polipéptido en un sentido de extremo aminico a carboxilico en el que los residuos que flanquean o estan adyacentes
entre si en la secuencia son contiguos en la estructura primaria del polipéptido, es decir, estan enlazados a través de
una unién peptidica.

Segun se usa en la presente memoria, los términos "enlazado/a", " fusionado/a" o "fusion" se refieren al enlace a
través de una unién peptidica, conjugacion quimica u otros medios. Los términos "genéticamente fusionado/a",
"genéticamente enlazado/a" o "fusién genética" se usan de manera intercambiable y se refieren al enlace o
acoplamiento colineal, covalente de dos o mas proteinas, polipéptidos, o fragmentos de estos a través de sus
cadenas principales peptidicas individuales, a través de la expresion genética de una molécula polinucleotidica
simple que codifica dichas proteinas, polipéptidos o fragmentos. Dicha fusion genética resulta en la expresiéon de una
secuencia genética contigua simple. En una realizacién, los restos de un polipéptido scFc estan fusionados
genéticamente. Las fusiones genéticas preferidas estan dentro del marco, es decir, dos 0 mas marcos de lectura
abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) se fusionan para formar un ORF contiguo mas largo, de tal manera que se
mantiene el marco de lectura correcto de los ORF originales. Por lo tanto, la proteina de fusiéon recombinante
resultante es un polipéptido simple que contiene dos 0 mas segmentos proteicos que corresponden a polipéptidos
codificados por los ORF originales (cuyos segmentos no estan normalmente unidos de esta forma en la naturaleza).
En este caso, el polipéptido simple se escinde durante el procesamiento para proporcionar moléculas diméricas que
comprenden dos cadenas polipeptidicas.

Segun se usa en la presente memoria, el término "regiéon Fc" se definird como la porcién de un polipéptido que
corresponde a la regién Fc de la inmunoglobulina natural, es decir, segun se forma mediante la asociacién dimérica
de los dominios Fc respectivos) de sus dos cadenas pesadas. Una regién Fc natural es homodimérica y comprende
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dos cadenas polipeptidicas. En cambio, el término "region Fc genéticamente fusionada" o "regién Fc de cadena
simple" (region scFc), segun se usa en la presente memoria, se refiere a una regiébn Fc dimérica sintética
comprendida por dominios o restos Fc genéticamente enlazados dentro de una cadena polipeptidica simple (es decir,
codificados en una secuencia genética contigua simple) en donde los dominios o restos Fc de la cadena
polipeptidica simple se dimerizan para formar una region Fc.

Segun se usa en la presente memoria, el término "dominio Fc" se refiere a la porcion de una cadena pesada de
inmunoglobulina simple que comienza en la region bisagra apenas antes del sitio de escision por papaina (es decir,
el residuo 216 en IgG, tomando el primer residuo de la region constante de cadena pesada como 114) y que termina
en el extremo C del anticuerpo. Por consiguiente, un dominio Fc completo comprende al menos un dominio bisagra,
un dominio CH2 y un dominio CH3.

Segun se usa en la presente memoria, el término "porcién de dominio Fc" o "resto Fc" incluye una secuencia de
aminodcidos de un dominio Fc o derivada de un dominio Fc. En ciertas realizaciones, un resto Fc comprende al
menos uno de: un dominio bisagra (p. €j., region bisagra superior, media y/o inferior), un dominio CH2, un dominio
CHS3, un dominio CH4 o una variante, porcién, o fragmento de esta. En otras realizaciones, un resto Fc comprende
un dominio Fc completo (es decir, un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3). En una realizacién, un
resto Fc comprende un dominio bisagra (o porcion de este) fusionado con un dominio CH3 (o porcion de este). En
otra realizacion, un resto Fc comprende un dominio CH2 (o porcién de este) fusionado con un dominio CH3 (o
porcién de este). En otra realizacion, un resto Fc consiste en un dominio CH3 o porcion de este. En otra realizacién,
un resto Fc consiste en un dominio bisagra (o porciéon de este) y un dominio CH3 (o porcién de este). En otra
realizacién, un resto Fc consiste en un dominio CH2 (o porcién de este) y un dominio CH3. En otra realizacion, un
resto Fc consiste en un dominio bisagra (o porcion de este) y un dominio CH2 (o porcién de este). En una realizacion,
un resto Fc carece de al menos una porcion de un dominio CH2 (p. ej., todo o parte de un dominio CH2).

En una realizacion, un resto Fc de la invencién comprende al menos la porciéon de una molécula Fc conocida en la
técnica por ser necesaria para la union a FcRn, denominada en la presente memoria agente de combinacién para
unién al receptor neonatal (FcRn). El experto en la técnica entendera que porciones de una region constante de
inmunoglobulina para su uso en la proteina quimérica de la invencion pueden incluir mutantes o analogos de esta, o
pueden incluir regiones constantes de inmunoglobulina quimicamente modificadas (p. €j., pegiladas), o fragmentos
de estas (véase, p. €j., Aslam y Dent 1998, Bioconjugation: Protein Coupling Techniques For the Biomedical
Sciences Macmilan Reference, Londres). En una instancia, un mutante puede proporcionar una unién mejorada de
un agente de combinacién para la unién a FcRn para el FcRn. También se contemplan para su uso en la proteina
quimérica de la invencion miméticos peptidicos de al menos una porcion de una regidon constante de
inmunoglobulina, p. ej., un mimético peptidico de un fragmento Fc o un mimético peptidico de un agente de
combinacion para uniéon a FcRn. En una realizacion, el mimético peptidico se identifica usando visualizaciéon en
fagos o a través de barrido de biblioteca quimico (véase, p. ej., McCafferty et al. 1990, Nature 348:552, Kang et al.
1991, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:4363; EP 0 589 877 B1).En otra realizacion, una regién Fc de la invencion (una
region scFc) comprende al menos la porcion de una molécula Fc conocida en la técnica por ser necesaria para la
unién a FcRn.

En una realizacién, una region Fc de la invencidn (una regién scFc) comprende al menos la porcién de una molécula
Fc conocida en la técnica por ser necesaria para la unién a Proteina A. En una realizacién, una regién Fc de la
invencion (una region scFc) comprende al menos la porcidon de una molécula Fc conocida en la técnica por ser
necesaria para la union a proteina G.

Segun se establece en la presente memoria, el experto en la técnica entendera que un dominio Fc también se puede
modificar de manera que varie en otras funciones efectoras con respecto al dominio Fc natural de una molécula de
inmunoglobulina de origen natural. En ciertas realizaciones ilustrativas, el resto Fc conserva una funcion efectora (p.
€j., unién a FcyR).

Los dominios o restos Fc de un polipéptido de la invencion se pueden derivar de diferentes moléculas de
inmunoglobulina. Por ejemplo, un dominio o resto Fc de un polipéptido puede comprender un dominio CH2 y/o CH3
derivado de una molécula IgG1 y una region bisagra derivada de una molécula IgG3. En otro ejemplo, un dominio o
resto Fc puede comprender una regidn bisagra quimérica derivada, en parte, de una molécula IgG1 vy, en parte, de
una molécula IgG3. En otro ejemplo, un dominio o resto Fc puede comprender una bisagra quimérica derivada, en
parte, de una molécula IgG1 y, en parte, de una molécula IgG4.

Las posiciones de aminoacidos en una region constante de cadena pesada, incluidas las posiciones de aminoacidos
en los dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3, se enumeran segun el sistema de numeracion del indice UE (véase
Kabat et al., en "Sequences of Proteins of Immunological Interest", U.S. Dept. Health and Human Services, 5a
edicion, 1991). En cambio, las posiciones de aminoacidos en una regioén constante de cadena ligera (p. €j., dominios
CL) se enumeran en la presente memoria segun el sistema de numeracion del indice Kabat (véase Kabat et al., ibid).

Segun se usa en la presente memoria, el término "dominio V4" incluye el dominio variable del extremo aminico de
una cadena pesada de inmunoglobulina, y el término "dominio V" incluye el dominio variable del extremo aminico de
una cadena ligera de inmunoglobulina segun el sistema de numeracién del indice Kabat.
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Segun se usa en la presente memoria, el término "dominio CH1" incluye el primer (y mas cercano al extremo
aminico) dominio de regi6n constante de una cadena pesada de inmunoglobulina que se extiende, p. €j., de
aproximadamente las posiciones UE 118-215. El dominio CH1 es adyacente al dominio V4 y hacia el extremo
aminico con respecto a la regién bisagra de una molécula de cadena pesada de inmunoglobulina, y no forma parte
de la region Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. En una realizacién, un polipéptido de la invencion
comprende un dominio CH1 derivado de una molécula de cadena pesada de inmunoglobulina (p. ej., una molécula
IgG1 o IgG4 humana).

Segun se usa en la presente memoria, el término "regién bisagra" incluye la porcién de una molécula de cadena
pesada que une el dominio CH1 al dominio CH2. Esta region bisagra comprende aproximadamente 25 residuos y es
flexible, lo que permite, por lo tanto, que las dos regiones de uni6n a antigeno en el extremo N se muevan
independientemente. Las regiones bisagra se pueden subdividir en tres dominios distintos: dominios bisagra superior,
medio e inferior (Roux et al. J. Immunol. 1998, 161:4083).

Segun se usa en la presente memoria, el término "dominio CH2" incluye la porcion de una molécula de cadena
pesada de inmunoglobulina que se extiende, p. €j., de aproximadamente las posiciones UE 231-340. El dominio CH2
se diferencia por no estar estrechamente apareado con otro dominio. En cambio, dos cadenas de carbohidrato
ramificadas enlazadas en N se intercalan entre los dos dominios CH2 de una molécula IgG natural intacta. En una
realizacién, un polipéptido de la invencién comprende un dominio CH2 derivado de una molécula IgG1 (p. €j., una
molécula IgG1 humana). En otra realizacion, un polipéptido de la invencién comprende un dominio CH2 derivado de
una molécula IgG4 (p. ej., una molécula IgG4 humana). En una realizacion ilustrativa, un polipéptido de la invencion
comprende un dominio CH2 (posiciones UE 231-340), o una porcion de este.

Segun se usa en la presente memoria, el término "dominio CH3" incluye la porcion de una molécula de
inmunoglobulina de cadena pesada que se extiende aproximadamente 110 residuos desde el extremo N del dominio
CH2, p. ej., de aproximadamente la posicion 341-446b (sistema de numeracion UE). EI dominio CH3 tipicamente
forma la porcion de extremo C del anticuerpo. En algunas inmunoglobulinas, sin embargo, dominios adicionales se
pueden extender desde el dominio CH3 para formar la porcion de extremo C de la molécula (p. €j., el dominio CH4
en la cadena p de IgM y la cadena € de IgE). En una realizacion, un polipéptido de la invencion comprende un
dominio CH3 derivado de una molécula IgG1 (p. €j., una molécula IgG1 humana). En otra realizacion, un polipéptido
de la invencion comprende un dominio CH3 derivado de una molécula IgG4 (p. ej., una molécula IgG4 humana).

Segun se usa en la presente memoria, el término "dominio CL" incluye el primer (y mas cercano al extremo aminico)
dominio de regién constante de una cadena ligera de inmunoglobulina que se extiende, p. ej., de aproximadamente
la posicion segun Kabat 107A-216. El dominio CL es adyacente al dominio V.. En una realizacién, un polipéptido de
la invencion comprende un dominio CL derivado de una cadena ligera kappa (p. €j., una cadena ligera kappa
humana).

Los restos Fc para su uso en los polipéptidos de la invencion se pueden modificar en posiciones reconocidas en la
técnica para alterar, p. €j., aumentar o reducir la funcion efectora. Segin se usa en la presente memoria, el término
"funcién efectora" se refiere a la capacidad funcional de la region Fc o porcién de esta para unirse a proteinas y/o
células del sistema inmunitario y mediar diversos efectos biolégicos. Las funciones efectoras pueden ser
dependientes del antigeno o independientes del antigeno. Una reduccién en la funcion efectora se refiere a una
reduccion en una o mas funciones efectoras, mientras se mantiene la actividad de unién a antigeno de la regién
variable del anticuerpo (o fragmento de este). Los aumentos o reducciones en la funcion efectora, p. ej., union de Fc
a un receptor Fc o proteina de complemento, se pueden expresar en funciéon del volumen de cambio (p. ej., cambid
1 vez, 2 veces y similares) y se pueden calcular en funcion de, p. ej., los cambios porcentuales en la actividad de
unién determinada usando ensayos que se conocen en la técnica.

Los restos Fc para su uso en los polipéptidos de la invencion se pueden modificar en posiciones reconocidas en la
técnica para alterar, p. €j., aumentar o reducir la semivida. Seguin se usa en la presente memoria, el término
"semivida" se refiere a la semivida biolodgica de un polipéptido particular in vivo. La semivida se puede representar
mediante el tiempo necesario para que la mitad de la cantidad administrada a un sujeto se aclare de la circulacion
y/u otros tejidos en el animal.

Segun se usa en la presente memoria, el término "sitio de unién a antigeno” o "dominio de unién a antigeno" incluye
un sitio que se une especificamente (hace inmunorreaccién con) a un antigeno tal como un antigeno de superficie
celular o soluble). En una realizacion, el sitio de unién incluye una region variable de cadena pesada y cadena ligera
de inmunoglobulina y el sitio de unién formados por estas regiones variables determina la especificidad del
anticuerpo. Un sitio de union a antigeno se forma mediante regiones variables (dominios VH y VL) que varian de un
polipéptido a otro.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencion comprenden al menos dos dominios de unién a antigeno (p.
ej., dentro del mismo polipéptido (p. e/., en el extremo N y el extremo C de un polipéptido simple) o enlazados a cada
componente de unién a polipéptido de una proteina de union multimérica de la invencion) que proporcionan la
asociacion del polipéptido con el antigeno seleccionado. Los dominios de unién a antigeno no tienen que derivar de
la misma molécula de inmunoglobulina. En este sentido, la regién variable puede o no derivar de cualquier tipo de
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animal que se puede inducir para crear una respuesta humoral y generar inmunoglobulinas contra el antigeno
deseado. Como tal, la region variable puede ser, por ejemplo, de origen mamifero, p. €j., puede ser humana, murina,
de primate no humano (tal como monos cangrejeros, macacos, etc.), lupina, camélida (p. ej., de camellos, llamas y
especies relacionadas).

El término "variante de anticuerpo" o "anticuerpo modificado" incluye un anticuerpo que no se produce en la
naturaleza y que tiene una quimica de secuencia de aminoacidos o cadena lateral de aminoacidos que difiere de la
de un anticuerpo derivado naturalmente en al menos un aminoacido o modificacion de aminoacido segun se
describe en la presente memoria 0 una molécula de origen no natural que comprende al menos un sitio de unién a
antigeno. Segun se usa en la presente memoria, el término "variante de anticuerpo" incluye formas sintéticas de
anticuerpos que se alteran de manera que no sean de origen natural, p. €j., anticuerpos que comprenden al menos
dos porciones cadena pesada, pero no dos cadenas pesadas completas (tales como, anticuerpos o minicuerpos con
dominio eliminado); formas multiespecificas de anticuerpos (p. €j., biespecificas, triespecificas, etc.) alteradas para
unirse a dos 0 mas antigenos diferentes o a diferentes epitopos en un antigeno simple); moléculas cadena pesada
unidas a moléculas scFv; anticuerpos de cadena simple; diacuerpos; triacuerpos; y anticuerpos con funcion efectora
alterada y similares.

Segun se usa en la presente memoria, el término "molécula scFv" incluye moléculas de unién que consisten en un
dominio variable de cadena ligera (VL) o porcion de este, y un dominio variable de cadena pesada (VH) o porcién de
este, en donde cada dominio variable (o porcion de este) deriva de los mismos o diferentes anticuerpos. Las
moléculas scFv preferiblemente comprenden un enlazador scFv intercalado entre el dominio VH y el dominio VL. Las
moléculas scFv se conocen en la técnica y se describen, p. ej. en la patente estadounidense 5.892.019, Ho et al.
1989. Gene 77:51; Bird et al. 1988 Science 242:423; Pantoliano et al. 1991. Biochemistry 30:10117; Milenic et al.
1991. Cancer Research 51:6363; Takkinen et al. 1991. Protein Engineering 4:837.

Un "enlazador scFv", segln se usa en la presente memoria, se refiere a un resto intercalado entre los dominios VL y
VH de scFv. El enlazador scFv preferiblemente mantiene la molécula scFv en una conformacién de unién a antigeno.
En una realizacién, un enlazador scFv comprende o consiste en un péptido enlazador scFv. En ciertas realizaciones,
un péptido enlazador scFv comprende o consiste en un enlazador polipeptidico gly-ser. En otras realizaciones, un
enlazador scFv comprende una union disulfuro.

El término "glicosilacion" se refiere al enlace covalente de uno o mas carbohidratos con un polipéptido. Tipicamente,
la glicosilacién es un evento que se produce después de la traduccién que puede producirse dentro del medio
intracelular de una célula o extracto de esta. El término glicosilacién incluye, por ejemplo, glicosilacion enlazada a N
(donde uno o mas azucares estan enlazados a un residuo asparagina) y/o glicosilacion enlazada a O (donde uno o
mas azucares estan enlazados a un residuo aminoacidico que tiene un grupo hidroxilo (p. €j., serina o treonina). En
una realizacién, una molécula de la invencion esta glicosilada. En otra realizacién, una molécula de la invencion esta
aglicosilada. En otra realizacion adicional, una molécula de la invencién tiene glicosilacion reducida en comparacion
con la de una regién Fc natural.

Segun se usa en la presente memoria, el término "unién disulfuro" incluye la union covalente formada entre dos
atomos de azufre.

Segun se usa en la presente memoria, el término "resto" se refiere a una parte componente o constituyente de un
polipéptido quimérico.

El término "resto funcional" incluye restos que, preferiblemente, agregan una funcion deseable al polipéptido.
Preferiblemente, la funcién se agrega sin alterar significativamente una actividad intrinseca deseable del polipéptido,
p. €j., actividad de coagulacion, solubilidad, o semivida de la molécula. Un polipéptido de la invencién puede
comprender uno 0 mas restos funcionales, que pueden ser iguales o diferentes. Los ejemplos de restos funcionales
utiles incluyen, pero no se limitan a, un resto detectable, un resto funcional, un resto farmacolégico, un resto de
afinidad y un resto de bloqueo (p. €j., que bloquea estéricamente la unién a una enzima o que bloque la capacidad
para unirse a un receptor particular). Los restos funcionales se pueden enlazar a polipéptidos usando métodos
conocidos en la técnica, p. €j., a través de restos de enlace escindibles o no escindibles.

Segun se usa en la presente memoria, el término "profarmaco” se refiere a un precursor o forma derivada de un
agente farmacéuticamente activo que es menos activo, reactivo o propenso a efectos secundarios en comparacion
con el farmaco genitor y es capaz de activarse enzimaticamente o de cualquier otra manera convertirse en una
forma mas activa in vivo. En una realizacién, un profarmaco de la invencién es un polipéptido que comprende una
region scFc no escindida o no procesada que, tras la administracion o antes de la administracion a un sujeto se
escinde para formar una molécula dimérica que comprende al menos dos cadenas polipeptidicas.

El término "vector" o "vector de expresién" se usa en la presente memoria para hacer referencia a vectores que se
usan segun la presente invencion como un vehiculo para introducir y expresar un polinucleétido deseada en una
célula. Como saben los expertos en la técnica, dichos vectores se pueden seleccionarse facilmente del grupo que
consiste en plasmidos, fagos, virus y retrovirus. En general, los vectores compatibles con la presente invencion
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comprenderan un marcador de seleccién, sitios de restriccion adecuados para facilitar la clonacién del gen deseado
y la capacidad para ingresar y/o replicarse en células eucariotas o procariotas.

Las construcciones de la invencion se pueden expresar en un plasmido simple y evitar la necesidad de mudltiples
plasmidos. Se pueden emplear numerosos sistemas de vector de expresién. Por ejemplo, una clase de vector usa
elementos de ADN que derivan de virus de animales tales como virus del papiloma bovino, virus de polioma,
adenovirus, virus de la vacuna de la viruela, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLYV) o virus SV40. Ademas,
las células que han integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar al introducir uno 0 mas marcadores
que permiten la seleccion de células hospedantes transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a un
hospedante auxétrofo, resistencia biocida (p. ej., antibi6ticos) o resistencia a metales pesados tales como cobre. El
gen marcador seleccionable puede enlazarse directamente con las secuencias de ADN para expresarse, o
introducirse en la misma célula mediante cotransformacién. En una realizacién, se puede emplear un sistema de
expresion inducible. También pueden ser necesarios elementos adicionales ara la sintesis 6ptima de ARNm. Estos
elementos pueden incluir secuencias sefal, sefiales de empalme, asi como promotores, potenciadores y sefales de
terminacion de la transcripcion. En una realizaciéon, una sefial de secrecion, p. ej., una cualquiera de varios péptidos
lideres bacterianos caracterizados (p. €j., pelB, phoA o ompA), se puede fusionar dentro del marco con el extremo N
de un polipéptido de la invencion para obtener la secrecion 6ptima del polipéptido. (Lei et al. (1988), Nature, 331:543;
Better et al. (1988) Science, 240:1041; Mullinax et al., (1990). PNAS, 87:8095).

El término "célula hospedante" se refiere a una célula que se ha transformado con un vector construido usando
técnicas de ADN recombinante y que codifica al menos un gen heterdlogo. En descripciones de procesos para el
aislamiento de proteinas a partir de hospedantes recombinantes, los términos "célula" y "cultivo celular" se usan de
manera intercambiable para denotar la fuente de proteina, a menos que se especifique claramente de cualquier otra
manera. En otras palabras, la recuperacion de proteina de las "células" puede significar a partir de células enteras
centrifugadas, o a partir del cultivo celular que contiene el medio y las células suspendidas. La linea celular
hospedante usada para la expresion de la proteina es lo mas preferiblemente de origen mamifero; se reconoce que
los expertos en la técnica tienen la capacidad de determinar preferencialmente las lineas celulares hospedantes
particulares que son mas adecuadas para el producto génico deseado que se va a expresar en ellas. Las lineas
celulares hospedantes ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, DG44 y DUXB11 (lineas de ovario de hamster
chinp, DHFR menos), HELA (carcinoma de cuello de utero humano), CVI (linea de rifiédn de mono), COS (un
derivado de CVI con antigeno T de SV40), R1610 (fibroblasto de hamster chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de ratdn),
HAK (linea de rifidbn de hamster), SP2/O (mieloma de ratén), P3x63-Ag3.653 (mieloma de raton), BFA-1c1BPT
(células endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos humanos) y 293 (riidn humano). Las lineas celulares hospedantes
tipicamente estan disponibles en servicios comerciales, la coleccién de cultivos tisulares estadounidense o en la
literatura publicada. Los polipéptidos de la invencién también se pueden expresar en células que no son de
mamifero, tales como células de bacterias o levadura o planta. En este sentido, se apreciara que se pueden
transformar también diversos microorganismos no mamiferos unicelulares tales como bacterias; es decir, aquellos
capaces de cultivarse en cultivos o fermentacion. Las bacterias, que son susceptibles de transformacion, incluyen
miembros de enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus
subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y Haemophilus influenzae. Se apreciara, ademas, que, cuando se expresan
en bacterias, los polipéptidos tipicamente se convierten en parte de cuerpos de inclusion. Los polipéptidos se
pueden aislar, purificar y después ensamblar en moléculas funcionales.

Ademas de los procariotas, también se pueden usar microbios eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o la levadura
de panaderia comun, es la mas usada comunmente entre los microrganismos eucariotas, aunque existen varias
otras cepas comunmente disponibles que incluyen Pichia pastoris. Para la expresién en Saccharomyces, se usa
comunmente el plasmido YRp7, por ejemplo, (Stinchcomb et al., (1979), Nature, 282:39; Kingsman et al., (1979),
Gene, 7:141; Tschemper et al., (1980), Gene, 10:157). Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un
marcador de seleccion para una cepa mutante de levadura que carece de capacidad para crecer en triptéfano, por
ejemplo, n.° de ATCC 44076 o PEP4-1 (Jones, (1977), Genetics, 85:12). La presencia de la lesion trp/ como
caracteristica del genoma de la célula hospedante de levadura proporciona después un entorno eficaz para detectar
la transformacion por cultivo en ausencia de triptéfano.

Segun se usa en la presente memoria, el término "enddgeno/a” se refiere a moléculas (p. ej., moléculas de acido
nucleico y/o proteicas) que estan naturalmente presentes en una célula. En cambio, el término "exdgeno/a" o
"heter6logo/a” se refiere a moléculas que no se encuentran normalmente en un contexto dado, p. ej., en una célula o
en un polipéptido. Por ejemplo, una molécula exégena o heterdloga se puede introducir en una célula y esta
presente después de la manipulacion de la célula, (p. ej., mediante transfeccién u otras formas de ingenieria
genética) o una secuencia de aminodcidos heteréloga puede estar presente en una proteina en la que no se
encuentra naturalmente

Segun se usa en la presente memoria, el término "sitio de escision" o "sitio de escision enzimatica" se refiera a un
sitio reconocido por una enzima. Ciertos sitios de escision enzimatica comprenden un sitio de procesamiento
intracelular. En una realizacion, un polipéptido tiene un sitio de escision enzimatica escindido por una enzima que se
activa durante la cascada de coagulacion, de manera que la escisién de dichos sitios se produce en el sitio de la
formacion del coagulo. Los sitios ilustrativos de este tipo incluyen los reconocidos por trombina, Factor Xla o Factor
Xa. Los sitios de escision por FXla ilustrativos incluyen, p. ej., TQSFNDFTR y SVSQTSKLTR. Los sitios de escision
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por trombina ilustrativos incluyen, p. ej., DFLAEGGGVR, TTKIKPR, LVPRG (SEQ ID NO:35) y una secuencia que
comprende o consiste en ALRPR (p. ej. ALRPRVVGGA). Se conocen otros sitios de escisién utiles en la técnica.

Segun se usa en la presente memoria, el término "sitio de procesamiento" o "sitio de procesamiento intracelular" se
refiere a un tipo de sitio de escision enzimatica en un polipéptido que es la diana para la enzima que funciona
después de la traduccién del polipéptido. En una realizacién, dichas enzimas funcionan durante el transporte desde
el lumen de Golgi gasta el compartimiento trans-Golgi. Las enzimas de procesamiento intracelular escinden
polipéptidos antes de la secrecion de la proteina a partir de la célula.

Un ejemplo de sitios de procesamiento incluye sitios dirigidos por la familia PACE/furina (donde PACE es un
acrénimo en inglés para enzima de escision de aminodcido basico apareado) de endopeptidasas. Estas enzimas
estan ubicadas en la membrana de Golgi y escinden muchas proteinas en el lado del extremo carboxilico del motivo
de secuencia Arg-[cualquier residuo]-(Lys o Arg)-Arg. Segln se usa en la presente memoria, la familia "furina" de
enzimas incluye, p. ej., furina, PC2, PC1/PC3, PC4, PACE4, PC5/PC6 y LPC/PC7/PC8/SPC7. Se conocen otros
sitios de procesamiento Utiles en la técnica.

Una "proteina quimérica" o "proteina de fusidén", segin se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier
proteina comprendida por una primera secuencia de aminoacidos derivada de una primera fuente, unida
covalentemente o no covalentemente, a una segunda secuencia de aminoacidos derivada de una segunda fuente,
en donde la primera y segunda fuentes no son iguales. Una primera fuente y una segunda fuente que no son iguales
pueden incluir dos entidades bioldgicas diferentes, o dos proteinas diferentes de la misma entidad bioldgica, o una
entidad biol6égica y una entidad no biolégica. Una proteina quimérica puede incluir, por ejemplo, una proteina
derivada de al menos 2 fuentes biolégicas diferentes. Una fuente biolégica puede incluir cualquier una secuencia de
acido nucleico o aminoacidos producida no sintéticamente (p. €j., una secuencia genémica o de ADNc, un plasmido
0 vector virico, un virion natural o un mutante o analogo, seguin se describe adicionalmente en la presente memoria,
de cualquiera de los mencionados anteriormente). Una fuente sintética puede incluir una secuencia proteica o de
acido nucleico producida quimicamente y no mediante un sistema bioldgica (p. e€j., sintesis en fase sélida de
secuencias de aminoacidos). Una proteina quimérica puede incluir también una proteina derivada de al menos 2
fuentes sintéticas diferentes o una proteina derivada de al menos una fuente biolégica y al menos una fuente
sintética. Una proteina quimérica también puede comprender una primera secuencia de aminodacidos derivada de
una primera fuente, enlazada covalentemente o no covalentemente con un acido nucleico, derivado de cualquier
fuente o una molécula organico o inorganica pequefna derivada de cualquier fuente. La proteina quimérica puede
comprender una molécula enlazadora entre la primera y segunda secuencia de aminoacidos o entre la primera
secuencia de aminodcidos y el acido nucleico, o entre la primera secuencia de aminoacidos y la molécula organica o
inorganica pequena. Los ejemplos de moléculas quiméricas incluyen las moléculas scFc de la invencion.

Segun se usa en la presente memoria, el término "factor de coagulacién”, se refiere a moléculas, o analogos de
estas, de origen natural o producidas recombinantemente que evitan o reducan la duracion de un episodio
hemorragico en un sujeto. En otras palabras, significa moléculas que en su forma activa tienen actividad
procoaguladora, es decir, son responsables de la conversidon de fibrinbgeno en una malla de fibrina insoluble que
provoca que la sangre coagule.

"Actividad coaguladora", segun se usa en la presente memoria, significa la capacidad de participar en una cascada
de reacciones bioquimicas que culmina en la formacion de un coagulo de fibrina y/o reduca la gravedad, duracion o
frecuencia de un episodio hemorragico o de sangrado.

"Hemostasia", segun se usa en la presente memoria, significa detener o enlentecer el sangrado o hemorragia; o
detener o enlentecer el flujo de sangre a través de un vaso sanguineo o parte corporal.

"Trastorno hemostasico", segun se usa en la presente memoria, significa una afeccion heredad genéticamente o
adquirida caracterizada por una tendencia a la hemorragia, ya sea espontanea o como resultado de un traumatismo,
debido a una capacidad alterada o a una incapacidad para formar un coagulo de fibrina. Los ejemplos de dichos
trastornos incluyen las hemofilias. Las tres principales formas son hemofilia A (carencia de factor VIII), hemofilia B
(carencia de factor IX o "enfermedad de la Navidad") y hemofilia C (carencia de factor Xl, tendencia leve al
sangrado), enfermedad de Von Willebrand, carencia de factor Xi (carencia de PTA), carencia de Factor XII,
carencias o anomalias estructurales en fibrindgeno, protrombina, Factor V, Factor VII, Factor X o factor Xlll, el
sindrome de Bernard-Soulier es un defecto o carencia de GPIb. GPIb, el receptor para vVWF, puede ser defectuoso y
conducir a una falta de formaciéon de coagulo primaria (hemostasia primaria) y mayor tendencia al sangrado), y
trombastenia de Glanzman y Naegeli (frombastenia de Glanzmann). En la insuficiencia hepatica (formas aguda y
crénica), existe una produccioén insuficiente de factores de coagulacion por parte del higado; esto aumenta el riesgo
de sangrados.

Segun se usa en la presente memoria, el término "resto de direccionamiento” se refiere a una molécula, fragmento
de esta 0 un componente de un polipéptido que ubica o dirige los polipéptidos de la invencion hasta un sitio o célula
deseado. En una realizaciéon, una construccion de la invencion comprende un "resto de direccionamiento” que
potencia la actividad del polipéptido, p. €j., al ubicar la molécula en un sitio deseado. Dicho resto puede ser, p. €j., un
anticuerpo o variante de este (p. ej., un scFv) o un péptido. En otra realizacién, dicho resto de direccionamiento
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puede ser un polipéptido, una porcién de unién a receptor de un ligando, o una porcién de unién a ligando de un
receptor, que se enlaza a un polipéptido de la invencién y se une a la diana deseada, p. €j., en una célula o tejido. El
resto de direccionamiento puede estar genéticamente fusionado con una construccién, quimicamente conjugado con
la construccion o enlazado con la construccion a través de una unién peptidica, p. €j., un espaciador polipeptidico.
Por ejemplo, se pueden acoplar restos de direccionamiento a una construccién de la invencion mediante la
formacion de una unidn entre el resto de direccionamiento y un resto Fc de una construccién, donde el resto de
direccionamiento comprende un primer grupo funcional y el resto Fc comprende un segundo grupo funcional, y
donde el primer y segundo grupos funcionales son capaces de hacer reaccion entre si para formar una unién
quimica (véase, p. €j., la patente estadounidense 7381408). En una realizacion de la invencién, un resto de
direccionamiento se une a plaquetas segun se describe en méas detalle en la presente memoria.

Segun se usa en la presente memoria, la frase "sujeto que se beneficiaria de la administracion de un polipéptido”
incluye sujetos, tales como sujetos mamiferos, que se beneficiarian de la administracion de polipéptidos de la
invencion, p. ej., para el tratamiento de un trastorno. Por ejemplo, en una realizacion, el sujeto puede beneficiarse de
la reduccién o eliminacién de una molécula soluble o particulada de la circulacion o suero (p. ej., una toxina o
patégeno) o de la reducciéon o eliminacién de una poblacién de células que expresan la diana (p. ej., células
tumorales). En otra realizacion, un sujeto puede beneficiarse de la actividad biolégica impartida por la porcion de
unién de la construccion, p. ej., como en el caso de un polipéptido que comprende un factor de coagulaciéon. Segun
se describié anteriormente, el polipéptido se puede usar en forma no conjugada o puede estar quimicamente
conjugado o enlazado, p. €j., a un resto funcional, para formar un polipéptido modificado para la administracion a
dicho sujeto.

Tratar, tratamiento, segun se usa en la presente memoria, se refieren a, p. €j., la reduccion en la gravedad de una
enfermedad o afeccién; la reduccion en la duracién de una evolucion de la enfermedad; la mejora de uno o mas
sintomas asociados con una enfermedad o afeccion; el suministro de efectos beneficiosos a un sujeto con una
enfermedad o afeccién, sin necesariamente curar la enfermedad o afeccién. En otra instancia, la administraciéon de
una composicién producida segun la invencion resulta en la profilaxis de uno 0 méas sintomas asociados con una
enfermedad o afeccion.

Il. Moléculas que comprenden regiones Fc de cadena simple ("scFc")

En una realizacién, la invencién proporciona moléculas de acido nucleico que codifican polipéptidos que
comprenden al menos una region Fc genéticamente fusionada o porcién de esta dentro de una cadena polipeptidica
simple (es decir, polipéptidos que comprenden una regién Fc de cadena simple (scFc)). Una molécula de acido
nucleico de la invencién codifica un polipéptido en el que los restos Fc estan genéticamente fusionados en una
secuencia lineal contigua de aminoéacidos a través de un enlazador cscFc.

La invencion también proporciona polipéptidos especificados por dichas moléculas de acido nucleico. En una
realizacién, la invencion proporciona polipéptidos no procesados en los que al menos dos restos o dominios Fc (p.
ej., 2, 3, 4,5, 6 o mas restos o dominios Fc) dentro de la misma cadena polipeptidica lineal son capaces de plegarse
(p- €j., plegarse intramolecularmente o intermolecularmente) para formar una regién scFc funcional que esta
enlazada mediante un enlazador polipeptidico Fc. Por ejemplo, en una realizacién preferida, un polipéptido de la
invencion es capaz de unirse, a través de su regién scFc, a al menos un receptor Fc (p. €j., un FcRn, un receptor
FcyR (p. €., FcyRIIl), o una proteina de complemento (p. ej., C1q)) para mejorar la semivida o desencadenar una
funcion efectora inmunitaria (p. €j., citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis, o citotoxicidad
dependiente de complemento (CDCC) y/o para mejorar la capacidad de fabricacion).

En una instancia, la descripcion se refiere a polipéptidos procesados (p. €j., maduros) en los que el al menos un sitio
de escision adyacente a un enlazador polipeptidico cscFc se ha escindido de manera que la molécula ya no es una
cadena polipeptidica simple. El polipéptido procesado resultante esta comprendido por al menos dos cadenas
polipeptidicas (debido a la escision en el(los) sitio(s) de escision enzimatica) P1 y/o P2).

En una instancia, dichos polipéptidos procesados comprenden un resto biolégicamente activo enlazado al segundo
resto Fc (es decir, el segundo resto Fc cuando se cuenta desde el extremo aminico hacia el extremo carboxilico
antes de la escision del enlazador polipeptidico) que tiene un extremo aminico libre después de la escision del
enlazador polipeptidico.

En una realizacion, un resto biolégicamente activo acoplado al extremo N del segundo resto Fc comprende un sitio
de unién a antigeno (p. ej., una molécula scFv). En otra realizacién, un resto biolégicamente activo acoplado al
extremo N del segundo resto Fc es cataliticamente activo, p. €j., tiene actividad enzimética. En otra realizacién, un
resto biolégicamente activo acoplado al extremo N del segundo resto Fc se secreta mediante una célula como un
zimbégeno que requiere procesamiento enzimatico adicional del resto bioldgicamente activo para activarse
completamente, p. €j., FVII, IX, o X).

En una realizacién, la invencién se refiere a factores de coagulacion que se secretan a partir de células en forma
activa o activada sin la necesidad de activacién adicional durante el procesamiento. Por ejemplo, el Factor VIl se
produce generalmente de forma recombinante como un zimégeno y requiere la activacion durante la fabricacion para
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producir la forma activa para la administracién. En una realizacién, un polipéptido de la invencion se secreta a partir
de la célula en la cual se expresa en forma activa para mejorar su capacidad de fabricacion. Como se estable en
mayor detalle mas adelante, dichos factores de coagulaciéon se pueden producir al expresar la cadena ligera de un
factor de coagulacion y la cadena pesada de un factor de coagulacion por separado en el contexto de una molécula
cscFc. La activacion de dicha construccién se retrasa hasta méas tarde en la via de secrecion durante el
procesamiento, p. €j., cuando la proteina se coubica con enzimas de procesamiento activas en el aparato de trans-
Golgi.

Una variedad de polipéptidos de disefos alternativos esta dentro del alcance de la invencién. Por ejemplo, en una
realizacién, una molécula de &cido nucleico de la invencion especifica un polipéptido representado mediante la
féormula:

A-F1-P1- L-P2-B-F2 ()

en secuencia lineal desde el extremo aminico al carboxilico en donde A es un resto biolégicamente activo, F1 es un
primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escision enzimatica, L es un enlazador cscFc, P2 es un sitio de escision
enzimatica, B es un resto biolégicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" representa una unién
peptidica. La férmula (I) comprende al menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos estan presentes,
pueden ser iguales o diferentes. La formula (l) comprende al menos un P1 o P2 y opcionalmente ambos. P1 y P2, si
ambos estan presentes, pueden ser iguales o diferentes. La férmula (I) comprende al menos un F1y F2. F1 y F2, si
ambos estan presentes, pueden ser iguales o diferentes.

Los polipéptidos ilustrativos segun la formula I incluyen: A-F1-P1- L-P2-F2; F1-P1- L-P2-B-F2; y F1-L-P2-B-F2.
En una realizacién, F1 y F2 comprenden cada uno un resto CH2 y uno CH3.
A. Restos o dominios Fc

Los restos Fc Utiles como F1 y F2 para producir los polipéptidos de la presente invencién se pueden obtener de
varias fuentes diferentes. En realizaciones preferidas, un resto Fc del polipéptido se deriva de una inmunoglobulina
humana. Sin embargo, se entiende que el resto Fc puede derivar de una inmunoglobulina de otra especie de
mamifero, incluida, por ejemplo, una especie de roedor (p. gj., un raton, rata, conejo, cobayo) o primate no humano
(p. €j., chimpancé, macaco). Ademas, el dominio Fc del polipéptido o porcion de este puede derivar de cualquier
clase de inmunoglobulina, incluidas IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina, incluidos 1gG1,
1gG2, 1I9G3 e IgG4. En una realizacion preferida, se usa el isotipo humano IgG (p. €j., IgG1).

Una variedad de secuencias génicas de resto Fc (p. €j., secuencias génicas de region constante) estan disponibles
en forma de depositos de acceso al publico. Los dominios de regién constante que comprenden una secuencia de
resto Fc se pueden seleccionar por tener una funcion efectora particular (o por carecer de una funcién efectora
particular) o con una modificacion particular para reducir la inmunogenicidad. Muchas secuencias de anticuerpos y
genes que codifican anticuerpos se han publicado y se pueden derivar secuencias de resto Fc adecuadas (p. €j.,
secuencias bisagra, CH2 y/o CH3, o porciones de estas) a partir de estas secuencias usando técnicas reconocidas
en la técnica. El material genético obtenido usando cualquiera de los métodos precedentes a continuacion puede
alterarse o sintetizarse para obtener polipéptidos de la presente invencién. Se apreciara, ademas, que el alcance de
la presente invencion abarca alelos, variantes y mutaciones de secuencias de ADN de regién constante.

Las secuencias de resto Fc se pueden clonar, p. €j., usando la reaccion en cadena de la polimerasa y cebadores
que se seleccionan para amplificar el dominio de interés. Para clonar una secuencia de resto Fc a partir de un
anticuerpo, se puede aislar el ARNm de hibridoma, bazo o linfocitos, transcribirse de forma inversa en ADN y
amplificar los genes de anticuerpo mediante PCR. Los métodos de amplificacion por PCR se describen en detalle en
las patentes estadounidenses nums. 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188; y en, p. ej., "PCR Protocols: A
Guide to Methods and Applications" Innis et al. eds., Academic Press, San Diego, CA (1990); Ho et al. 1989. Gene
77:51; Horton et al. 1993. Methods Enzymol. 217:270). La PCR se puede iniciar mediante cebadores de region
constante consenso o mediante cebadores més especificos en funcién de las secuencias de aminodcidos y ADN de
cadena pesada y ligera publicadas. Segun se describié anteriormente, la PCR también se puede usar para aislar
clones de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada de anticuerpo. En este caso, las bibliotecas se pueden
someter a barrido mediante cebadores consenso o sondas homoélogas mas grandes, tales como sondas de region
de constante de raton. Se conocen numerosos conjuntos de cebadores adecuados para la amplificacion de genes
de anticuerpo en la técnica (p. €j., los cebadores hacia 5' basados en la secuencia del extremo N de anticuerpos
purificados (Benhar y Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509); amplificacion rapida de extremos de ADNc (Ruberti,
F. etal. 1994. J. Immunol. Methods 173:33); secuencias lideres de anticuerpo (Larrick et al. 1989 Biochem. Biophys.
Res. Commun. 160:1250). La clonacién de secuencias de anticuerpo se describe adicionalmente en Newman et al.,
la patente estadounidense n.° 5.658.570, presentada el 25 de enero de 1995.

Los polipéptidos de la invencién pueden comprender dos o mas restos Fc (p. €j., 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 0 méas
restos Fc). Estos dos o mas restos Fc pueden formar una regién Fc. En una realizacion, los restos Fc pueden ser de
diferentes tipos. En una realizacion, al menos un resto Fc presente en el polipéptido comprende un dominio bisagra
0 porcion de este. En otra realizacién, el polipéptido de la invencién comprende al menos un resto Fc que
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comprende al menos un dominio CH2 o porcién de este. En otra realizacion, el polipéptido de la invencién
comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un dominio CH3 o porcion de este. En otra realizacion, el
polipéptido de la invencién comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un dominio CH4 o porcién de
este. En otra realizacion, el polipéptido de la invencion comprende al menos un resto Fc que comprende al menos
un dominio bisagra o porcion de este y al menos un dominio CH2 o porcién de este (p. €j., en el sentido bisagra-
CH2). En otra realizacion, el polipéptido de la invencidon comprende al menos un resto Fc que comprende al menos
un dominio CH2 o porcion de este y al menos un dominio CH3 o porcién de este (p. €j., en el sentido CH2-CH3). En
otra realizacién, el polipéptido de la invencion comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un dominio
bisagra o porcién de este, al menos un dominio CH2 o porcion de este y al menos un dominio CH3 o porcidn de este,
por ejemplo, en el sentido bisagra-CH2-CHS3, bisagra-CH3-CH2 o CH2-CH3-bisagra).

En ciertas realizaciones, el polipéptido comprende al menos una regién Fc completa derivada de una o méas cadenas
pesadas de inmunoglobulina (p. €j., un dominio Fc que incluye los dominios bisagra, CH2 y CH3, aunque estos no
deben derivar del mismo anticuerpo). En otras realizaciones, el polipéptido comprende al menos dos regiones Fc
completas derivadas de una o mas cadenas pesadas de inmunoglobulina. En realizaciones preferidas, el resto Fc
completo deriva de una cadena pesada de inmunoglobulina IgG humana (p. €j., IgG1 humana).

En otra realizacién, un polipéptido de la invencion comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio CH3
completo (aproximadamente los aminoacidos 341-438 de una regién Fc de anticuerpo segun la numeraciéon UE). En
otra realizacion, un polipéptido de la invencién comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio CH2
completo (aproximadamente los aminoacidos 231-340 de una regién Fc de anticuerpo segun la numeraciéon UE). En
otra realizacion, un polipéptido de la invencion comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un
dominio CH3 y al menos uno de una regién bisagra (aproximadamente los aminoacidos 216-230 de una regién Fc
de anticuerpo segun la numeracién UE) y un dominio CH2. En una realizacién, un polipéptido de la invencién
comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio bisagra y uno CH3. En otra realizacion, un polipéptido
de la invencion comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio bisagra, uno CHz y uno CHs. En una
realizacién, un resto Fc comprende o consiste en aminoécidos correspondientes a los numeros UE 221 a 447.

En realizaciones preferidas, el resto Fc deriva de una cadena pesada de inmunoglobulina IgG humana (p. €j., IgG1
humana).

En otra realizacion, un polipéptido de la invencién comprende al menos un resto Fc que comprende un agente de
combinacion FcRn. Un agente de combinacién de unién a FcRn es una molécula o porcién de esta que se puede
unir especificamente al receptor FCRn con el consecuente transporte activo por el receptor FcRn del agente de
combinacion de unién a FcRn. Unirse especificamente se refiere a dos moléculas que forman un complejo que es
relativamente estable en condiciones fisiolégicas. La unién especifica se caracteriza por una afinidad elevada y una
capacidad baja a moderada, segun se diferencia de la unién no especifica que normalmente tiene una afinidad baja
con una capacidad moderada a alta. Tipicamente, la uniéon se considera especifica cuando la constante de afinidad
KA es mayor que 10° M o, mas preferiblemente, mayor que 10® M. Si es necesario, la unién no especifica se
puede reducir sin afectar sustancialmente la unién especifica al variar las condiciones de union. El experto en la
técnica puede optimizar las condiciones de unién adecuadas tales como la concentracion de las moléculas, fuerza
i6nica de la disolucion, temperatura, tiempo para la unién, concentracién de agente de bloqueo (p. €j., seroalbimina,
caseina lactea), etc., usando técnicas rutinarias.

El receptor FcRn se ha aislado a partir de diversas especies de mamiferos, incluidos humanos. Se conocen las
secuencias de FcRn humano, FcRn de mono, FcRn de rata y FcRn de raton (Story et al. 1994, J. Exp. Med.
180:2377). El receptor FcRn se une a IgG (pero no a otras clases de inmunoglobulinas tales como IgA, IgM, IgD e
IgE) a pH relativamente bajo, transporta activamente la IgG transcelularmente en sentido luminal a seroso, y
después libera la IgG a pH relativamente mas alto que se encuentra en los fluidos intersticiales. Se expresa en el
tejido epitelial adulto (patentes estadounidenses nims. 6.485.726, 6.030.613, 6.086.875; WO 03/077834; US2003-
0235536A1) incluido el epitelio pulmonar e intestinal (Israel et al. 1997, Immunology 92:69) epitelio tubular proximal
renal (Kobayashi et al. 2002, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 282:F358) asi como en el epitelio nasal, superficies
vaginales y superficies del tracto biliar.

Los agentes de combinacion de unién a FcRn de la presente invencion abarcan moléculas que se pueden unir
especificamente al receptor FcRn, incluida IgG entera, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos que incluyen la
region de unién completa del receptor FcRn. La regién de la porcion Fc de IgG que se une al receptor FcRn se ha
descrito en base a cristalografia de rayos X (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). La principal area de contacto
de Fc con FcRn es cerca de unién de los dominios CH2 y CH3. Los contactos entre Fc-FcRn estan todos dentro de
una cadena pesada de Ig simple. Los agentes de combinacion de unién a FcRn incluyen IgG entera, el fragmento Fc
de IgG y otros fragmentos de IgG que incluyen la region de unién completa de FcRn. Los principales sitios de
contacto incluyen los residuos aminoacidicos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2
y los residuos aminoacidicos 385-387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Las referencias hechas a la numeracion de
aminoacidos de inmunoglobulinas o fragmentos o regiones de inmunoglobulina se basan todas en Kabat et al. 1991,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, Md.
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La regién Fc de IgG se puede modificar segun procedimientos reconocidos tales como mutagénesis dirigida a sitio y
similares para proporcionar la IgG modificada o fragmentos Fc o porciones de esta a los que se unira FcRn. Dichas
modificaciones incluyen modificaciones remotas con respecto a los sitios de contacto con FcRn, asi como
modificaciones dentro de los sitios de contacto que conservan o incluso potencian la union al FcRn. Por ejemplo, los
siguientes residuos aminoacidicos simples en Fc de IgG1 humana (Fc y1) se pueden sustituir sin pérdida
significativa de la afinidad de unién de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A,
T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, E283A, H285A,
N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A, V305A,
T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, A330Q,
P331A, E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A, E356A, M358A,
T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A, Q386A, E388A,
N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A, N421A, V422A,
S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A y K447A, donde, por ejemplo, P238A representa
prolina natural sustituida por alanina en la posicion nimero 238. Como un ejemplo, una realizaciéon especifica
incorpora la mutacién N297A que elimina un sitio de N-glicosilacién altamente conservado. Ademas de la alanina,
otros aminoacidos se pueden sustituir por los aminoacidos naturales en las posiciones especificadas anteriormente.
Las mutaciones se pueden introducir solamente en Fc para originar mas de cien agentes de combinacion de unién a
FcRn diferentes de Fc natural. Ademas, se pueden introducir combinaciones de dos, tres 0 més de estas mutaciones
individuales juntas para originar cientos de agentes de combinacién de unién a FcRn mas. Asimismo, uno de los
agentes de combinacion de union a FcRn de una construccion de la invencién se puede mutar y el otro agente de
combinacion de unién a FcRn no, o se pueden mutar ambos, pero con mutaciones diferentes. Cualesquiera de las
mutaciones descritas en la presente memoria, incluida N297A, se puede usar para modificar Fc,
independientemente de la molécula biolégicamente activa (p. ej., EPO, IFN, Factor VI, Factor 1X, T20).

Ciertas mutaciones de las mencionadas anteriormente pueden conferir una nueva funcionalidad al agente de
combinacion de union a FcRn. Por ejemplo, una realizacion incorpora N297A, que elimina un sitio de N-glicosilacion
altamente conservado. El efecto de esta mutacion es reducir la inmunogenicidad, potenciado asi la semivida en
circulacion del agente de combinacion de uniéon a FcRn y hacer que el agente de combinacion de unién FcRn se
vuelva incapaz de unirse a FcyRl, FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIA, sin comprometer la afinidad por FcRn (Routledge et
al. 1995, Transplantation 60:847; Friend et al. 1999, Transplantation 68:1632; Shields et al. 1995, J. Biol. Chem.
276:6591). Como un ejemplo adicional de una nueva funcionalidad que surge de las mutaciones descritas
anteriormente, la afinidad por FcRn se puede aumentar mas alla de la natural en algunas instancias. Esta afinidad
aumentada puede reflejar una "asociacién" mayor, una "disociacién" o una "asociacién" mayor y una "disociacion"
menor. Las mutaciones que se cree que imparten afinidad aumentada por FcRn incluyen T256A, T307A, E380A y
N434A (Shields et al. 2001, J; Biol. Chem. 276:6591).

Ademas, al menos tres receptores gamma Fc humanos parecen reconocer un sitio de unién en IgG dentro de la
region bisagra inferior, generalmente los aminoacidos 234-237. Por lo tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad y
posible inmunogenicidad reducida pueden surgir de mutaciones en esta regién, como por ejemplo al reemplazar los
aminoacidos 233-236 de la IgG1 humana "ELLG" por la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA" (con una
eliminacion de aminoacido). Se ha mostrado que Fcyl, FcyRIl y FcyRIll, que median diversas funciones efectoras no
se uniran a IgG1 cuando se han introducido dichas mutaciones. Ward y Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77
y Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613.

En una realizacion, el agente de combinacién de unidn a FcRn es un polipéptido que incluye la secuencia
PKNSSMISNTP (SEQ ID NO: 12) y, opcionalmente, incluye ademas una secuencia seleccionada de HQSLGTQ
(SEQ ID NO: 13), HQNLSDGK (SEQ ID NO: 14), HONISDGK (SEQ ID NO: 24), o VISSHLGQ (SEQ ID NO: 25)
(patente estadounidense n.° 5.739.277).

Dos receptores FcRn se pueden unir a una molécula Fc simple. Los datos cristalograficos sugieren que cada
molécula FcRn se une a un polipéptido simple del homodimero Fc. En una realizacion, enlazar el agente de
combinacion de unién a FcRn, p. ej., un fragmento Fc de una IgG, con una molécula biolégicamente activa
proporciona un medio para suministrar la molécula biolégicamente activa por via oral, bucal, sublingual, rectal,
vaginal, como un aerosol administrado nasalmente o a través de una via pulmonar o a través de una via ocular. En
otra realizacion, la proteina quimérica se puede administrar de manera invasiva, p. ej., subcutdneamente,
intravenosamente.

Los dominios de regién constante o porciones de estos que componen un resto Fc de un polipéptido de la invencion
se pueden derivar de diferentes moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, un polipéptido de la invenciéon puede
comprender un dominio CH2 o porcién de este derivado de una molécula IgG1 y una regiéon CH3 o porcion de esta
derivada de una molécula IgG3. En otro ejemplo, un polipéptido puede comprender un resto Fc que comprende un
dominio bisagra derivado, en parte, de una molécula IgG1 y, en parte, de una molécula IgG3. Segun se establece en
la presente memoria, el experto en la técnica entendera que un resto Fc se puede alterar de manera que varie en la
secuencia de aminodacidos con respecto a una molécula de anticuerpo de origen natural.

En otra realizacion, un polipéptido de la invencion comprende una regién scFc que comprende uno o mas restos Fc
truncados que sin embargo son suficientes para conferir propiedades de union al receptor Fc (FcR) a la regién Fc.
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Por ejemplo, la porciéon de un dominio Fc que se une a FcRn (es decir, la porcion de unién a FcRn) comprende de
aproximadamente los aminoacidos 282-438 de IgG1, numeracion UE (con los sitios de contacto primarios que son
los aminoacidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los residuos aminoacidicos
385-387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Por lo tanto, un resto Fc de un polipéptido de la invencién puede
comprender o consistir en una porcion de uniéon a FcRn. Las porciones de union a FcRn pueden derivarse de
cadenas pesadas de cualquier isotipo, incluido 1gG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realizacién, se usa una porcion de
unién a FcRn de un anticuerpo del isotipo humano IgG1. En otra realizacién, se usa una porcién de unién a FcRn de
un anticuerpo del isotipo humano IgG4.

En una realizacion, un polipéptido de la invencion carece de uno o mas dominios de regién constante de una regiéon
Fc completa, es decir, se han eliminado parcialmente o completamente. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de
la invencién careceran de un dominio CH2 completo (construcciones ACH2). Los expertos en la técnica apreciaran
que dichas construcciones pueden preferirse debido a las propiedades reguladoras del dominio CH2 sobre la tasa
catabdlica del anticuerpo. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencion comprenden regiones Fc
eliminadas del dominio CH2 derivadas de un vector (p. ej., de IDEC Pharmaceuticals, San Diego) que codifican un
dominio de region constante de IgGi humana (véase, p. €j., WO 02/060955A2 y WO02/096948A2). Este vector
ilustrativo se manipula para eliminar el dominio CH2 y proporcionar un vector sintético que expresa una region
constante de IgGs con dominio eliminado. Se sefala que estas construcciones ilustrativas preferiblemente se
manipulan para fusionar un dominio CH3 de unién directamente con una region bisagra del dominio Fc respectivo.

En otras construcciones puede ser deseable proporcionar un resto espaciador entre uno o mas restos Fc
constituyentes. Por ejemplo, un resto espaciador se puede colocar entre una regién bisagra y un dominio CH2 y/o
entre un dominio CH2 y uno CH3. Por ejemplo, las construcciones compatibles podrian expresarse en donde el
dominio CH2 se ha eliminado y el dominio CH3 restante (sintético o no sintético) se une a la region bisagra con un
espaciador de 5 - 20 aminoacidos. Dicho espaciador se puede agregar, por ejemplo, para garantizar que los
elementos reguladores del dominio de region constante permanezcan libres y accesibles o que la regién bisagra
permanezca flexible. Preferiblemente, cualquier péptido enlazador compatible con la presente invencion sera
relativamente no inmundgeno y no evitara el plegado adecuado de la regién scFc.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencion pueden comprender una region Fc dimérica que comprende
restos Fc de la misma composicién de secuencia, o sustancialmente la misma (denominada en la presente memoria
"region Fc homodimérica"). En otras realizaciones, los polipéptidos de la invencidon pueden comprender una regién
Fc dimérica que comprende al menos dos restos Fc que tienen una composicién de secuencia diferente (es decir,
denominada en la presente memoria "regién Fc heterodimérica"). En una realizacion ilustrativa, la region Fc
heterodimérica comprende una sustitucion de aminoacido en un primer resto Fc (p. ej., una sustitucion de
aminoacido de Asparagina en la posicién UE 297), pero no en un segundo resto Fc.

En determinadas realizaciones, la regiéon Fc esta hemiglicosilada. Por ejemplo, la regién scFc heteromérica puede
comprender un primer resto Fc glicosilado (p. ej., una region CH2 glicosilada) y un segundo resto Fc aglicosilado (p.
€j., una region CH2 aglicosilada), en donde un enlazador se intercala entre los restos Fc glicosilados y aglicosilados.
En otras realizaciones, la regién Fc estd completamente glicosilada, es decir, todos los restos Fc estan glicosilados.
En realizaciones adicionales, la regién Fc puede estar aglicosilada, es decir, ninguno de los restos Fc esta
glicosilado.

En ciertas realizaciones, un resto Fc empleado en un polipéptido de la invencion se altera, p. ej., mediante mutacién
de aminoacido (p. €j., adicién, eliminacion o sustitucion). Segin se usa en la presente memoria, el término "resto Fc
variante" se refiere a un resto Fc que tiene al menos una sustitucion de aminoacido en comparacion con el Fc
natural del cual deriva el resto Fc. Por ejemplo, en donde el resto Fc deriva de un anticuerpo IgG1 humano, una
variante comprende al menos una mutacién de aminoacido (p. €j., sustitucién) en comparacién con un aminoacido
natural en la posicion correspondiente de la region Fc de IgG1 humana.

La(s) sustitucion(es) de aminodcido de una variante Fc se puede ubicar en una posicion dentro del resto Fc a la que
se hace referencia como correspondiente al nimero de posicién que se le daria a dicho residuo en una regién Fc en
un anticuerpo (segun se establece usando la convencion de numeracién UE). Un experto en la técnica puede
generar sin inconvenientes alineaciones para determinar cual seria el nimero UE correspondiente a una posicion en
un resto Fc.

En una realizacion, la variante Fc comprende una sustituciéon en una posicién de aminoacido ubicada en un dominio
bisagra o porcion de este. En otra realizacion, la variante Fc comprende una sustitucion en una posicién de
aminodcido ubicada en un dominio CH2 o porcién de este. En otra realizacion, la variante Fc comprende una
sustitucion en una posicion de aminoacido ubicada en un dominio CH3 o porcion de este. En otra realizacion, la
variante Fc comprende una sustituciéon en una posicion de aminoacido ubicada en un dominio CH4 o porcién de este.

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencién comprenden una variante Fc que comprende méas de una
sustitucion de aminoé&cido. Los polipéptidos de la invencion pueden comprender, por ejemplo, 2, 3, 4,5,6,7, 8,9, 10
o0 mas sustituciones de aminoéacidos. Preferiblemente, las sustituciones de aminoacidos estan ubicadas
espacialmente entre si con un intervalo de al menos 1 posicion de aminoacido o mas, por ejemplo, al menos 2, 3, 4,
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5, 6, 7, 8, 9 o 10 posiciones de aminoacido o mas. Mas preferiblemente, los aminoacidos manipulados estan
ubicados espacialmente separados entre si mediante un intervalo de al menos 5, 10, 15, 20 realizaciones, los
polipéptidos de la invencién comprenden una variante Fc que comprende mas de una sustitucién de aminoacido.
Los polipéptidos de la invencion pueden comprender, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas sustituciones de
aminoacidos. Preferiblemente, las sustituciones de aminoacidos estan ubicadas espacialmente entre si con un
intervalo de al menos 1 posiciéon de aminoacido o mas, por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10 posiciones de
aminoacido o mas. Mas preferiblemente, los aminoacidos manipulados estan ubicados espacialmente separados
entre si mediante un intervalo de al menos 5, 10, 15, 20 o 25 posiciones de aminoacidos 0 mas.

En ciertas realizaciones, la variante Fc confiere un cambio en al menos una funcién efectora impartida por una
region Fc que comprende dicho dominio Fc natural (p. ej., una mejora o reduccion en la capacidad de la region Fc
para unirse a receptores Fc (p. ej. FcyRl, FcyRIl, o FcyRIIl) o proteinas de complemento (p. €j., C1q), o para
desencadenar la citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), la fagocitosis o a citotoxicidad dependiente de
complemento (CDCC)). En otras realizaciones, la variante Fc proporciona un residuo cisteina manipulado

Los polipéptidos de la invencion pueden emplear variantes Fc reconocidas en la técnica que se conocen por impartir
un cambio (p. €j., una mejora o reduccién) en la funcién efectora y/o la union a FcR o FcRn. Especificamente, una
molécula de unién de la invencién puede incluir, por ejemplo, un cambio (p. €j., una sustitucién) en una o mas
posiciones de aminoacidos divulgadas en las Publicaciones PCT Internacionales WO88/07089A1, WO96/14339A1,
WO98/05787A1, WO98/23289A1, WO99/51642A1, WO099/58572A1, WOO00/09560A2, WOO00/32767A1,
WOO00/42072A2, WO02/44215A2, WO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2,
WO04/035752A2, WOO04/063351A2, WO04/074455A2, WOO04/099249A2, WOO05/040217A2, WO04/044859,
WO05/070963A1, WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2, y
WO06/085967A2; las publicaciones de patentes estadounidenses nums. US2007/0231329, US2007/0231329,
US2007/0237765, US2007/0237766, US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603, US20070286859,
US20080057056; o las patentes estadounidenses 5.648.260; 5.739.277; 5.834.250; 5.869.046; 6.096.871; 6.121.022;
6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124; 6.737.056; 6.821.505; 6.998.253; 7.083.784; y 7.317.091.

En una realizacién, el cambio especifico (p. €j., la sustitucion especifica de uno 0 mas aminoacidos descrita en la
técnica) se puede hacer en una o mas de las posiciones de aminoacidos descritas. En otra realizacion, se puede
hacer un cambio diferente en una o0 mas de las posiciones de aminoacidos descritas (p. €j., la sustitucion diferente
de una o més posiciones de aminoacidos descritas en la técnica).

En ciertas realizaciones, un polipéptido de la invencién comprende una sustitucion de aminoacido en un resto Fc que
altera las funciones efectoras independientes del antigeno del anticuerpo, en particular la semivida en circulacion del
anticuerpo.

Dichos polipéptidos exhiben unién aumentada o reducida a FcRn cuando se comparan con los polipéptidos que
carecen de estas sustituciones y, por lo tanto, tienen una semivida en suero aumentada o reducida, respectivamente.
Se anticipa que las variantes Fc con afinidad mejorada para FcRn tengan semividas en suero mas extensas, y
dichas moléculas tienen aplicaciones Utiles en métodos para tratar mamiferos donde se desea la semivida extensa
del polipéptido administrado, p. ej., para tratar una enfermedad o trastorno crénico (véase, p. €j., las patentes
estadounidenses 7.348.004, 7.404.956 y 7.862.820). En cambio, se espera que las variantes Fc con afinidad de
unién a FcRn reducida tengan semividas mas cortas, y dichas moléculas son también Utiles, por ejemplo, para la
administracion a un mamifero donde un tiempo de circulacién reducido puede ser ventajoso, p. €j., para la
generacién de imagenes de diagnéstico in vivo o en situaciones donde el polipéptido de partida tiene efectos
secundarios toxicos cuando estad presente en la circulacién durante periodos prolongados. Las variantes Fc con
afinidad de unién por FcRn reducida tienen también menos probabilidad de cruzar la placenta y, por lo tanto, son
también Utiles en el tratamiento de enfermedades o transtorno en mujeres embarazadas. Ademas, otras aplicaciones
en las que la afinidad de union a FcRn reducida puede desearse incluyen aquellas aplicaciones en las que se desea
la localizacion en el cerebro, rindn e/o higado. En una realizacion ilustrativa, los polipéptidos de la invencién exhiben
transporte reducido a través del epitelio de glomérulos renales desde la vasculatura. En otra realizacion, los
polipéptidos de la invencion exhiben transporte reducido a través de la barrera hematoencefélica (BBB, por sus
siglas en inglés) desde el cerebro hacia el espacio vascular. En una realizacién, un polipéptido con unién a FcRn
alterada comprende al menos un resto Fc (p. ej., uno o dos restos Fc) que tiene una o mas sustituciones de
aminoacidos dentro del "bucle de unién a FcRn" de un resto Fc. El bucle de unién a FcRn estd comprendido por los
residuos aminoacidicos 280-299 (segun la numeracion UE) de un resto Fc de longitud completa natural. En otras
realizaciones, un polipéptido de la invencion que tiene afinidad de unién a FcRn alterada comprende al menos un
resto Fc (p. ej., uno o dos restos Fc) que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos dentro de la "zona de
contacto" con FcRn de 15 A. Segln se usa en la presente memoria, el término "zona de contacto" con FcRn de 15 A
incluye los residuos en las siguientes posiciones del resto Fc de longitud completa natural: 243-261, 275-280, 282-
293, 302-319, 336-348, 367, 369, 372-389, 391, 393, 408, 424, 425-440 (numeracién UE). En realizaciones
preferidas, un polipéptido de la invencién que tiene afinidad de unién a FcRn alterada comprende al menos un resto
Fc (p. €j., uno o dos restos Fc) que tiene una 0 mas sustituciones de aminoacidos en una posicién de aminoacido
correspondiente a una cualquiera de las siguientes posiciones UE: 256, 277-281, 283-288, 303-309, 313, 338, 342,
376, 381, 384, 385, 387, 434 (p. ej., N434A o N434K) y 438. Las sustituciones de aminoacidos ilustrativas que
alteraron la actividad de unién a FcRn se describen en la Publicacién PCT Internacional n.° WO05/047327.
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Un polipéptido de la invencién también puede comprender una sustitucion de aminoacido reconocida en la técnica
que altera la glicosilacion del polipéptido. Por ejemplo, la region scFc del polipéptido de union puede comprender un
resto Fc que tiene una mutacién que conduce a glicosilacion reducida (p. ej., glicosilacion enlazada a N u O) o puede
comprender una glicoforma alterada del resto Fc natural (p. €j., un glicano con bajo contenido de fucosa o sin
fucosa).

En otras realizaciones, un polipéptido de la invencion comprende al menos un resto Fc que tiene un residuo cisteina
manipulado o analogo de esto que esta ubicado en la superficie expuesta a disolvente. Preferiblemente, el residuo
cisteina manipulado o andlogo de esto no interfiere con una funcion efectora conferida por la regién scFc. Mas
preferiblemente, la alteracion no interfiere con la capacidad de la region scFc de unirse a receptores Fc (p. €j., FcyRI,
FcyRIl o FeyRlll) o proteinas de complemento (p. ej., C1q), o de desencadenar una funcién efectora inmunitaria (p.
ej., citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis o citotoxicidad dependiente de complemento
(CDCQ)).

En una realizacion, un polipéptido no procesado de la invencion puede comprender una regién Fc genéticamente
fusionada (es decir, regién scFc) que tiene dos o mas de sus restos Fc constituyentes seleccionados
independientemente de los restos Fc descritos en la presente memoria. En una realizacién, los restos Fc de una
region Fc dimérica son iguales. En otra realizacion, al menos dos de los restos Fc son diferentes. Por ejemplo, los
restos Fc de los polipéptidos de la invencién comprenden la misma cantidad de residuos aminoacidicos o pueden
diferir en longitud en uno o mas residuos aminoacidicos (p. €j., en aproximadamente 5 residuos aminoacidicos (p. €;j.,
1, 2, 38, 4 o 5 residuos aminoacidicos), aproximadamente 10 residuos, aproximadamente 15 residuos,
aproximadamente 20 residuos, aproximadamente 30 residuos, aproximadamente 40 residuos o aproximadamente
50 residuos). En aun otras realizaciones, los restos Fc de los polipéptidos de la invencién pueden diferir en
secuencia en una o mas posiciones de aminoacidos. Por ejemplo, al menos dos de los restos Fc pueden diferir en
aproximadamente 5 posiciones de aminoacidos (p. €j., 1, 2, 3, 4 o 5 posiciones de aminoacidos), aproximadamente
10 posiciones, aproximadamente 15 posiciones, aproximadamente 20 posiciones, aproximadamente 30 posiciones,
aproximadamente 40 posiciones o0 aproximadamente 50 posiciones).

B. Enlazadores polipeptidicos

Las construcciones genéticas de la presente invencion codifican polipéptidos que comprenden dos o mas dominios o
restos Fc enlazados a través de un enlazador cscFc para formar una region Fc comprendida en una cadena
polipeptidica simple. El enlazador cscFc esta flanqueado por dos sitios de escisidn enzimatica, p. €j., sitios para el
procesamiento mediante una enzima intracelular. La escision del polipéptido en el al menos un sitio de escisién
enzimatica resulta en un polipéptido que comprende al menos dos cadenas polipeptidicas. Estos enlazadores se
denominan en la presente memoria "enlazadores cscFc" y el enlazador cscFc se intercala entre los dos restos Fc de
un polipéptido que lo comprende. Si el enlazador cscFc conecta dos restos Fc de manera contigua en la secuencia
polipeptidica lineal, se trata de un enlace "directo". En cambio, los enlazadores cscFc pueden enlazar el primer resto
Fc con un resto de unién que, a su vez, se enlaza con el segundo resto Fc y forma, de esta manera, un enlace
indirecto.

Segln se establecid anteriormente, se pueden usar opcionalmente otros enlazadores polipeptidicos en una
construccion de la invencion, p. ej., para conectar un resto biolégicamente activo con un resto Fc. Estos enlazadores
polipeptidicos se denominan en la presente espaciadores. Algunas ubicaciones ilustrativas de espaciadores que se
pueden usar en conexién con la invencion incluyen, p. ej., polipéptidos que comprenden aminoacidos GlySer tales
como los establecidos en las figuras adjuntas y descritos en mas detalle a continuacién.

En una realizacién, el enlazador polipeptidico es sintético, es decir, de origen no natural. En una realizacion, un
enlazador polipeptidico incluye péptidos (o polipéptidos) (que pueden ser o no de origen natural) que comprenden
una secuencia de aminodacidos que enlaza o fusiona genéticamente una primera secuencia de aminoacidos lineal
con una segunda secuencia de aminoacidos lineal con la cuales no esta naturalmente enlazada ni fusionada
genéticamente en la naturaleza. Por ejemplo, en una realizacion, el enlazador polipeptidico puede comprender
polipéptidos de origen no natural que son formas modificadas de polipéptidos de origen natural (p. ej., que
comprenden una mutacion tal como una adicién, sustitucion o eliminacion). En otra realizacion, el enlazador
polipeptidico puede comprender aminoacidos de origen no natural. En otra realizacion, el enlazador polipeptidico
puede comprender aminoacidos de origen natural que estdn en una secuencia lineal que no se encuentra en la
naturaleza. En aun otra realizacion, el enlazador polipeptidico puede comprender una secuencia polipeptidica de
origen natural.

En ciertas realizaciones, un enlazador polipeptidico se puede usar para fusionar restos Fc idénticos para formar, de
esta manera una regién scFc homomérica. En otras realizaciones, un enlazador polipeptidico se puede usar para
fusionar diferentes restos Fc (p. ej., un resto Fc natural y una variante de resto Fc) para formar, de esta manera, una
region scFc heteromérica.

En otra realizacion, un enlazador polipeptidico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. En una realizacién, un
enlazador cscFc comprende al menos una porcidén de una bisagra de inmunoglobulina y un enlazador gly-ser. Segun
se usa en la presente memoria, el término "enlazador gly-ser" se refiere a un péptido que consiste en los residuos
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glicina y serina. Un enlazador gly/ser ilustrativo comprende una secuencia de aminodcidos de la férmula (GlysSer)n
(SEQ ID NO: 4), en donde es un nimero entero positivo (p. €., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 0 10). Un enlazador gly/ser
preferido es (Gly4Ser)2(SEQ ID NO:29), (Gly4Ser)4(SEQ ID NO:6) o (Gly4Ser)s. (SEQ ID NO: 5) Otro enlazador gly-
ser ilustrativo es GGGSSGGGSG (SEQ ID NO: 30). En ciertas realizaciones, dicho enlazador gly-ser se puede
insertar entre otras dos secuencias del enlazador polipeptidico (p. €j., cualquiera de las secuencias del enlazador
polipeptidico descritas en la presente memoria). En otras realizaciones, un enlazador gly-ser se acopla en uno o
ambos extremos de otra secuencia del enlazador polipeptidico (p. ej., cualquiera de las secuencias del enlazador
polipeptidico descritas en la presente memoria). En adn otras realizaciones, dos o mas enlazador gly-ser se
incorporan en serie en un enlazador polipeptidico. En una realizacion, un enlazador polipeptidico de la invencion
comprende al menos una porcion de una regién bisagra superior (p. €j., derivada de una molécula IgG1, IgG2, 1gG3
o IgG4), al menos una porcién de una regiéon bisagra media (p. €j., derivada de una molécula IgG1, IgG2, IgG3 o
IgG4) y una serie de residuos aminoacidicos gly/ser (p. €j., un enlazador gly/ser tal como (GlysSer)n) (SEQ ID NO:4)).

Los enlazadores polipeptidicos de la invencidn tienen al menos un aminoacido de longitud y pueden tener longitudes
variables. En una realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencién tiene de aproximadamente 1 a
aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. Segun se usa en este contexto, el término "aproximadamente" indica
+/- dos residuos aminoacidicos. Dado que la longitud del enlazador debe ser un nimero entero positivo, la longitud
de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 amino&cidos de longitud, significa una longitud de 1-3 a 48-52
aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencion tiene de aproximadamente
10-20 aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencion tiene de
aproximadamente 15 a aproximadamente 50 aminodcidos de longitud. En otra realizacién, un enlazador
polipeptidico de la invencién tiene de aproximadamente 20 a aproximadamente 45 aminoacidos de longitud. En otra
realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencién tiene de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 o
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 aminodcidos de longitud. En otra realizacién, un enlazador
polipeptidico de la invencion tiene de aproximadamente 1, 2, 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50 o 60 aminoacidos de longitud.

En una realizacién, un enlazador polipeptidico de la invencién tiene 20 o 30 amino&cidos de longitud.

Los enlazadores polipeptidicos se pueden introducir en secuencias polipeptidicas usando técnicas conocidas en la
técnica. Las modificaciones se pueden confirmar mediante analisis de secuencia de ADN.

El ADN plasmidico se puede usar para transformar células hospedantes para la produccién estable de los
polipéptidos producidos.

C. Sitios de escision enzimatica

En una instancia, uno o mas sitio(s) de escision enzimatica flanquea(n), es decir, esta(n) adyacente a (antes o
después de) un enlazador cscFc (L) de un polipéptido no procesado de la descripcién que forma(n) un enlazador
scFc escindible. En una realizacién de una construccién que codifica un polipéptido de la invencion, un sitio de
escision se fusiona en ambos extremos de un enlazador cscFc (L). Por ejemplo, en una realizacion, el polipéptido se
representa mediante la formula:

A-F1-P1- L-P2-B-F2 ()

en secuencia lineal desde el extremo aminico al carboxilico en donde A es un resto biolégicamente activo, F1 es un
primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escision enzimatica, L es un enlazador cscFc, P2 es un sitio de escision
enzimatica, B es un resto biolégicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" representa una union
peptidica. La férmula (I) comprende al menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos estan presentes,
pueden ser iguales o diferentes. La férmula (I) comprende P1 y P2, P1 y P2 pueden ser iguales o diferentes. La
formula () comprende al menos un F1y F2. F1 y F2, si ambos estan presentes, pueden ser iguales o diferentes. En
una realizacién, P1 y P2 estan ambos presentes y son reconocidos por la misma o por enzimas diferentes.

En una realizacion, uno o ambos sitios de escisién enzimatica son un sitio de procesamiento intracelular reconocido
por un miembro de la familia furina de enzimas, p. ej., furina, PC2, PC1/PC3, PC4, PACE4, PC5/PC6 y
LPC/PC7/PC8/SPC7. Los sitios de escisién ilustrativos para esta familia de enzimas incluyen una secuencia de
aminoacidos que comprende el motivo Arg-Xaa-Lys/Arg-Arg(SEQ ID NO:34). Se conocen otros sitios de escision en
la técnica.

En otra realizacion, un sitio de escision por Factor Xla o Xa se puede incorporar en una construccién de la invencion.
Los sitios de escision por FXla ilustrativos incluyen, p. ej., TQSFNDFTR y SVSQTSKLTR. Los sitios de escision por
trombina ilustrativos incluyen, p. ej.,, DFLAEGGGVR, TTKIKPR, LVPRG (SEQ ID NO:35) y una secuencia que
comprende o consiste en ALRPR (p. ej. ALRPRVVGGA).

En una instancia, un enlazador scFc se escinde en un sitio (p. €j., cuando P1 esta presente). En una realizacién, un
enlazador scFc se escinde en dos sitios (p. €j., cuando P1 y P2 estan presentes). En una realizacién, alguna porcién
del enlazador puede permanecer después de la escision en el al menos un sitio de escision enzimatica. Para
minimizar la presencia de secuencias de aminoacidos extranas, se pueden incluir dos sitios de escisién en un
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polipéptido de la invencion. En algunas realizaciones, todo o sustancialmente todo el enlazador se extirpa, mientras
que, en algunas realizaciones, una porcién del sitio de escision puede permanecer, p. €j., cuatro argininas del sitio
de escisién RRRR.

D. Restos biolégicamente activos

Los polipéptidos de la invencion comprenden al menos un resto biolégicamente activo. Dicho resto puede ser
biolégicamente activo como una cadena simple, o puede necesitar la asociacion con otra cadena polipeptidica (p. €;.,
mediante dimerizacion), o puede necesitar escindirse enzimaticamente para impartir actividad biolégica.

Los polipéptidos de la invencion pueden comprender solo un resto bioldgicamente activo (que crea una molécula
que es monovalente con respecto al resto biolégicamente activo, pero que es multimérica (p. ej., dimérica) con
respecto a la cantidad de cadenas polipeptidicas presente después del procesamiento o escision). Los ejemplos de
dichas moléculas se muestran en el documento US 7404956.

En una realizacion, un resto biolégicamente activo esta enlazado funcionalmente (p. ej., a través de un enlazador
polipeptidico) o directamente mediante una union peptidica con el extremo C y/o el extremo N de un resto Fc. En
ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invencién pueden comprender dos 0 mas restos biolégicamente activos.
En una realizacion, los restos biolégicamente activos son idénticos. En otra realizacion, los restos biolégicamente
activos son diferentes o son cada uno subunidades o cadenas separadas de una molécula funcional.

En ciertos aspectos, un polipéptido de la invencién comprende mas de un resto bioldgicamente activa y es
multivalente, es decir, tiene al menos un resto biolégicamente activo que tiene una primera actividad biolégica y al
menos un segundo resto biolégicamente activo que tiene una segunda actividad biolégica. En ciertas realizaciones,
al menos un resto biolégicamente activo de la invencidén es una regiéon de unién a antigeno de un anticuerpo o un
fragmento de unién a antigeno de este (p. €j., un anticuerpo o fragmento de unién a antigeno descrito supra).

En otras realizaciones, dos 0 mas restos biolégicamente activos iguales o diferentes estan enlazados entre si (p. €j.,
a través de un enlazador polipeptidico) en serie, y la matriz en tdndem de restos bioldgicamente activos esta
enlazada funcionalmente (p. €j., conjugada quimicamente o fusionada genéticamente (p. ¢j., directamente o a través
de un enlazador polipeptidico)) con el extremo C o el exiremo N de una regiéon Fc simple genéticamente fusionada
(es decir, una region scFc simple) o una matriz en tandem de regiones Fc genéticamente fusionadas (es decir,
regiones scFc en tandem). En otras realizaciones, la matriz en tandem de restos biolégicamente activos esta
enlazada funcionalmente con el extremo C y el extremo N de una regién Fc simple genéticamente fusionada o una
matriz en tandem de regiones Fc genéticamente fusionadas.

En una realizacién, un polipéptido de la invencién comprende al menos uno de un resto biolégicamente activo que
es un sitio de unién a antigeno (p. ej., un sitio de unién a antigeno de un anticuerpo, variante de anticuerpo o
fragmento de anticuerpo), una porcién de union a receptor de un ligando, 0 una porcién de union a ligando de un
receptor.

En una realizacion, el resto bioldgicamente activo modula la activacion o inhibiciéon celular (p. e€j., al unirse a un
receptor de superficie celular y resultar en la transmisién de una sefial de activacién o inhibicién). En una realizacion,
el resto bioldgicamente activo es capaz de iniciar la transduccién de una sefial que resulta en la muerte de la célula
(p. €j., mediante una via inducida por sefal celular, mediante fijacién de complemento o exposicion a un carga eficaz
(p. €j., una carga eficaz toxica) presente en la molécula de unién), o que modula una enfermedad o trastorno en un
sujeto (p. €j., al mediar o promover la destruccién celular, al promover la lisis de un coagulo de fibrina o promover la
formacion del coagulo, o al modular la cantidad de una sustancia que esta biodisponible (p. €j., al potenciar o reducir
la cantidad de un ligando tal como TNFa en el sujeto)). En otra realizacion, los polipéptidos de la invencion tienen al
menos un sitio de unién especifico para un antigeno dirigido a la reduccién o eliminacion, p. ej., un antigeno de
superficie celular o un antigeno soluble, junto con al menos una region Fc genéticamente fusionada (es decir, una
region scFc).

En otra realizacién, la union de un resto biolégicamente activo de la invencion con una molécula diana (p. €j.,
antigeno) resulta en la reduccion o eliminacion de la molécula diana o una célula que expresa la molécula diana, p.
/., desde un tejido o desde la circulacion. En otra realizacién, el resto bioldgicamente activo tiene al menos un sitio
de unién especifico para una molécula diana que se puede usar para detectar la presencia de la molécula diana (p.
ef., para detectar un contaminante o diagnosticar una afeccién o trastorno). Los restos biolégicamente activos se
describen adicionalmente mas adelante.

i Porciones de union a antigeno

En ciertas realizaciones, un polipéptido de la invencion comprende al menos un resto biolégicamente activo que es
un sitio de unién, p. ej., una porcién de unién a antigeno de un anticuerpo.

En otras realizaciones, un sitio de unién de un polipéptido de la invencion puede comprender una porcién de unién a
antigeno de un anticuerpo. El término "porcidén de unién a antigeno" se refiere a un fragmento polipeptidico de una
inmunoglobulina, anticuerpo o variante de anticuerpo que se une al antigeno o compite con el anticuerpo intacto (es
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decir, con el anticuerpo intacto del cual deriva) por la unién al antigeno (es decir, unidén especifica). Por ejemplo,
dichas porciones de uni6on a antigeno se pueden derivar de cualesquiera de los anticuerpos o variantes de
anticuerpo conocidas en la técnica. Las porciones de unién a antigeno se pueden producir mediante métodos
recombinantes o bioquimicos que se conocen en la técnica. Los fragmentos de unién a antigeno ilustrativos incluyen
regiones VH y VL, Fv, Fab, Fab', y (Fab')..

En realizaciones ilustrativas, una construccion genética que codifica un polipéptido de la invencién comprende una
secuencia nucleotidica que codifica al menos un fragmento de unién a antigeno que esta enlazado funcionalmente
(p. €j., conjugado quimicamente o fusionado genéticamente (p. ej., directamente fusionado o fusionado a través de
un enlazador polipeptidico)) con el extremo C y/o el extremo N de una region Fc genéticamente fusionada (es decir,
una region scFc). En una realizacion ilustrativa, un polipéptido inmaduro de la invencion comprende un fragmento de
unién a antigeno (p. gj., un Fab) que esta enlazado funcionalmente con el extremo N (o extremo C) de al menos una
region Fc fusionada genéticamente a través de un dominio bisagra o porcién de este (p. €j., una bisagra IgG1 o
porcién de esta, p. €j., una bisagra IgG1 humana). Una porcién de dominio bisagra ilustrativa comprende la
secuencia DKTHTCPPCPAPELLGG(SEQ ID NO: 28).

En otras realizaciones, un resto biolégicamente activo de la invenciéon puede comprender un sitio de union de una
molécula de unién de cadena simple (p. €j., una regién variable de cadena simple o scFv). Las técnicas descritas
para la produccién de anticuerpos de cadena simple (la patente estadounidense n.° 4.694.778; Bird, Science
242:423-442 (1988); Huston et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:5879-5883 (1988); y Ward et al., Nature 334:544-
554 (1989)) se pueden adaptar para producir moléculas de cadena simple. Los anticuerpos de cadena simple se
forman al enlazar los fragmentos de cadena pesada y ligera de la region Fv a través de un puente de aminodacidos,
que resulta en un anticuerpo de cadena simple. También se pueden usar las técnicas para el ensamblaje de
fragmentos Fv funcionales en E. coli (Skerra et al., Science 242:1038-1041 (1988)).

Las secuencias de region variable de cadena simple comprenden un polipéptido simple que tiene uno o mas sitios
de unién a antigeno, p. €j., un dominio V. enlazado mediante un enlazador flexible a un dominio V. Los dominios VL
y/o VH pueden derivar de cualesquiera de los anticuerpos o variantes de anticuerpo descritos supra. Las moléculas
scFv se pueden construir en un sentido Vu-enlazador-Vi o0 en un sentido Vi -enlazador-Vu. El enlazador flexible que
enlaza los dominios VL y V4 que componen el sitio de unidon a antigeno preferiblemente comprende de
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 residuos aminoacidicos. En una realizacion, el enlazador polipeptidico
es un enlazador polipeptidico gly-ser. Un enlazador polipeptidico gly/ser ilustrativo tiene la férmula (Gly4Ser)n, en
donde n es un numero entero positivo (p. €j., 1, 2, 3, 4, 5 0 6). Se conocen otros enlazadores polipeptidicos en la
técnica. Los anticuerpos que tienen secuencias de regién variable de cadena simple (p. €j., anticuerpos Fv de
cadena simple) y los métodos para producir dichos anticuerpos de cadena simple se conocen en la técnica (véase, p.
ej., Ho et al. 1989. Gene 77:51; Bird et al. 1988 Science 242:423; Pantoliano et al. 1991. Biochemistry 30:10117;
Milenic et al. 1991. Cancer Research 51:6363; Takkinen et al. 1991. Protein Engineering 4:837).

En ciertas realizaciones, una molécula scFv empleada en un polipéptido de la invencion es una molécula scFv
estabilizada. En una realizacion, la molécula cFv estabilizada puede comprender un enlazador scFv intercalado
entre un dominio Vy y un dominio Vi, en donde los dominios Vy y Vi estédn enlazados mediante una unién disulfuro
entre un aminoacido en el Vy y un aminoacido en el dominio V.. En oftras realizaciones, la molécula scFv
estabilizada puede comprender un enlazador scFv que tiene una longitud o composicién optimizada. En adn otras
realizaciones, la molécula scFv estabilizada puede comprender un dominio V4 o VL que tiene al menos una(s)
sustitucion(es) de aminoé&cidos estabilizante(s). En adn otra realizacién, una molécula scFv estabilizada puede tener
al menos dos de las caracteristicas estabilizantes indicadas anteriormente.

Las moléculas scFv estabilizadas tienen estabilidad proteica mejorada o imparten estabilidad proteica mejorada al
polipéptido al cual se enlazan funcionalmente. Los enlazadores scFv preferidos de la invencion mejoran la
estabilidad térmica de un polipéptido de la invencién en al menos aproximadamente 2 °C o 3 °C en comparacion con
un polipéptido convencional. Se pueden hacer comparaciones, por ejemplo, entre las moléculas scFv de la invencion.
En ciertas realizaciones preferidas, la molécula scFv estabilizada comprende un enlazador scFv (Gly4Ser)s y una
unién disulfuro que enlaza el aminoacido 44 de V4 y el aminoacido 100 de V.. Otras moléculas scFv estabilizadas
ilustrativas que se pueden emplear en los polipéptidos de la invencion se describen en la Solicitud provisional de
patente estadounidense n.° 60/873.996, presentada el 8 de diciembre de 2006 o la solicitud de patente
estadounidense n.° 11/725.970, presentada el 19 de marzo de 2007.

En ciertas realizaciones ilustrativas, los polipéptidos de la invencién comprenden al menos una molécula scFv que
esta funcionalmente enlazada (p. ej., quimicamente conjugada o genéticamente fusionada (p. ej., directamente
fusionada o fusionada a través de un enlazador polipeptidico) con el extremo C y/o el extremo N de una region Fc
genéticamente fusionada (es decir, una region scFc). En una realizacion ilustrativa, un polipéptido de la invencién
comprende al menos una molécula scFv (p. €j., una o mas moléculas scFv estabilizadas) que estan enlazadas
funcionalmente con el extremo N (o el extremo C) de al menos una regién Fc genéticamente fusionada a través de
un enlazador gly/ser.
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Los polipéptidos de la invencién pueden comprender una regién variable o porcidon de esta (p. gj., un dominio VL y/o
VH) derivada de un anticuerpo mediante el uso de protocolos reconocidos en la técnica o que se pueden obtener a
partir de un anticuerpo reconocido en la técnica mediante el uso de técnicas de biologia molecular estandares.

Los expertos en la técnica también apreciaran que el ADN que codifica los dominios variables del anticuerpo
también se puede derivar de bibliotecas de anticuerpos expresadas en fagos, levadura o bacterias usando métodos
conocidos en la técnica. Los métodos ilustrativos se establecen, por ejemplo, en EP 368 684 B1; la patente
estadounidense n.° 5.969.108; Hoogenboom et al., (2000) Immunol. Today 21:371; Nagy et al. (2002) Nat. Med.
8:801; Huie et al. (2001), PNAS, 98:2682; Lui et al. (2002), J. Mol. Biol. 315:1063. Diversas publicaciones (p. €j.,
Marks et al. (1992), Bio/Technology 10:779-783) han descrito la produccién de anticuerpos humanos con alta
afinidad mediante transposicién de cadena, asi como infeccion combinatoria y recombinacién in vivo como una
estrategia para construir grandes bibliotecas de fagos. En otra realizacion, se puede usar la visualizacion ribosémica
para reemplazar al bacteriéfago como la plataforma de visualizacion (véase, p. €j., Hanes, et al. (1998), PNAS
95:14130; Hanes and Pluckthun. (1999), Curr. Top. Microbiol. Immunol. 243:107; He y Taussig. (1997), Nuc. Acids
Res., 25:5132; Hanes et al. (2000), Nat. Biotechnol. 18:1287; Wilson et al. (2001), PNAS, 98:3750; o Irving et al.
(2001) J. Immunol. Methods 248:31).

Ademas, las secuencias de region variable Utiles para producir los restos biolégicamente activos de la presente
invencion se pueden obtener de varias fuentes diferentes. Por ejemplo, segun se describié anteriormente, una
variedad de secuencias génicas humanas esta disponible en forma de depdsitos de acceso al publico. Muchas
secuencias de anticuerpos y genes que codifican anticuerpos se han publicado y se pueden sintetizar quimicamente
secuencias de region variable adecuadas (p. €j., secuencias VL y VH) a partir de estas secuencias usando técnicas
reconocidas en la técnica.

Ademas, un resto biolégicamente activo de la invencién puede comprender un dominio variable o CDR derivado de
un anticuerpo completamente murino, completamente humano, quimérico, humanizado, desinmunizado, de primate
no humano o primatizado.

Los anticuerpos ilustrativos de los cuales se pueden derivar sitios de uniéon para su uso en las moléculas de la
invencion se conocen en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos aprobados actualmente por la FDA (Administracion
de alimentos y farmacos estadounidense) se pueden usar para derivar sitios de union.

En una realizacion, un polipéptido de la invencion se une a una molécula que es Util para tratar el cancer.

En adn otras realizaciones, un resto biolégicamente activo de la invencion se une a una molécula que es Util para
tratar una enfermedad o trastorno autoinmunitario o inflamatorio.

Por ejemplo, un polipéptido puede unirse a un antigeno presente en una célula inmunitaria (p. ej., un linfocito B o T)
0 un autoantigeno responsable de una enfermedad o trastorno autoinmunitario. El antigeno asociado con un
trastorno autoinmunitario o inflamatorio puede ser un antigeno asociado a un tumor descrito supra. Por lo tanto, un
antigeno asociado a un tumor también puede ser un trastorno autoinmunitario o inflamatorio asociado. Segun se usa
en la presente memoria, el término "enfermedad o trastorno autoinmunitario” se refiere a trastornos o afecciones en
un sujeto en donde el sistema inmunitario ataca a las propias células del cuerpo, provocando la destruccion del
tejido. Las enfermedades autoinmunitarias incluyen enfermedades autoinmunitarias generales, es decir, en las que
la reaccién autoinmunitaria se produce simultdneamente en varios tejidos, o enfermedades autoinmunitarias
especificas de un dérgano, es decir, en las que la reaccion autoinmunitaria se dirige a un Unico érgano. Los ejemplos
de enfermedades autoinmunitarias que se pueden diagnosticar, prevenir o tratar mediante los métodos y
composiciones de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, enfermedad de Crohn, enfermedad intestinal
inflamatoria (IBD, por sus siglas en inglés); lupus eritematoso sistémico; colitis ulcerosa; artritis reumatoide;
sindrome de Goodpasture; enfermedad de Grave; tiroiditis de Hashimoto; pénfigo vulgar; miastenia grave;
esclerodermia; anemia hemolitica autoinmunitaria; purpura trombocitopénica autoinmunitaria; polimiositis y
dermatomiositis; anemia perniciosa; sindrome de Sjégren; espondilitis anquilosante; vasculitis; diabetes mellitus tipo
I; trastornos neurolégicos, esclerosis mudltiple y enfermedades secundarias causadas como resultado de
enfermedades autoinmunitarias.

En otras realizaciones, un resto biolégicamente activo de la invencién que se une a una molécula diana asociada
con una enfermedad o trastorno inflamatorio. Segun se usa en la presente memoria, el término "enfermedad o
trastorno inflamatorio” incluye enfermedades o trastornos que son causados, al menos en parte, o exacerbados por
la inflamacion, p. ej., flujo sanguineo aumentado, edema, activaciéon de células inmunitarias (p. ej., proliferacion,
produccion de citocina o fagocitosis potenciada). Por ejemplo, un polipéptido de la invencidén puede unirse a un
factor inflamatorio (p. €j., una metaloproteinasa de matriz (MMP, por sus siglas en inglés), TNFa, una interleucina,
una proteina plasmatica, una citocina, un metabolito lipidico, una proteasa, un radical toéxico, una proteina
mitocondrial, una proteina apoptoética, una molécula de adhesion, efc.) que participa o esta presente en un area en
cantidades aberrantes, p. ej., en cantidades que puede ser ventajoso alterar, p. €j., para beneficiar al sujeto. El
proceso inflamatorio es la respuesta del tejido vivo al dafo. La causa de la inflamacién puede deberse a dario fisico,
sustancias quimicas, microorganismos, necrosis de tejido, cancer u otros agentes. La inflamacién aguda es de corta

26



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2739503 T3

duracién, p. ej., dura apenas pocos dias. Sin embargo, si es de larga duracién, puede denominarse inflamacion
crénica.

Los trastornos inflamatorios incluyen trastornos inflamatorios agudos, trastornos inflamatorios crénicos y trastornos
inflamatorios recurrentes. Los trastornos inflamatorios agudos son generalmente de duracion relativamente corta, y
duran de aproximadamente unos pocos minutos a aproximadamente uno a dos dias, aunque pueden durar varias
semanas. Las principales caracteristicas de los trastornos inflamatorios agudos incluyen el flujo sanguineo
aumentado, la exudacion de fluido y proteinas plasmaticas (edema) y la emigracién de leucocitos, tales como
neutrdfilos. Los trastornos inflamatorios crénicos, generalmente, son de larga duracion, p. ej., semanas a meses a
anos o incluso méas y se asocian histolégicamente con la presencia de linfocitos y macréfagos y con la proliferacion
de vasos sanguineos y tejido conjuntivo. Los trastornos inflamatorios recurrentes incluyen trastornos que vuelven a
aparecer después de un periodo de tiempo o que tienen episodios periédicos. Los ejemplos de trastornos
inflamatorios recurrentes incluyen asma y esclerosis multiple. Algunos trastornos pueden entrar dentro de una 0 mas
categorias. Los trastornos inflamatorios estan caracterizados generalmente por calor, enrojecimiento, hinchazon,
dolor y pérdida de funcién. Los ejemplos de causas de trastornos inflamatorios incluyen, pero no se limitan a,
infecciones microbianas (p. ej., infecciones bacterianas, viricas y fungicas), agentes fisicos (p. €j., quemaduras,
radiacién y traumatismo), agentes quimicos (p. ef., toxinas y sustancias causticas), necrosis de tejido y diversos tipos
de reacciones inmunoldgicas. Los ejemplos de trastornos inflamatorios incluyen, pero no se limitan a, osteoartritis,
artritis reumatoide, infecciones agudas y crénicas (bacterianas, viricas y fungicas); bronquitis aguda y crénica,
sinusitis, y otras infecciones respiratorias, incluido el resfriado comun; gastroenteritis y colitis aguda y crénica; cistitis
y uretritis aguda y crénica; sindrome de dificultad respiratoria agudo; fibrosis quistica; dermatitis aguda y crénica;
conjuntivitis aguda y cronica; serositis aguda y crénica (pericarditis, peritonitis, sinovitis, pleuritis y tendinitis);
pericarditis urémica; colecistis aguda y crénica; vaginitis aguada y croénica; uveitis aguda y crénica; reacciones a
farmacos; y quemaduras (térmicas, quimicas y eléctricas).

En adn otras realizaciones, un resto biol6gicamente activo de la invencion se une a una molécula que es util para
tratar una enfermedad o trastorno neurolégico. Por ejemplo, un polipéptido puede unirse a un antigeno presente en
una célula neural (p. €., una neurona, una célula glial, o una). En ciertas realizaciones, el antigeno asociado con un
trastorno neurolégico puede ser un trastorno autoinmunitario o inflamatorio descrito supra. Segun se usa en la
presente memoria, el término "enfermedad o trastorno neurolégico" incluye trastornos o afecciones en un sujeto en
donde el sistema nervioso se degenera (p. €j., trastornos neurodegenerativos, asi como trastornos donde el sistema
nervioso no se desarrolla adecuadamente o no se regenera después de una lesién, p. ej., lesion de la médula
espinal. Los ejemplos de trastornos neurolégicos que se pueden diagnosticar, prevenir o tratar mediante los métodos
y composiciones de la presente invencion incluyen, pero no se limitan a, esclerosis miltiple, enfermedad de
Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor neuropatico, lesion cerebral traumatica,
sindrome de Guillain-Barre y polineuropatia desmielinizante inflamatoria crénica (CIDP, por sus siglas en inglés).

En otros aspectos, los restos biolégicamente activos de la invencién pueden comprender sitios de unioén a antigeno,
0 porciones de estos, derivados de formas modificadas de anticuerpos. Los ejemplos de dichas formas incluyen, p.
ej., minicuerpos, diacuerpos, triacuerpos, nanocuerpos, camélidos, Dabs, anticuerpos tetravalentes, intradiacuerpos
(p- €j., Jendreyko et al. 2003. J. Biol. Chem. 278:47813), proteinas de fusion (p. ej., proteinas de fusion de
anticuerpo citocina, proteinas fusionadas con al menos una porcion de un receptor Fc) y anticuerpos especificos.
Otros anticuerpos modificados se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 4.745.055; EP 256.654;
Faulkner et al., Nature 298:286 (1982); EP 120.694; EP 125.023; Morrison, J. Immun. 123:793 (1979); Kohler et al.,
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 77:2197 (1980); Raso et al., Cancer Res. 41:2073 (1981); Morrison et al., Ann. Rev.
Immunol. 2:239 (1984); Morrison, Science 229:1202 (1985); Morrison et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 81:6851
(1984); EP 255.694; EP 266.663; y WO 88/03559. También se conocen cadenas de inmunoglobulina reordenadas.
Véase, por ejemplo, la patente estadounidense n.° 4.444.878; WO 88/03565; y EP 68.763 y las referencias
mencionadas en ellas.

En otra realizacion, un resto biolégicamente activo de la invencién comprende un sitio o regién de unién a antigeno
que es un diacuerpo o un sitio de uniéon a antigeno derivado de este. Los diacuerpos son moléculas diméricas,
tetravalentes que tienen cada una un polipéptido similar a las moléculas scFv, pero que normalmente tienen un
enlazador de residuos aminoacidicos corto (p. €j., menos de 10 y preferiblemente 1-5) que conecta ambos dominios
variables, de manera que los dominios V. y V4 en la misma cadena polipeptidica no puedan interactuar. En cambio,
el dominio V. y Vy de una cadena polipeptidica interactia con el dominio Vi y Vi (respectivamente) en una segunda
cadena polipeptidica (véase, por ejemplo, WO 02/02781). En una realizaciéon, un polipéptido inmaduro de la
invencion comprende un diacuerpo que esta enlazado funcionalmente con el extremo N y/o el extremo C de al
menos una regién Fc fusionada genéticamente (es decir, una region scFc).

En ciertas realizaciones, un resto biolégicamente activo de la invencion comprende una molécula de union de
dominio simple (p. ej., un anticuerpo de dominio simple) enlazada con un scFc. Las moléculas de dominio simple
ilustrativas incluyen un dominio variable de cadena pesada aislado (VH) de un anticuerpo, es decir, un dominio
variable de cadena pesada sin el dominio variable de cadena ligera y un dominio variable de cadena ligera aislado
(VL) de un anticuerpo, es decir, un dominio variable de cadena ligera sin un dominio variable de cadena pesada. Los
anticuerpos de dominio simple ilustrativos empleados en las moléculas de la invencion incluyen, por ejemplo, el
dominio variable de cadena pesada de camélido (aproximadamente 118 a 136 residuos aminoacidicos) segun se
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describe en Hamers-Casterman, et al., Nature 363:446-448 (1993), y Dumoulin, et al., Protein Science 11:500-515
(2002). Otros anticuerpos de dominio simple ilustrativos incluyen los dominios VH o VL simples, también conocidos
como Dabs® (Domantis Ltd., Cambridge, RU). Otros anticuerpos de dominio simple incluyen anticuerpos de tiburén
(p. €j., Ig-NAR de tiburdn). Los Ig-NAR de tiburén comprenden un homodimero de un dominio variable (V-NAR) y
cinco dominios constantes similares a C (C-NAR), en donde la diversidad se concentra en una region CDR3
alargada que varia de 5 a 23 residuos de longitud. En las especies de camélidos (p. €j., llamas), la regién variable de
cadena pesada, denominada VHH, forma el dominio de unién a antigeno completo. Las principales diferencias entre
las regiones variables VHH de camélidos y las derivadas de anticuerpos convencionales (VH) incluyen (a)
aminoacidos mas hidréfobos en la superficie de contacto por cadena ligera de VH en comparacion con la region
correspondiente en VHH, (b) una CDR3 mas larga en VHH, y (c) la aparicién frecuente de una union disulfuro entre
CDR1 y CDR3 en VHH. Los métodos para producir moléculas de dominio simple se describen en las patentes
estadounidenses nums. 6.005.079 y 6.765.087. Los anticuerpos de dominio simple ilustrativos que comprenden
dominios VHH incluyen Nanobodies® (Ablynx NV, Gante, Bélgica).

En una realizacion, el resto biolégicamente activo comprende una porcién de unién a antigeno de un anticuerpo que
se une a un miembro de la familia de receptores de TNF. Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de varios
miembros de la familia de receptores de TNF se conocen en la técnica e incluyen al menos 29 genes humanos:
TNFRSF1A (TNFR1, también conocido como DR1, CD120a, TNF-R-l p55, TNF-R, TNFRI, TNFAR, TNF-R55,
p55TNFR, p55R o TNFR60, n.° Gl de GenBank 4507575; véase también US 5.395.760)), TNFRSF1B (CD120b,
también conocido como p75, TNF-R, TNF-R-1I, TNFR80, TNFR2,TNF-R75, TNFBR o p75TNFR; n.° Gl de GenBank
4507577), TNFRSF3 (receptor beta de linfotoxina (LTBR), también conocido como TNFR2-RP, CD18, TNFR-RP,
TNFCR o TNF-R-IIl; nims. Gl 4505038 y 20072212), TNFRSF4 (OX40, también conocido como ACT35, TXGP1L o
antigeno CD134; nims. Gl 4507579 y 8926702), TNFRSF5 (CD40, también conocido como p50 o Bp50; nims. Gl
4507581 y 23312371), TNFRSF6 (FAS, también conocido como FAS-R, DcR-2, DR2, CD95, APO-1 o APT1; nims.
Gl de GenBank 4507583, 23510421, 23510423, 23510425, 23510427, 23510429, 23510431 y 23510434)),
TNFRSF6B (DcR3, DR3; nums. Gl de GenBank 4507569, 23200021, 23200023, 23200025, 23200027, 23200029,
23200031, 23200033, 23200035, 23200037 y 23200039), TNFRSF7 (CD27, también conocido como Tp55 o S152;
n.° Gl de GenBank 4507587), TNFRSF8 (CD30, también conocido como Ki-1 o D1S166E; nims. Gl de GenBank
4507589 y 23510437), TNFRSF9 (4-1-BB, también conocido como CD137 o ILA; nims. Gl 5730095 y 728738),
TNFRSF10A (TRAIL-R1, también conocido como DR4 o Apo2; n.° Gl de GenBank 21361086), TNFRSF10B (TRAIL-
R2, también conocido como DR5, KILLER, TRICK2A o TRICKB; nims. Gl de GenBank 22547116 y 22547119),
TNFRSF10C (TRAIL-R3, también conocido como DcR1, LIT o TRID; n.° Gl de GenBank 22547121), TNFRSF10D
(TRAIL-R4, también conocido como DcR2 o TRUNDD), TNFRSF11A (RANK; n.° Gl de GenBank 4507565; véanse
las patentes estadounidenses nums. 6.562.948; 6.537.763; 6.528.482; 6.479.635; 6.271.349; 6.017.729)),
TNFRSF11B (Osteoprotegerina (OPG), también conocida como OCIF o TR1; nums. Gl 38530116, 22547122 y
33878056), TNFRSF12 (proteina de membrana de asociacion con cadena de translocacion (TRAMP), también
conocida como DR3, WSL-1, LARD, WSL-LR, DDR3, TR3, APO-3, Fn14 o TWEAKR; n.° Gl de GenBank 7706186;
la publicacién de solicitud de patente estadounidense n.° 2004/0033225A1), TNFRSF12L (DR3L), TNFRSF13B
(TACI; n.° Gl 6912694), TNFRSF13C (BAFFR; n.° Gl 16445027), TNFRSF14 (mediador de ingreso del virus del
herpes (HVEM), también conocido como ATAR, TR2, LIGHTR o HVEA; nims. Gl de GenBank 23200041, 12803895,
y 3878821), TNFRSF16 (receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad (LNGFR), también conocido
como receptor de neurotrofina o p75(NTR); nims. Gl de GenBank 128156 y 4505393), TNFRSF17 (BCM, también
conocido como BCMA; n.° Gl 23238192), TNFRSF18 (AITR, también conocido como GITR; nims. Gl de GenBank
4759246, 23238194 y 23238197), TNFRSF19 (Troy/Trade, también conocido como TAJ; nums. Gl de GenBank
23238202 y 23238204), TNFRSF20 (RELT, también conocido como FLJ14993; nims. Gl 21361873 y 23238200),
TNFRSF21 (DR6), TNFRSF22 (SOBa, también conocido como Tnfrh2 o 2810028K06Rik), y TNFRSF23 (mSOB,
también conocido como Tnfrh1). Otros miembros de la familia de TNF incluyen EDAR1 (receptor a de ectodisplasina,
también conocido como Downless (DL), ED3, ED5, ED1R, EDAS3, EDA1R, EDA-A1R; n.° Gl de GenBank 11641231;
la patente estadounidense n.° 6.355.782), XEDAR (también conocido como EDA-A2R; n.° Gl de GenBank
11140823); y CD39 (nims. de Gl 2135580 y 765256).

ii. Moléculas de unién distintas de inmunoglobulina

En ciertas realizaciones distintas, un resto biol6gicamente activo de la invencion comprende uno o mas sitios de
unién derivados de una molécula de union distinta de inmunoglobulina. Segun se usa en la presente memoria, el
término "moléculas de unién distintas de inmunoglobulina” son moléculas de unién cuyos sitios de union
comprenden una porcién (p. €j., un céntigo o marco) que deriva de un polipéptido distinto de una inmunoglobulina,
pero que se puede manipular (p. ej., mutagenizar) para conferir una especificidad de union deseada.

Otros ejemplos de restos biolégicamente activos no derivados de moléculas de anticuerpo incluyen sitios de unién
de receptor y sitios de union de ligando que se describen en mas detalle infra.

Los restos biol6gicamente activos distintos de inmunoglobulina pueden comprender porciones de sitio de unién que
derivan de un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas que no es una inmunoglobulina (p. €j., un receptor de
linfocito T o una proteina de adhesion celular (p. ej., CTLA-4, N-CAM, telocina)). Dichas moléculas de union
comprenden una porcion de sitio de union que conserva la conformacion de un pliegue de inmunoglobulina y es
capaz de unirse especificamente a un epitopo de IGF1-R. En otras realizaciones, las moléculas de union distintas de
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inmunoglobulina de la invenciéon también comprenden un sitio de unién con una topologia de proteina que no se
base en el pliegue de inmunoglobulina (p. e€j., tal como las proteinas de repeticién de anquirina o fibronectinas), pero
que sin embargo son capaces de unirse especificamente a una diana (p. €j., un epitopo de IGF-1R).

Los restos bioldgicamente activos distintos de inmunoglobulina se pueden identificar mediante seleccién o
aislamiento de una variante de unién a diana a partir de una biblioteca de moléculas de unién que tienen sitios de
unién diversificados artificialmente. Las bibliotecas diversificadas se pueden generar usando estrategias
completamente aleatorias (p. €., PCR propensa a errores, transposicion de exones o evolucién dirigida) o mediante
el auxilio de estrategias de disefio reconocidas en la técnica. Por ejemplo, las posiciones de aminoacidos que
normalmente participan cuando el sitio de unién interactia con su molécula diana afin se pueden aleatorizar
mediante la insercion de codones, trinucledtidos, péptidos aleatorios o bucles enteros degenerados en las
posiciones correspondientes dentro del acido nucleico que codifica el sitio de unién (véase, p. €j., la publicacion
estadounidense n.° 20040132028). La ubicacion de las posiciones de aminoacidos se puede identificar mediante la
investigacion de la estructura de cristal del sitio de uniéon en complejo con la molécula diana. Las posiciones
candidatas para la aleatorizacion incluyen bucles, superficies planas, hélices y cavidades de union del sitio de unién.
En ciertas realizaciones, los aminoacidos dentro del sitio de unién que son probables candidatos para la
diversificacion se pueden identificar mediante su homologia con el pliegue de inmunoglobulina. Por ejemplo, los
residuos dentro de los bucles similares a CDR de fibronectina se pueden aleatorizar para generar una biblioteca de
moléculas de union a fibronectina (véase, p. €j., Koide et al., J. Mol. Biol., 284: 1141-1151 (1998)). Otras porciones
del sitio de unién que se pueden aleatorizar incluyen superficies planas. Después de la aleatorizacion, la biblioteca
diversificada a continuacién se puede someter a un procedimiento de seleccion o barrido para obtener moléculas de
unién con las caracteristicas de unidén deseadas, p. €j., union especifica a un epitopo de IGF-1R descrito supra. Por
ejemplo, la seleccién se puede lograr mediante métodos reconocidos en la técnica tales como visualizacion en fago,
visualizacion en levadura y visualizacion en ribosoma.

En una realizacion, un resto biol6gicamente activo deriva de una molécula de unién a fibronectina. Las moléculas de
unién a fibronectina (p. ej., moléculas que comprenden los dominios de fibronectina tipo I, Il o Ill) exhiben bucles
similares a CDR que, a diferencia de las inmunoglobulinas, no dependen de uniones disulfuro intracatenarias. Los
métodos para producir polipéptidos de fibronectina se describen, por ejemplo, en WO 01/64942 y en las patentes
estadounidenses nims. 6.673.901, 6.703.199, 7.078.490 y 7.119.171. En una realizacion ilustrativa, el polipéptido de
fibronectina es un AdNectin® (Adnexus Therpaeutics, Waltham, MA).

En otra realizacion, un resto biolégicamente activo de la invencion comprende un sitio de unién de un Affibody®
(Abcam, Cambridge, MA). Los Afficuerpos derivan de los dominios de unién de inmunoglobulina de la proteina A
estafilocécica (SPA, por sus siglas en inglés) (véase, p. gj., Nord et al., Nat. Biotechnol., 15: 772-777 (1997)). Los
sitios de unién Affibody empleados en la invencién se pueden sintetizar al mutagenizar una proteina relacionada con
SPA (p. ej., Proteina Z) derivada de un dominio de SPA (p. ej., el dominio B) y seleccionar los polipéptidos
relacionados con SPA mutantes que tienen afinidad de unién por un epitopo de IGF-1R. Otros métodos para
producir sitios de unién affibody se describen en las patentes estadounidenses 6.740.734 y 6.602.977 y en WO
00/63243.

En otra realizacién, un resto biolégicamente activo de la invencién comprende un sitio de uniéon de un Anticalin®
(Pieris AG, Friesing, Alemania). Las anticalinas (también conocidas como lipocalinas) son miembros de una familia
de proteinas de barril B diversas cuya funcién es unirse a moléculas diana en su region barril/bucle. Los sitios de
unién a lipocalina se pueden manipular para unirse a un epitopo de IGF-1R al aleatorizar las secuencias de bucle
que conectan las hebras del barril (véase, p. ej. Schlehuber et al., Drug Discov. Today, 10: 23-33 (2005); Beste et al.,
PNAS, 96: 1898-1903 (1999). Los sitios de unién a anticalina empleados en las moléculas de unién de la invencion
se pueden obtener a partir de los polipéptidos de la familia de lipocalinas que se mutan en cuatro segmentos que
corresponden a las posiciones de secuencia de la secuencia polipeptidica lineal que comprende las posiciones de
aminoacidos 28 a 45, 58 a 69, 86 a 99 y 114 a 129 de la proteina de union a bilina (BBP, por sus siglas en inglés) de
Pieris brassica. Otros métodos para producir sitios de union a anticalina se describen en W099/16873 y WO
05/019251.

En otra realizacion, un resto biol6gicamente activo de la invencion comprende un sitio de unién de un polipéptido rico
en cisteina. Los dominios ricos en cisteina empleados en la puesta en practica de la presente invencién tipicamente
no forman una estructura de hélice a, lamina B o barril . Tipicamente, las uniones disulfuro promueven el plegado
del dominio en una estructura tridimensional. Normalmente, los dominios ricos en cisteina tienen al menos dos
uniones disulfuro, mas tipicamente, al menos tres uniones disulfuro. Un polipéptido rico en cisteina ilustrativo es una
proteina de dominio A. Los dominios A (a veces llamados "repeticiones de tipo complemento") contienen
aproximadamente 30-50 o 30-65 aminoacidos. En algunas realizaciones, los dominios comprenden
aproximadamente 35-45 aminoacidos y en algunos casos aproximadamente 40 aminoacidos. Dentro de los 30-50
aminoacidos, existen aproximadamente 6 residuos cisteina. De las seis cisteinas, tipicamente se encuentran
uniones disulfuro entre las siguientes cisteinas: C1 y C3, C2 y C5, C4 y C6. El dominio A constituye un resto de
unién a ligando. Los residuos cisteina del dominio estan enlazados mediante disulfuro para formar un resto
compacto, estable, funcionalmente independiente. Las aglomeraciones de estas repeticiones componen un dominio
de unién a ligando y la aglomeracion diferencial puede impartir especificidad con respecto a la unién al ligando. Las
proteinas ilustrativas que contienen dominios A incluyen, p. ej., componentes de complemento (p. ej., C6, C7, C8,
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C9 y Factor 1), serina proteasas (p. €j., enteropeptidasa, matriptasa y corina), proteinas transmembranarias (p. €j.,
ST7, LRP3, LRP5 y LRP6) y receptores endociticos (p. ej., receptor relacionado con sortilina, receptor de LDL,
VLDLR, LRP1, LRP2 y ApoER2). Los métodos para producir proteinas de dominio A con una especificidad de unién
deseada se describen, por ejemplo, en las publicaciones internacionales WO 02/088171 y WO 04/044011.

En otras realizaciones, un resto biolégicamente activo de la invencién comprende un sitio de unién de una proteina
de repeticion. Las proteinas de repeticibn son proteinas que contienen copias consecutivas de unidades
estructurales pequenas (p. ej., de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 residuos aminoacidicos) o
repeticiones que se apilan entre si para forman dominios contiguos. Las proteinas de repeticién se pueden modificar
para adaptarlas a un sitio de unién a diana especifico mediante el ajuste de la cantidad de repeticiones en la
proteina. Las proteinas de repeticion ilustrativas incluyen (es decir, un DARPins®, Molecular Partners, Zdrich, Suiza)
(véase, p. €j., Binz et al., Nat. Biotechnol., 22: 575-582 (2004)) o proteinas de repeticién ricas en leucina (es decir,
LRRP) (véase, p. ej., Pancer et al., Nature, 430: 174-180 (2004)). Todas las estructuras terciarias determinadas
hasta el momento de unidades de repeticion de anquirina comparte una caracteristica compuesto por una horquilla
seguida de dos hélices a antiparalelas y que termina con un bucle que conecta la unidad de repeticion con la
proxima. Los dominios construidos con unidades de repeticion de anquirina se forman al apilar las unidades de
repeticion hasta una estructura extendida y curvada. Los sitios de unién a LRRP forman parte del sistema
inmunitario adaptativo de las lampreas marinas y otros peces sin quijada y se parecen a anticuerpos en que forman
una recombinacioén de un conjunto de genes de repeticion ricos en leucina durante la maduracion de los linfocitos.
Los métodos para producir sitios de unién a DARpin o LRRP se describen en las publicaciones internacionales WO
02/20565 y WO 06/083275.

Otros sitios de unién distintos de inmunoglobulina que se pueden emplear en moléculas de la invencion incluyen
sitios de unién derivados de dominios de homologia Src (p. €j., los dominios SH2 o SH3), dominios PDZ, beta-
lactamasa, inhibidores de proteasa de afinidad alta o pequefios céntigos proteicos de unién a disulfuro tales como
toxinas de escorpidn. Los métodos para producir sitios de unién derivadas de estas moléculas se han descrito en la
técnica, véase, p. ej., Silverman et al., Nat. Biotechnol., 23(12): 1493-4 (2005); Panni et al, J. Biol. Chem., 277:
21666-21674 (2002), Schneider et al., Nat. Biotechnol., 17: 170-175 (1999); Legendre et al., Protein Sci., 11:1506-
1518 (2002); Stoop et al., Nat. Biotechnol., 21: 1063-1068 (2003); y Vita et al., PNAS, 92: 6404-6408 (1995). Otros
sitios de union pueden derivar de un dominio de unién seleccionado del grupo que consiste en un dominio similar a
EGF, un dominio Kringle, un dominio PAN, un dominio Gla, un dominio SRCR, un dominio inhibidor de tripsina
pancredtico bovino/Kunitz, un dominio inhibidor de serina proteasa de tipo Kazal, un dominio Trefoil (tipo P), un
dominio tipo C de factor de von Willebrand, un dominio similar a anafilatoxina, un dominio CUB, un repeticion tipo |
de tiroglobulina, un dominio clase A de receptor de LDL, un dominio Sushi, un dominio Link, un dominio de
tromboespondina tipo I, un dominio similar a inmunoglobulina, un dominio de lectina tipo C, un dominio MAM, un
dominio tipo A de factor de von Willebrand, un dominio de somatomedina B, un dominio de nucleo de cuatro
disulfuros de tipo WAP, un dominio F5/8 tipo C, un dominio de hemopexina, un dominio similar a EGF de tipo
laminina, un dominio C2, un dominio CTLA-4 y otros de dichos dominios conocidos para los expertos en la técnica,
asi como derivados y/o variantes de estos. Los polipéptidos distintos de inmunoglobulina adicionales incluyen
Avimers® (Avidia, Inc., Mountain View, CA - véase la Publicacién PCT internacional n.° WO 06/055689 y la
publicacion de patente estadounidense 2006/0234299), Telobodies® (Biotech Studio, Cambridge, MA), Evibodies®
(Evogenix, Sidney, Australia, véase la patente estadounidense n.° 7.166.697) y Microbodies® (Nascacell
Technologies, Munich, Alemania).

iii. Porciones de unién de receptores o ligandos

En otros aspectos, un polipéptido de la invencion comprende un sitio de unién a ligando de un receptor y/o una
porcion de unién a receptor de un ligando que esta enlazado funcionalmente con al menos una region Fc fusionada
genéticamente.

En ciertas realizaciones, las regiones transmembranarias o secuencias de reconocimiento de anclaje de lipido o
fosfolipido del receptor de unién a ligando preferiblemente se inactivan o eliminan antes de la fusion. EI ADN que
codifica el ligando o agente de combinacién de unién a ligando se escinde mediante una enzima de restriccion en los
extremos 5' y 3' o proximal a ellos del ADN que codifica el segmento de ORF deseado. El fragmento de ADN
resultante se puede insertar sin inconvenientes (p. ej., ligarse dentro del marco) en un ADN que codifica una region
Fc fusionada genéticamente. El sitio preciso en el que se hace la fusién se puede seleccionar empiricamente para
optimizar las caracteristicas de secrecion o de union de la proteina de fusion soluble. EI ADN que codifica la proteina
de fusion a continuacion se puede subclonar en un vector de expresion adecuado que se pueden transfectar en una
célula hospedante para la expresion.

Las porciones de unién de receptores o ligandos ilustrativas que pueden estar presentes en un polipéptido de la
invencion se establecen a continuacion:

a. Citocinas y receptores de citocina

Las citocinas tienen efectos pleiotrépicos sobre la proliferacion, diferenciacion y activacion funcional de los linfocitos.
Se pueden utilizar diversas citocinas, o porciones de unién a receptor de estas, en las proteinas de fusion de la
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invencion como moléculas bioldgicamente activas, sitios y/o dominios de unién. Las citocinas ilustrativas incluyen las
interleucinas (p. ej. IL-1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-10, IL-11, IL-12, IL-13 e IL-18), los factores
estimulantes de colonias (CSF, por sus siglas en inglés) (p. ej., CSF de granulocitos (G-CSF, por sus siglas en
inglés), CSF de granulocitos-macréfagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) y CFS de monocitos macréfagos (M-
CSF, por sus siglas en inglés)), factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) alfa y beta, antigeno de
linfocito T citotdéxico 4 (CTLA-4, por sus siglas en inglés) e interferones tales como interferon-a, B o y (patentes
estadounidenses nims. 4.925.793 y 4.929.554).

Los receptores de citocina tipicamente consisten en una cadena alfa especifica de ligando y una cadena beta comun.
Los receptores de citocina ilustrativos incluyen aquellos para GM-CSF, IL-3 (patente estadounidense n.° 5.639.605),
IL-4 (patente estadounidense n.° 5.599.905), IL-5 (patente estadounidense n.° 5.453.491), el receptor de IL10, IPNy
(EP0240975), y la familia TNF de receptores (p. €j., TNFa (p. ei. TNFR-1 (EP 417. 563), TNFR-2 (EP 417.014)
receptor de linfotoxina beta).

b. Proteinas de adhesién

Las moléculas de adhesién son proteinas unidas a la membrana que permiten que las células interactien entre si.
Se pueden incorporar diversas proteinas de adhesién, receptores de migracién dirigida de leucocitos y moléculas de
adhesién celular, o porciones de unién a receptor de estas, en una proteina de fusién de la invencion como
moléculas bioldgicamente activas, sitios y/o dominios de unién. Los receptores de migracion dirigida de leucocitos se
expresan en las superficies celulares de los leucocitos durante la inflamacién e incluyen las integrinas B-1 (p. €j.,
VLA-1, 2, 3, 4, 5 y 6) que median la unién con los componentes de la matriz extracelular y las integrinas p2 (p. €.,
LFA-1, LPAM-1, CR3 y CR4) que se unen a moléculas de adhesién celular (CAM, por sus siglas en inglés) en el
endotelio vascular. Las CAM ilustrativas incluyen ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 y MAdACAM-1. Otras CAM incluyen las
de la familia de selectina que incluyen E-selectina, L-selectina y P-selectina.

c. Quimiocinas

Las quimiocinas, proteinas quimiotacticas que estimulan la migraciéon de los leucocitos hacia un sitio de infeccion,
también se pueden incorporar en una proteina de fusién de la invencion. Las quimiocinas ilustrativas incluyen
proteinas inflamatorias de macroéfagos (MIP-1-a 'y MIP-1-B), el factor quimiotactico de neutréfilos y RANTES (linfocito
T normalmente expresado y secretado regulado con la activacion).

d. Hormonas

Las hormonas de crecimiento ilustrativas para su uso como restos biol6gicamente activos en las proteinas de fusion
de la invencién incluyen renina, hormona del crecimiento humana (HGH, por sus siglas en inglés; patente
estadounidense n.° 5.834.598), hormona de crecimiento humana N-metionilo; hormona de crecimiento bovina; factor
de liberacién de hormona de crecimiento; hormona paratoroidea (PTH, por sus siglas en inglés); hormona
estimulante de la tiroides (TSH, por sus siglas en inglés); tiroxina; proinsulina e insulina (patentes estadounidenses
nams. 5.157.021 y 6.576.608); hormona estimulante del foliculo (FSH, por sus siglas en inglés); calcitonina, hormona
luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), leptina, glucagones; bombesina; somatropina; sustancia inhibidora de
muleriana; relaxina y prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina; prolactina; lactégeno placentario; proteina OB;
o sustancia inhibidora de muleriana.

e. Receptores y ligandos

En una realizacion, un polipéptido de la invencion combine el(los) sitio(s) de unién del ligando o receptor (p. €j., €l
dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) de un receptor) con al menos una regién Fc genéticamente-
fusionada (es decir, la region scFc). En ciertas realizaciones, el sitio o dominio de unién de la porcién de union a
ligando de un receptor puede derivar de un receptor unido a un anticuerpo o variante de anticuerpo descrito supra.
En otras realizaciones, la porcion de unién a ligando de un receptor deriva de un receptor seleccionado del grupo
que consiste en un receptor de la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig) (p. €j., un receptor de linfocitos T soluble, p.
ej., mMTCR® (Medigene AG, Munich, Alemania), un receptor de la superfamilia de receptores de TNF descrita supra
(p. €j., un receptor TNFa soluble de una imunoadhesina), un receptor de la familia de receptores de factor
neurotréficos derivados de células gliales (GDNF, por sus siglas en inglés) (p. ej., GFRa3), un receptor de la
superfamilia de receptores acoplados a la proteina G (GPCR, por sus siglas en inglés), un receptor de la
superfamilia de receptores de tirosina cinasa (TK, por sus siglas en inglés), un receptor de la superfamilia
sincronizada por ligando (LG, por sus siglas en inglés), un receptor de la superfamilia de receptores de quimiocina,
la superfamilia de receptores similares a IL-1/Toll (TLR, por sus siglas en inglés) y una superfamilia de receptores de
citocina.

En otras realizaciones, el sitio o0 dominio de union de la porcion de union a receptor de un ligando puede derivar de
un ligando unido a un anticuerpo o variante de anticuerpo descrito supra. Por ejemplo, el ligando se puede unir a un
receptor seleccionado del grupo que consiste en un receptor de la superfamilia de inmunoglobulinas (lg), un receptor
de la superfamilia de receptores de TNF, un receptor de la superfamilia de receptores acoplados a la proteina G
(GPCR), un receptor de la superfamilia de receptores de tirosina cinasa (TK), un receptor de la superfamilia
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sincronizada por ligando (LG), un receptor de la superfamilia de receptores de quimiocina, la superfamilia de
receptores similares a IL-1/Toll (TLR) y una superfamilia de receptores de citocina. En una realizacion ilustrativa, el
sitio de unién de la porcion de unién a receptor de un ligando deriva de un ligando que pertenece a la superfamilia
de ligandos de TNF descrita supra (p. ej., CD40L).

Se pueden incorporar factores de crecimiento o sus receptores (o porciones de unién a receptor o de union a ligando
de estos) en las proteinas de fusién de la invencion. Los factores de crecimiento ilustrativo incluyen el factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGF, por sus siglas en inglés) y sus isoformas (la patente estadounidense n.°
5.194.596); factores de crecimiento fibroblasticos (FGF, por sus siglas en inglés), incluidos aFGF y bFGF; factor
natriurético atrial (ANF, por sus siglas en inglés); factores de crecimiento hepaticos (HGF, por sus siglas en inglés;
patentes estadounidenses nums. 5.227.158 y 6.099.841), factores neurotroficos tales como factor neurotrofico
derivado de hueso (BDNF, por sus siglas en inglés), ligandos de factor neurotréfico derivado de células gliales (p. €.,
GDNF, neurturino, artemina y persefina), neurotrofina-3, -4, -5 o -6 (NT-3, NT-4, NT-5 o NT-6), o un factor de
crecimiento nervioso tal como NGF-@, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés)
(patentes estadounidenses nums. 4.889.919, 4.845.075, 5.910.574, y 5.877.016); factores de crecimiento
transformantes (TGF, por sus siglas en inglés) tales como TGF-alfa y TGF-beta (WO 90/14359), factores
osteoinductores incluida la proteina morfogenética 6sea (BMP, por sus siglas en inglés); los factores de crecimiento
similares a insulina | y -Il (IGF-I y IGF-1I; las patentes estadounidenses nims. 6.403.764 y 6.506.874); eritropoyetina
(EPO); trombopoyetina (TPO; factor de célula madre (SCF, por sus siglas en inglés), trombopoyetina (TPO, ligando
c-Mpl) y los polipéptidos Wnt (la patente estadounidense n.° 6.159.462).

Los factores de crecimiento ilustrativos que se pueden usar como restos biolégicamente activos de la invencion
incluyen los receptores de EGF; receptores de VEGF (p. ej., FIt1 o FIk1/KDR), receptores de PDGF (WO 90/14425);
receptores de HGF (las patentes estadounidenses nums. 5.648.273 y 5.686.292) y receptores neurotroficos que
incluyen el receptor de baja afinidad (LNGFR, por sus siglas en inglés), también denominado p75NTR 0 p75, que se
une a NGF, BDNF y NT-3, y receptores de afinidad alta que son miembros de la familia trk de las tirosina cinasas
receptoras (p. €j., trkA, trkB (EP 455.460), trkC (EP 522.530)).

f. Receptores heterodiméricos

En una realizacion, los antagonistas para citocinas que usan un componente de determinacién de la especificidad a
que, cuando se combina con la citocina, se une a un primer componente de transduccién de sefal 8 para formar un
intermediario no funcional que después se une a un segundo componente de transduccion de sefial B que provoca la
dimerizacién del receptor B y la consecuente traduccion de sefal se pueden producir usando los métodos de la
invencion. Dichas moléculas se describen en la técnica (véase, p. €]., la patente estadounidense 6.927.044). En un
ejemplo, un componente de determinacion de la especificidad soluble del receptor y el dominio extracelular del
primer componente de transduccion de sefial b del receptor de citocina se combinan para formar un heterodimero
que se une a la citocina para formar un complejo no funcional. Las citocinas ilustrativas que se pueden inhibir
mediante el uso dichos receptores heterodiméricos incluyen: IL1, IL-2, IL-3, IL-4, IL-5, IL-3, IL-4, IL-5, IL-11, IL-15,
GMCSF, LIF, INFy y TGFB.

E. Factores de coagulacion

Los factores de coagulacion ilustrativos (factores de coagulacion de la sangre) para su uso como restos
biol6gicamente activos en las proteinas de fusion de la invencién incluyen los factores de coagulacion (p. ej., los
factores V, VII, VIII, IX, X, XI, XlIl'y XIll, el factor de von Willebrand); el factor tisular (las patentes estadounidenses
nams. 5.346.991, 5.349.991, 5.726.147 y 6.596.84); trombina y protrombina; fibrina y fibrinégeno; plasmina y
plasmindgeno; activadores de plasmindgeno, tal como urocinasa o activador de plasminégeno de tipo tisular o de
orina humana (t-PA). También se pueden usar variantes y porciones biolégicamente activas de dichos factores de
coagulacién como moléculas bioldgicamente activas. Las moléculas ilustrativas que se pueden producir usando las
regiones scFc de la invencion también se establecen en, p. gj., las patentes estadounidenses 7.404.956 y 7.348.004.

Los factores VII, IX y X estan todos estructuralmente relacionados en el sentido de que en cada uno el extremo
aminico de la cadena ligera no esta disponible para la incorporacion de restos adicionales, debido a la necesidad de
la secuencia propéptido que proporciona un sitio de anclaje para la gamma-glutamil carboxilasa dependiente de
vitamina K. De manera similar, el extremo aminico de la cadena pesada de estos tres factores de coagulacién no
esta disponible para la incorporacion de restos adicionales, con la excepcion de restos escindibles, es decir, restos
enlazados a través de un sitio de escision o restos que consisten en un sitio de escision, debido a la necesidad de
un extremo N libre para formar un dominio de proteasa cataliticamente activo. Aunque a menudo se muestra el
factor VIl para ilustrar realizaciones ilustrativas de la invencién, las construcciones objeto se pueden producir usando
el factor IX o X. Por ejemplo, un experto en la técnica entenderia que la porcién FVII de una construccién de la
invencion podria sustituirse con una porcion FIX o FX.

Las construcciones de factor de coagulacion ilustrativas de la invencion se establecen en las Figuras adjuntas.
Aunque las Figuras generalmente ilustran el factor de coagulacion como una cadena simple (en su forma zim6gena)
se entenderd que el factor de coagulacion también puede estar presente en su forma activa en una construccion de
la invencién, p. ej., como una forma de dos cadenas unidas por disulfuro.
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En una realizacién, un factor de coagulacion de la invencion se expresa mediante una célula en forma activa. En otra
realizacién, un factor de coagulacion se expresa en forma inactiva y posteriormente se activa en las condiciones
adecuadas in vitro de manera que la forma activa del factor de coagulacion esté presente en la construccién. En otra
realizacién, un factor de coagulaciéon de la invencion comprende un factor de coagulacién en forma inactiva y el
factor de coagulacion se activa in vivo después de la administracién.

En una realizacion, un factor de coagulacion de la invencion es una forma madura del Factor VIl o una variante de
este. El factor VII (FVII, F7; también denominado Factor 7, factor de coagulacion VI, factor sérico VII, acelerador de
conversion de protrombina sérica, SPCA, proconvertina y eptacog alfa) es una serina proteasa que es parte de la
cascada de coagulacion. FVII incluye un dominio Gla, dos dominios EGF (EGF-1 y EGF-2), y un dominio de serina
proteasa (o dominio peptidasa S1) que esta altamente conservado entre todos los miembros de la familia peptidasa
S1 de serina proteasa, tales como, por ejemplo, con quimiotripsina. FVII se produce como un zimégeno de cadena
simple, un polipeptidica de dos cadenas similar a zimégeno activado y una forma de dos cadenas completamente
activada. Segun se usa en la presente memoria, una proteina o polipéptido "similar a zimégeno" se refiere a una
proteina que se ha activado mediante escision proteolitica, pero todavia exhibe propiedades que estan asociadas
con un zimogeno, tales como, por ejemplo, baja a escasa actividad o una conformacién que se parece a la
conformacion de la forma zimdgena de la proteina. Por ejemplo, cuando no esté unida a un factor tisular, la forma
activada de dos cadenas de FVII es una proteina similar a zimégeno; conserva una conformacién similar a la del
zimogeno de FVII no escindido y, por lo tanto, exhibe una actividad muy baja. Después de unirse al factor tisular, la
forma activada de dos cadenas de FVII sufre un cambio conformacional y adquiere su actividad completa como un
factor de coagulacion.

Las variantes de FVII ilustrativas incluyen aquellas con actividad especifica aumentada, p. €j., mutaciones que
aumentan la actividad de FVII al aumentar su actividad enzimatica (Kcat o Km). Dichas variantes se han descrito en
la técnica e incluyen, p. €j., las formas mutantes de la molécula segun se describen, por ejemplo, en Persson et al.
2001. PNAS 98:13583; Petrovan y Ruf. 2001. J. Biol. Chem. 276:6616; Persson et al. 2001 J. Biol. Chem. 276:29195;
Soejima et al. 2001. J. Biol. Chem. 276:17229; Soejima et al. 2002. J. Biol. Chem. 247:49027. En una realizacién,
una forma variante de FVII incluye las mutaciones V158D-E296V-M298Q. En otra realizacion, una forma variante de
FVII incluye un reemplazo de los aminoacidos 608-619 (LQQSRKVGDSPN, correspondientes al bucle 170) de la
secuencia madura de FVII con los aminoacidos EASYPGK del bucle 170 de tripsina. También se conocen variantes
de FIX con actividad especifica alta en la técnica. Por ejemplo, Simioni et al. (2009 N.E. Journal of Medicine
361:1671) describen una mutacion R338L. Chang et al. (1988 JBC 273:12089) y Pierri et al. (2009 Human Gene
Therapy 20:479) describen una mutacion R338A. Se conocen otras mutaciones en la técnica e incluyen las descritas,
p. €., en Zogg y Brandstetter. 2009 Structure 17:1669; Sichler et al. 2003. J. Biol. Chem. 278:4121; y Sturzebecher
et al. 1997. FEBS Lett 412:295. Otra version del factor IX (el triple mutante V86A/E277A/R338A) con actividades de
coagulacién aumentadas ha sido descrita por Lin et al. 2010. Journal of Thrombosis and Haemostasis 8: 1773).

La activacién completa, que se produce después del cambio conformacional de una forma similar a zimégeno, se
produce después de la unién a su factor tisular cofactor. Ademas, se pueden introducir mutaciones que resultan en
el cambio de conformacién en ausencia de factor tisular. Por consiguiente, la referencia a FVlla incluye ambas
formas de dos cadenas de este, la forma similar a zimégeno y la forma de dos cadenas completamente activada.

En una realizacion, un factor de coagulacién de la invencién es una forma madura del Factor VIII o una variante de
este. FVIII funciona en la via intrinseca de la coagulacion sanguinea como un cofactor para acelerar la activacion del
factor X mediante el factor 1Xa, una reaccién que se produce sobre una superficie fosfolipidica con carga negativa en
presencia de iones de calcio. FVIII se sintetiza como un polipéptido de cadena simple de 2351 aminoacidos que
tiene la estructura de dominio A1-A2-B-A3-C1-C2. Wehar, G. A. et al., Nature 312:337-342 (1984) y Toole, J. J. et al.,
Nature 312:342-347 (1984). La estructura de dominio de FVIII es idéntica a la del factor de coagulacion homélogo, el
factor V (FV). Kane, W. H. et al., PNAS (USA) 83:6800-6804 (1986) y Jenny, R. J. et al., PNAS (USA) 84:4846-4850
(1987). Los dominios A de FVIII tienen 330 aminoacidos y tienen 40 % de identidad de aminoacido entre si y con
respecto al dominio A de FV y la proteina ceruloplasmina de unién a cobre plasmatica. Takahashi, N. et al., PNAS
(USA) 81:390-394 (1984). Cada dominio C tiene 150 aminoacidos y exhibe 40 % de identidad con respecto a los
dominios C de FV, y con respecto a proteinas que se unen a glicoconjugados y fosfolipidos con carga negativa.
Stubbs, J. D. et al., PNAS (USA) 87:8417-8421 (1990). El dominio B de FVIII se codifica mediante un exén simple y
exhibe escasa homologia con respecto a cualquier proteina conocida incluido el dominio B de FV. Gitschier, J. et al.,
Nature 312:326-330 (1984) y Cripe, L. D. et al., Biochemistry 31:3777-3785 (1992).

FVIII se secreta en el plasma como un heterodimero de una cadena pesada (dominios A1-A2-B) y una cadena ligera
(dominios A3-C1-C2) asociadas a través de un enlace de ion metdlico no covalente divalente entre los dominios A1y
A3. En el plasma, FVIII se estabiliza mediante la unién con el factor de von Willebrand. Mas especificamente, la
cadena ligera de FVIIl se une mediante interacciones no covalentes con un sitio de unién primario en el extremo
aminico del factor de von Willebrand. Después de la activacion proteolitica mediante trombina, FVIII se activa como
un heterotrimero de 2 fragmentos de cadena pesada (A1, un fragmento de 50 kDa y A2, un fragmento de 43 kDa) y
la cadena ligera (A3-C1-C2, una cadena de 73 kDa). La forma activa de FVIII (FVllla), por lo tanto, consiste en una
subunidad A1 asociada a través del enlace de ion metalico divalente con una cadena ligera A3-C1-C2 escindida por
trombina y una subunidad A2 libre asociada con un dominio A1 a través de asociacion io6nica. Eaton, D. et al.,
Biochemistry 25: 505 (1986); Lollar, P. et al., J. Biol. Chem. 266: 12481 (1991); y Fay, P. J. et al., J. Biol. Chem. 266:
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8957 (1991). Este heterotrimero de FVllla es inestable y esta sujeto a una inactivacién rapida a través de la
disociacion de la subunidad A2 en condiciones fisiologicas.

En una realizacién, un factor de coagulacién comprende una version con el dominio B eliminado del factor VIII. El
"dominio B" del Factor VIII, segun se usa en la presente memoria, es igual al dominio B conocido en la técnica que
se define mediante identidad de secuencia de aminoacidos interna y sitios de escisién proteolitica, p. ej., los
residuos Ser741-Arg1648 del Factor VIl humano de longitud completa. Los otros dominios del Factor VIII humano
se definen mediante los siguientes residuos aminoacidicos: A1, residuos Ala1-Arg372; A2, residuos Ser373-Arg740;
A3, residuos Ser1690-Asn2019; C1, residuos Lys2020-Asn2172; C2, residuos Ser2173-Tyr2332. La secuencia A3-
C1-C2 incluye los residuos Ser1690-Tyr2332. La secuencia restante, los residuos Glu1649-Arg1689, se denomina
normalmente region acida a3. Las ubicaciones de los limites para todos los dominios, incluidos los dominios B, para
el Factor VIII porcino, murino y canino también se conocen en la técnica. En una realizacion, el dominio B del Factor
VIII se elimina (“factor VIIl con dominio B eliminado" o "BDD FVIII"). Un ejemplo de un BDD FVIIl es REFACTO®
(BDD FVIII recombinante con la fusion S743/Q1638), que se conoce en la técnica.

Un "Factor VIII con dominio B eliminado" puede tener las eliminaciones completas o parciales descritas en las
patentes estadounidenses nums. 6.316.226, 6.346.513, 7.041.635, 5.789.203, 6.060.447, 5.595.886, 6.228.620,
5.972.885, 6.048.720, 5.543.502, 5.610.278, 5.171.844, 5.112.950, 4.868.112 y 6.458.563. En algunas realizaciones,
una secuencia de Factor VIII con dominio B eliminado de la presente invencion comprende una cualquiera de las
eliminaciones descritas en la col. 4, linea 4 a la col. 5, linea 28 y los ejemplos 1-5 de la patente estadounidense n.°
6.316.226 (también en US 6.346.513). En otra realizacion, un Factor VIII con dominio B eliminado es el Factor VI
con dominio B eliminado S743/Q1638 (version SQ del Factor VIII) (p. €j., el Factor VIII que tiene una eliminacién del
aminodcido 744 al amino&cido 1637, p. €j., el Factor VIII que tiene los aminoacidos 1-743 y los amino&cidos 1638-
2332 de la SEQ ID NO: 6, es decir, la SEQ ID NO: 2). En algunas realizaciones, un Factor VIII con dominio B
eliminado de la presente invencion tiene una eliminacién descrita en la col. 2, lineas 26-51 y los ejemplos 5-8 de la
patente estadounidense n.° 5.789.203 (también US 6.060.447, US 5.595.886 y US 6.228.620). En algunas
realizaciones, un Factor VIl con dominio B eliminado tiene una eliminacién descrita en la col. 1, lineas 25 a la col. 2,
linea 40 de la patente estadounidense n.° 5.972.885; col. 6, lineas 1-22 y ejemplo 1 de la patente estadounidense n.°
6.048.720; col. 2, lineas 17-46 de la patente estadounidense n.° 5.543.502; col. 4, linea 22 a col. 5, linea 36 de la
patente estadounidense n.° 5.171.844; col. 2, lineas 55-68, figura 2, y ejemplo 1 de la patente estadounidense n.°
5.112.950; col. 2, linea 2 a col. 19, linea 21 y tabla 2 de la patente estadounidense n.° 4.868.112; col. 2, linea 1 a col.
3, linea 19, col. 3, linea 40 a col. 4, linea 67, col. 7, linea 43 a col. 8, linea 26, y col. 11, linea 5 a col. 13, linea 39 de
la patente estadounidense no. 7.041.635; o col. 4, lineas 25-53, de la patente estadounidense n.° 6.458.563. En
algunas realizaciones, un Factor VIII con dominio B eliminado tiene una eliminacion de la mayor parte del dominio B,
pero todavia contiene secuencias del extremo aminico del dominio B que son esenciales para el procesamiento
proteolitico in vivo del producto de traduccién primario en dos cadenas polipeptidicas, segin se describe en WO
91/09122. En algunas realizaciones, un Factor VIIl con dominio B eliminado se construye con una eliminacion de los
aminoacidos 747-1638, es decir, practicamente una eliminacién completa del dominio B. Hoeben R.C., et al. J. Biol.
Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Un Factor VIl con dominio B eliminado también puede contener una eliminacion
de los aminoacidos 771-1666 o los aminoacidos 868-1562 del Factor VIII. Meulien P., et al. Proteina Eng. 2(4): 301-6
(1988). Las eliminaciones adicionales del dominio B que son parte de la invencién incluyen: eliminacion de los
aminoacidos 982 a 1562 o 760 a 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562
(Eaton, et al. Biochemistry (1986) 25:8343-8347)), 741 a 1646 (Kaufman (solicitud PCT publicada n.° WO 87/04187)),
747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-564)), 741 a 1648 (Pasek (solicitud PCT n.° 88/00831)), 0 816 a 1598 o
741 a 1648 (Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) No 82:16-25, EP 295597)). Cada una de las eliminaciones indicadas
anteriormente se puede hacer en cualquier secuencia del Factor VIII.

En una realizacién, un factor de coagulacion de la invencion es una forma madura del Factor IX o una variante de
este. El factor IX circula como un zimégeno plasmatico de cadena simple de 415 aminodcidos (A. Vysotchin et al., J.
Biol. Chem. 268, 8436 (1993)). ElI zimégeno de FIX se activa mediante FXla o mediante el complejo de factor
tisular/FVlla. Las escisiones especificas entre arginina-alanina 145-146 y arginina-valina 180-181 resultan en una
cadena ligera y una cadena pesada enlazadas mediante una union disulfuro simple entre la cisteina 132 y cisteina
289 (S. Bajaj et al., Biochemistry 22, 4047 (1983)). La organizacién estructural de FIX es similar a la de las proteinas
de coagulacién sanguinea dependientes de vitamina K FVII, FX y la proteina C (B. Furie y B. Furie, supra). Los
aproximadamente 45 aminoacidos del extremo aminico comprenden el dominio de &cido gamma-carboxiglutamico, o
gla. Le siguen dos dominios de homologia con el factor de crecimiento epidérmico (EGF), un péptido de activacion y
la "cadena pesada" catalitica que es un miembro de la familia de serina proteasas (A. Vysotchin et al., J; Biol. Chem.
268, 8436 (1993); S. Spitzer et al., Biochemical Journal 265, 219 (1990); H. Brandstetter et al., Proc. Natl. Acad Sci.
USA 92, 9796 (1995)).

En una realizacién, un factor de coagulacion de la invencién es una forma madura del Factor X. El Factor X es una
glicoproteina dependiente de la vitamina K con un peso molecular de 58,5 kDa, que se secreta a partir de células
hepaticas en el plasma como un zimdgeno. Inicialmente, el factor X se produce como un prepropéptido con un
péptido sefal que consiste en un total de 488 aminodacidos. El péptido sefal se retira por escision mediante
peptidasa sefal durante la exportacién hacia el reticulo endoplasmatico, la secuencia de propéptido se retira por
escision después de que se produce la gamma carboxilacion en los primeros 11 residuos acido glutamico en el
extremo N de la cadena del extremo N madura. Una etapa de procesamiento adicional se produce por la escisién
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entre Arg182 y Ser183. Esta etapa de procesamiento también conduce a la eliminaciéon concomitante del tripéptido
Arg180-Lys181-Arg182. El zimdgeno de factor X resultante secretado consiste en una cadena ligera en el extremo N
de 139 aminoéacidos (M, 16.200) y una cadena pesada en el extremo C de 306 aminoacidos (M, 42.000) que estan
enlazadas covalentemente a través de un puente disulfuro entre Cys172 y Cys342. Las etapas de procesamiento
después de la traduccion adicionales incluyen la .beta.-hidroxilacion de Asp103, asi como la glicosilacién de tipo Ny
0.

Se entendera que, ademas de las versiones naturales (WT, por sus siglas en inglés) de estos factores de
coagulacién o porciones biolégicamente activas de estos, la presente invencion también puede emplear formas
precursoras truncadas de estos que tienen actividad, variantes alélicas y especies variantes, variantes codificadas
por variantes de empalme y otras variantes, incluidos polipéptidos que tienen al menos 40 %, 45 %, 50 %, 55 %,
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o mas de identidad secuencial con respecto a
la forma madura del factor de coagulacion y que conservan la capacidad de promover la formacion de coagulos. Por
ejemplo, se pueden emplear polipéptidos de FVII modificados y las variantes de estos que conservan al menos una
actividad de un FVII, tal como unién a TF, unién al factor X, unién a fosfolipido y/o actividad coagulante de un FVII.
Al conservar la actividad, la actividad se puede alterar, tal como reducir o aumentar, en comparacion con un factor
de coagulacién natural, siempre que el nivel de actividad conservado sea suficiente para proporcionar un efecto
detectable. Las secuencias de factores de coagulacion ilustrativas que se pueden usar en las construcciones de la
invencion se encuentran en el listado de secuencias adjunto.

Los polipéptidos modificados ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, isoformas especificas para tejido y variantes
alélicas de estas, moléculas sintéticas preparadas mediante traduccién de acidos nucleicos, proteinas generadas
mediante sintesis quimica, tales como sintesis que incluyen la ligadura de polipéptidos mas cortos, a través de
métodos recombinantes, proteinas aisladas a partir de tejido o células humanos y no humanos, polipéptidos
quiméricos y formas modificadas de estos.

Otras variantes de factores de coagulacion incluyen versiones que estan modificadas para alterar la actividad. Por
ejemplo, se conocen en la técnica versiones de los factores de coagulacion con actividad especifica alta y se pueden
usar para producir un polipéptido de la invencion. Los ejemplos de dichas variantes con actividad especifica alta se
describen, p. ej., en Persson et al. PNAS. 2001. 98:13583 y Soejima et al. Journal of Biological Chemistry. 2002.
277:49027. Por ejemplo, en una realizacion, una version con actividad especifica alta del Factor VII retira los
aminodcidos 311 a 322 de la secuencia madura de FVII (LQQSRKVGDSPN, correspondiente al bucle 170) y los
reemplaza con los aminoacidos EASYPGK del bucle 170 de tripsina. Se ha demostrado que esta sustitucion confiere
actividad especifica alta. Una version con actividad especifica alta adicional del Factor VII contiene tres mutaciones
puntuales en la cadena pesada de FVII, V158D, E296V y M298Q.

Los presentes factores de coagulacion también pueden consistir en fragmentos o porciones de moléculas naturales
que tienen una longitud suficiente o incluyen regiones adecuadas para conservar al menos una actividad (después
de la activacion, si es necesaria) de un polipéptido maduro de longitud completa. Se conocen variantes de factor de
coagulacién ilustrativas en la técnica.

Los factores de coagulacion ilustrativos son los de origen mamifero, p. ej., humano. Las secuencias de los factores
de coagulacion ilustrativos estan presentes en el listado de secuencias adjunto, p. €j., solas o en el contexto de una
construccion de factor de coagulacion.

En una realizacién, puede haber méas de un factor de coagulacién presente en un polipéptido de la invencion. En otra
realizacién, un polipéptido de la invencién comprende una cadena ligera de un factor de coagulacion genéticamente
fusionada con un resto Fc de una construccion de la invencién y una cadena pesada de un factor de coagulacion
genéticamente fusionada con un segundo resto Fc de una construccion de la invencion, o viceversa.

Las construcciones ilustrativas que comprenden factores de coagulacién como restos biolégicamente activos se
muestran en los ejemplos de trabajo. Por ejemplo, en una realizacién, un zimégeno de factor de coagulacion (p. €j.,
la cadena pesada y ligera del factor VII) se acopla a través de un enlazador opcional (p. €j., el enlazador 6x(G4S)) o
directamente al extremo aminico de un primer resto Fc (que comprende los dominios CH1, CH2 y CH3). El extremo
carboxilico del primer resto Fc tiene un enlazador cscFc (p. €j., un enlazador 6x(G4S) o un enlazador 4x(G4S)) que
comprende un primer sitio de procesamiento (p. €j., el sitio de procesamiento RRRRS). El otro extremo del
enlazador cscFc comprende un segundo sitio de procesamiento (p. €j., un sitio de procesamiento RKRRKR o RRRR)
y esta opcionalmente enlazado a través de un espaciador con un resto de direccionamiento (p. €j., un resto de
direccionamiento a plaquetas) o estd directamente enlazada con un segundo resto Fc. Cuando el resto de
direccionamiento esta presente, puede enlazarse con el segundo resto Fc a través de un espaciador (p. €j., 6x
(G4S)). Las moléculas FVII-027, FVII-064 y FIX-044 descritas en la presente memoria son ejemplos de dichas
construcciones.

Otras construcciones ilustrativas resultan en la secrecion de un factor de coagulacion activado, en lugar de un
zimogeno, después del procesamiento del enlazador mediante proteasas. Por ejemplo, en una realizacién, la cadena
ligera de un factor de coagulacion se fusiona a través de un espaciador (p. €j., un enlazador 4x(GsS)) con el extremo
aminico de un primer resto Fc (que comprende los dominios CH1, CH2 y CH3). El extremo carboxilico del primer
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resto Fc se enlaza con un enlazador (p. ej., un enlazador cscFc 6x(G4S) que comprende un primer sitio de
procesamiento (p. €j., el sitio de procesamiento RRRR). El otro extremo del enlazador comprende un segundo sitio
de procesamiento, p. €j., un sitio de procesamiento RKRRKR y esta genéticamente fusionado con la cadena pesada
del factor de coagulacion (p. €j., la cadena pesada de FVII) que, a su vez, esta fusionada con el extremo aminico del
segundo resto Fc a través de un segundo espaciador (p. ej., un enlazador 4x(G4S)). Un ejemplo de dicha
construccion es la construccion FVII-024 descrita en la presente memoria y que se muestra en la Figura 2.

Se crearon construcciones adicionales para variar el modo en que se expresan las cadenas pesada y ligera de un
factor de coagulacion. Como se muestra en la Figura 7, la cadena pesada y ligera se pueden expresar como una
cadena simple (FV-011 y FV-003) o por separado (FV-010, FVII-013 o FVII-018).

Una construccion adicional se creé para evaluar la capacidad de FVII para expresarse en forma activada. La
construccion FVII-025 se establece en la Figura 9.

Otra construccién en la que se empled un resto biolégicamente activo diferente, IFNB, se establece en la Figura 10
para mostrar que no solo se pueden producir factores de coagulacion usando los métodos de la invencién. Para
producir esta construccion, se enlazé IFNB con un primer resto Fc usando una molécula espaciadora.

La incapacidad para expresar la cadena pesada de FVII con un extremo N libre condujo a la generacion de las
construcciones descritas en la Figura 11. En estas construcciones, FVIIFc se expresa como un heterodimero, donde
una subunidad comprende la cadena ligera de FVIly un resto Fc, y la otra subunidad comprende la cadena pesada
precedida por un sitio de procesamiento RKRRKR (FVII-019) o por un fragmento de extremo C de cadena ligera 'y un
sitio de procesamiento RKRRKR (FVI11-020).

F. Restos de direccionamiento

En una realizacion, la porciéon de union a antigeno dirige la composicion hacia un tipo de célula o tejido particular.
Dichos restos de direccionamiento pueden comprender, p. €j., un sitio de unién a antigeno, una porciéon de unién a
ligando de un receptor o una porcion de unién a receptor de un ligando. En otra realizacién, un resto de
direccionamiento es un péptido.

En una realizacién, un factor de coagulacion de la invencion se dirige a plaquetas para potenciar su eficacia al ubicar
el factor de coagulacion en el sitio de coagulacién usando un "resto de direccionamiento" que se une a una molécula
expresada en las plaquetas. Preferiblemente, las moléculas diana no se expresan en células o tejidos distintos de
las plaquetas, es decir, los restos de direccionamiento se unen especificamente a las plaquetas.

En una realizacion, la diana son los receptores/conformaciones que se encuentran en las plaquetas en reposo. Al
hacerlo, se podrian cebar los sitios para la coagulaciéon para que tengan una eficacia potenciada. Dirigirse a dicha
molécula también puede extender la semivida del factor de coagulacion y/o evitar el aclaramiento. Los ejemplos de
dichas dianas incluyen, p. ej., Gplb del complejo Gplb/V/IX'y GpVI y la forma no activa de GPIIb/llla.

En una realizacion, la diana son los receptores/conformaciones que solo se encuentran en plaquetas activadas para
ubicar el factor de coagulacion en el sitio de coagulacién activa. Los ejemplos de dichas dianas incluyen, p. €j., la
forma activa de GPlIb/llla, asi como CD62P.

En una realizacién, un polipéptido de la invencion comprende un "resto de direccionamiento” que tiene afinidad por y
se une a plaquetas. Por ejemplo, en una realizacion, un resto de direccionamiento se une al complejo GPIb, p. €j.,
GPlb-alfa. Los ejemplos de dichos restos de direccionamiento incluyen los péptidos PS4, OS1 y OS2 que se unen a
plaquetas activas y no activas (Benard et al. 2008 Biochemistry 47:4674); En otra realizaciéon, un resto de
direccionamiento se une a la conformacion activa de GPlIbllla. Los ejemplos de dichos restos de direccionamiento
incluyen las regiones variables SCE5 y MB9 que se unen solo a las plaquetas activas (Schwarz et al. 2004 FASEB
Journal express articulo 10.1096/fj.04-1513fje; Schwarz et al. 2006 Circulation Research. 99:25-33; la publicacién de
patente estadounidense 20070218067). En otra realizacién, un resto de direccionamiento se une a la conformacion
activa/no activa de GPlIbllla. Un ejemplo de dicho resto de direccionamiento es la region variable del anticuerpo AP3
(Peterson et al. 2003. Hemostasis, Thrombosis, and Vascular Biology 101:937; WO 2010115866).

Un experto en la técnica podria seleccionar sin inconvenientes otras dianas en plaquetas o restos de
direccionamiento que se unen a dichas dianas.

Los polipéptidos de la invencién pueden comprender uno o mas de un resto de direccionamiento. Las
configuraciones ilustrativas se establecen en las Figuras adjuntas. Ademas, dos 0 mas restos de direccionamiento
se pueden enlazar entre si (p. gj., a través de un espaciador) en serie, y la matriz en tandem se puede enlazar
funcionalmente con una construccion de la invencion. Cuando estan presentes dos o mas restos de
direccionamiento en un factor de coagulacion de la invencion, los restos pueden ser iguales o diferentes.

En una realizacion, un resto de direccionamiento se fusiona con un polipéptido de la invencion mediante un
enlazador escindible o alternativamente, en otra realizacién, el polipéptido comprende, ademas, un sitio de escisién.
El enlazador escindible o el sitio de escisién se puede escindir para retirar el resto de direccionamiento en el sitio de
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un coagulo. En otra realizacién, un resto de direccionamiento se acopla a través de un espaciador que no es
escindible y, por lo tanto, no se escinde en el sitio de un coagulo.

En una realizacion, el resto de direccionamiento se ubica en el extremo N o C del factor VIIl. En otra realizacién, un
resto de direccionamiento se ubica en el extremo C de FVII, FIX, FX, o el extremo C de cualquiera o ambas cadenas
de FVlla, FIXa, de FXa. En una realizacion, el resto de direccionamiento se puede posicionar en el extremo N o C
del segundo resto Fc (F2), o el extremo C de cualquiera o ambos restos Fc (F1 y/o F2). El resto de direccionamiento
se puede enlazar con el resto biol6gicamente activo o el resto Fc a través de un espaciador.

En una realizacion, el resto de direccionamiento no se fusiona con una construccién a través de una unién peptidica,
sino que, en cambio, se conjuga quimicamente con la construccion. Por ejemplo, se pueden acoplar restos de
direccionamiento a una construccion de la invencidon mediante la formacion de una unién entre el resto de
direccionamiento y un resto Fc de una construccién, donde el resto de direccionamiento comprende un primer grupo
funcional y el resto Fc comprende un segundo grupo funcional, y donde el primer y segundo grupos funcionales son
capaces de hacer reaccion entre si para formar una unién quimica (véase, p. €j., la patente estadounidense
7381408).

Los formatos ilustrativos de factores de coagulacion diana también se establecen en las Figuras adjuntas.

En una realizacién, un polipéptido de la invencién comprende al menos uno de un sitio de unién a antigeno (p. €j., un
sitio de unién a antigeno de un anticuerpo, variante de anticuerpo o fragmento de anticuerpo), un polipéptido, una
porcién de unidon a receptor de un ligando, o una porcién de unién a ligando de un receptor que se une
especificamente a plaquetas, p. €j., plaquetas en reposo o activadas. Los restos de direccionamiento ilustrativos
incluyen moléculas o péptidos scFv que se unen a las moléculas que seran diana. Los ejemplos de restos de
direccionamiento se encuentran en los presentes ejemplos.

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un polipéptido de la invencién comprende al menos una porcion de unién a
antigeno (p. €j., un sitio de unién) de un anticuerpo. En una realizacién, la porcion de uniéon a antigeno dirige la
composicidon a plaquetas. Dicho anticuerpo se puede unir a un epitopo expresado por todas las plaquetas (p. €j.,
activadas e inactivadas) o se puede unir a un epitopo expresado especificamente por plaquetas activadas).

Los anticuerpos ilustrativos de los cuales se pueden derivar sitios de union o los sitios de unidon de anticuerpo
ilustrativos para su uso en las moléculas polipeptidicas de la invencion se conocen en la técnica. Segun se
establecié anteriormente, los anticuerpos conocidos por unirse a plaquetas se pueden usar para derivar sitios de
unién, por ejemplo, el anticuerpo AP3 o el scFv MB9 descrito en US 2007/0218067 o la region variable o una
molécula scFv que comprende la regién variable se pueden usar como resto de direccionamiento en una
construccion de la invencion. Otros sitios de union de anticuerpo ilustrativos incluyen SCE5 que se dirige a una
conformacion que se encuentra en plaguetas activadas. Otros anticuerpos Utiles se pueden seleccionar sin
inconvenientes entre los conocidos en la técnica.

En ciertas realizaciones distintas, los polipéptidos de la invencién comprenden uno o mas sitios de unién derivados
de una molécula de unidn distinta de inmunoglobulina. Segun se usa en la presente memoria, el término "moléculas
de union distintas de inmunoglobulina" son moléculas de unién cuyos sitios de unién comprenden una porcion (p. €j.,
un contigo o marco) que deriva de un polipéptido distinto de una inmunoglobulina, pero que se puede manipular (p.
ej., mutageneizar) para conferir una especificidad de union deseada.

Otros ejemplos de moléculas de unidon que comprenden sitios de unién no derivados de moléculas de anticuerpo
incluyen sitios de unién de receptor y sitios de unién de ligando que se unen a plaquetas.

Las moléculas de unién distintas de inmunoglobulina se pueden identificar mediante seleccion o aislamiento de una
variante de union a diana a partir de una biblioteca de moléculas de unién que tienen sitios de unién diversificados
artificialmente. Las bibliotecas diversificadas se pueden generar usando estrategias completamente aleatorias (p. €j.,
PCR propensa a errores, transposicién de exones o evolucion dirigida) o mediante el auxilio de estrategias de disefio
reconocidas en la técnica. Por ejemplo, las posiciones de aminoacidos que normalmente participan cuando el sitio
de unién interactia con su molécula diana afin se pueden aleatorizar mediante la insercion de codones,
trinucleétidos, péptidos aleatorios o bucles enteros degenerados en las posiciones correspondientes dentro del acido
nucleico que codifica el sitio de unién (véase, p. €j., la publicaciéon estadounidense n.° 20040132028). La ubicacion
de las posiciones de aminoacidos se puede identificar mediante la investigacion de la estructura de cristal del sitio de
unién en complejo con la molécula diana. Las posiciones candidatas para la aleatorizacion incluyen bucles,
superficies planas, hélices y cavidades de unién del sitio de unién. En ciertas realizaciones, los aminoacidos dentro
del sitio de unién que son probables candidatos para la diversificacién se pueden identificar mediante técnicas
conocidas en la técnica. Después de la aleatorizacion, la biblioteca diversificada a continuacion se puede someter a
un procedimiento de seleccion o barrido para obtener moléculas de union con las caracteristicas de unién deseadas,
p. €j., unién especifica a plaquetas usando métodos conocidos en la técnica. La seleccion se puede lograr mediante
métodos reconocidos en la técnica tales como visualizacién en fago, visualizacién en levadura o visualizacién en
ribosoma. En una realizacion, las moléculas conocidas en la técnica que se unen a plaquetas se pueden emplear en
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las construcciones de la invencién. Por ejemplo, se pueden usar péptidos que se unen a GPlba segun se describen
en la técnica (p. €j., PS4, 0S1 0 0S2) (Benard et al. 2008. Biochemistry 47:4674-4682).

lll. Preparacién de polipéptidos

Existe una variedad de métodos disponibles para producir un polipéptido de la invencién. En una realizacién, la
invencion se refiere a una construccién de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que
codifica una molécula polipeptidica de la invencion. Se entendera que, debido a la degeneracion del cédigo, una
variedad de secuencias de &cido nucleico codificara la secuencia de aminoacidos del polipéptido. El polinucleétido
deseado se puede producir mediante sintesis de ADN en fase sélida de novo o mediante mutagénesis por PCR de
un polinucleétido preparado anteriormente que codifica el polipéptido diana.

Los acidos nucleicos que codifican una molécula biol6gicamente activa se pueden sintetizar sin inconvenientes
mediante técnicas recombinantes conocidas en la técnica. Alternativamente, los péptidos en si se pueden sintetizar
quimicamente. Los acidos nucleicos de la invencién se pueden sintetizar mediante métodos estandares conocidos
en la técnica, p. ej., mediante el uso de un sintetizador de ADN automatizado (tales como los comercializados por
Biosearch, Applied Biosystems, etc.). Como ejemplos, se pueden sintetizar oligonucleétidos de fosforotioato
mediante el método de Stein et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16:3209, se pueden preparar oligonucleétidos de
metilfosfonato mediante el uso de soportes poliméricos de vidrio poroso controlados como se describe en Sarin et al.
1988, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:7448. Se conocen métodos adicionales de sintesis de acido nucleico en la
técnica. (véase, p. €j., las patentes estadounidenses nims. 6.015.881; 6.281.331; 6.469.136).

Los métodos para enlazar restos biolégicamente activos deseados, ya sea derivados de anticuerpos u otras
moléculas, con contigos scFc escindibles se conocen en la técnica.

La mutagénesis mediada por oligonucleétidos es un método para preparar una sustitucion, insercién dentro del
marco o alteracion (p. €j., codén alterado) para introducir un codén que codifica una sustitucién de aminoacido (p. €j.,
en un resto variante de Fc). Por ejemplo, el ADN polipeptidico de partida se altera al hibridar un oligonucleétido que
codifica la mutacion deseada con una plantilla de ADN monocatenario. Después de la hibridacion, se usa una ADN
polimerasa para sintetizar una segunda cadena complementaria entera de la plantilla que incorpora el cebador de
oligonucledtido. En una realizacion, la manipulacién genética, p. ej., mutagénesis por PCR basada en cebador, es
suficiente para incorporar una alteracién, segin se define en la presente memoria, para producir un polinucleétido
que codifica un polipéptido de la invencion.

Para la produccién recombinante, una secuencia polinucleotidica que codifica el polipéptido se inserta en un
vehiculo de expresion adecuado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripcién y
traduccioén de la secuencia codificante insertada o, en el caso de un vector virico de ARN, los elementos necesarios
para la replicacion y traduccion.

En una realizacion, una molécula de acido nucleico que codifica la proteina se inserta en el vector en un marco de
lectura adecuado. El vector de expresion a continuacion se transfecta a una célula diana adecuada que expresara el
polipéptido. Las técnicas de transfeccién conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a, precipitacién de
fosfato calcico (Wigler et al. 1978, Célula 14 : 725) y electroporacion (Neumann et al. 1982, EMBO, J. 1 : 841). Se
puede usar una variedad de sistemas de hospedante-vector de expresion para expresar las proteinas descritas en la
presente memoria en células eucariotas. En una realizacion, la célula eucariota es una célula animal, incluidas
células de mamiferos (p. €j., las células 293, PerC6, CHO, BHK, Cos, células HelLa). Cuando la proteina se expresa
en una célula eucariota, el ADN que codifica la proteina también puede codificar una secuencia sefial que permitira
que se secrete la proteina. Un experto en la técnica entenderd que mientras la proteina se traduce, la célula escinde
la secuencia sefal para formar la proteina madura. Se conocen diversas secuencias senal en la técnica, p. €j.,
secuencia sefial de factor VIl natural, secuencia sefial de factor IX natural y la secuencia sefial de cadena ligera de
IgK de ratédn. Alternativamente, cuando no se incluye una secuencia sefial, la proteina se puede recuperar mediante
lisis de las células.

La proteina de la invencion se puede sintetizar en un animal transgénico, tal como un roedor, cabra, oveja, cerdo o
vaca. El término "animales transgénicos" se refiere a animales no humanos que tienen incorporado un gen extrafio
en su genoma. Debido a que este gen esta presente en tejidos de linea germinal, pasa del genitor al descendiente.
Los genes exdgenos se introducen en embriones unicelulares (Brinster et al. 1985, Proc. Natl. Acad.Sci. USA 82 :
4438). Los métodos para producir animales transgénicos se conocen en la técnica e incluyen la transgénica que
produce moléculas de inmunoglobulina (Wagner et al. 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 6376; McKnight et al.
1983, Cell 34 : 335; Brinster et al. 1983, Nature 306: 332; Ritchie et al. 1984, Nature 312: 517; Baldassarre et al.
2003, Theriogenology 59 : 831; Robl et al. 2003, Theriogenology 59: 107; Malassagne et al. 2003,
Xenotransplantation 10 (3): 267).

Los vectores de expresion pueden codificar etiquetas que permiten la facil purificacién o identificacion de la proteina
producida recombinantemente. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, vector pUR278 (Ruther et al. 1983,
EMBO J. 2: 1791) en el que la secuencia codificante de proteina descrita en la presente memoria se puede ligar en
el vector dentro del marco con la region codificante lac z para que se produzca una proteina hibrida; se pueden usar
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vectores pGEX para expresar proteinas con una etiqueta glutation S-transferasa (GST). Estas proteinas
normalmente son solubles y se pueden purificar sin inconvenientes a partir de las células mediante adsorcién en
perlas de glutatién-agarosa y posterior elucién en presencia de glutatién libre. Los vectores incluyen sitios de
escision (p. ej., PreCission Protease (Pharmacia, Peapack, N. J.)) para retirar con facilidad la etiqueta después de la
purificacion.

A los efectos de la presente invencion, se pueden emplear numerosos sistemas de vector de expresion. Estos
vectores de expresién tipicamente son replicables en organismos hospedantes como episomas o como una parte
integral del ADN cromosdmico del hospedante. Los vectores de expresion pueden incluir secuencias de control de la
expresion que incluyen, pero no se limitan a, promotores (p. €j., promotores asociados naturalmente o heter6logos),
potenciadores, secuencias de senal, sefiales de empalme, elementos potenciadores y secuencias de terminacion de
la transcripcion. Preferiblemente, las secuencias de control de la expresion son sistemas promotores eucariotas en
vectores capaces de transformar o transfectar células hospedantes eucariotas. Los vectores de expresién también
pueden usar elementos de ADN que derivan de virus de animales tales como virus del papiloma bovino, virus de
polioma, adenovirus, virus de la vacuna de la viruela, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLYV),
citomegalovirus (CMV) o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistronicos con sitios de unién a ribosoma
internos.

Comunmente, los vectores de expresion contienen marcadores de seleccion (p. ej., para resistencia a la ampicilina,
resistencia a la higromicina, resistencia a la tetraciclina o resistencia a la neomicina) para permitir la deteccion de las
células transformadas con las secuencias de ADN deseadas (véase, p. €/., Itakura et al., la patente estadounidense
4.704.362). Las células que han integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar al introducir uno o
mas marcadores que permiten la selecciéon de células hospedantes transfectadas. El marcador puede proporcionar
prototrofia a un hospedante auxétrofo, resistencia biocida (p. ej., antibiéticos) o resistencia a metales pesados tales
como cobre. El gen marcador seleccionable puede enlazarse directamente con las secuencias de ADN para
expresarse, o introducirse en la misma célula mediante cotransformacion.

Un vector de expresion ilustrativo es NEOSPLA (patente estadounidense n.° 6.159.730). Este vector contiene el
promotor/potenciador de citomegalovirus, el promotor principal de beta globina de ratén, el origen de replicacion de
SV40, la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina, el exén 1 y el exén 2 de neomicina
fosfotransferasa, el gen de dihidrofolato reductasa y la secuencia lider. Se hall6 que este vector resulta en un nivel
de expresion muy alto de anticuerpos tras la incorporacién de genes de region variable y constante, transfeccion en
células, posterior seleccion en medio que contiene G418 y amplificacion con metotrexato. También se describen
sistemas de vectores en las patentes estadounidenses nums. 5.736.137 y 5.658.570. Este sistema proporciona
niveles de expresion altos, p. €j., >30 pg/célula/dia. Otros sistemas de vectores ilustrativos se describen, p. €j., en la
patente estadounidense n.° 6.413.777.

En otras realizaciones, los polipéptidos de la invencion se pueden expresar usando construcciones policistronicas.
En estos sistemas de expresién, se pueden producir multiples productos génicos de interés tales como multiples
polipéptidos de proteina de unién a multimero a partir de una construccion policistrénica simple. Estos sistemas usan
de manera ventajosa un sitio de ingreso a ribosoma interno (IRES, por sus siglas en inglés) para proporcionar
niveles relativamente altos de los polipéptidos de la invencién en células hospedantes eucariotas. Las secuencias de
IRES compatibles se describe en la patente estadounidense n.° 6.193.980 Los expertos en la técnica apreciaran que
dichos sistemas de expresion se pueden usar para producir de manera eficaz una gama completa de polipéptidos
descritos en la presente solicitud.

Mas generalmente, después de que se ha preparado el vector o secuencia de ADN que codifica un polipéptido, el
vector de expresion se puede introducir en una célula hospedante adecuada. Es decir, las células hospedantes se
pueden transformar. La introduccién del plasmido en la célula hospedante se puede lograr mediante diversas
técnicas que son conocidas para los expertos en la técnica. Estas incluyen, pero no se limitan a, transfeccion
(incluidas electroforesis y electroporacion), fusion con protoplasto, precipitacion de fosfato calcico, fusion celular con
ADN encapsulado, microinyeccion e infeccién con virus intacto. Véase, Ridgway, A. A. G. "Mammalian Expression
Vectors", capitulo 24.2, pags. 470-472 Vectors, Rodriguez y Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988). Lo
mas preferiblemente, la introducciéon del pldsmido en el hospedante es a través de electroporacién. Las células
transformadas se cultivan en condiciones adecuadas para la produccion de las cadenas ligeras y cadenas pesadas,
y se someten a ensayo para la sintesis de proteina de cadena pesada y/o ligera. Las técnicas de ensayo ilustrativas
incluyen ensayo de inmunoadsorcién enzimatica (ELISA, por sus siglas en inglés), radioinmunoensayo (RIA, por sus
siglas en inglés) o analisis de clasificacion celular activada por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés),
inmunohistoquimica y similares.

Segun se usa en la presente memoria, el término "transformacién” se usard en sentido amplio para hacer referencia
a la introduccién de ADN en una célula hospedante receptora que cambia el genotipo y, en consecuencia, resulta en
un cambio en la célula receptora.

En los mismos términos, "células hospedantes" se refiere a células que se han transformado con vectores
construidos usando técnicas de ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterélogo. En descripciones de
procesos para el aislamiento de polipéptidos a partir de hospedantes recombinantes, los términos "célula" y "cultivo
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celular" se usan de manera intercambiable para denotar la fuente del polipéptido, a menos que se especifique
claramente de cualquier otra manera. En otras palabras, la recuperacion del polipéptido a partir de las "células"
puede significar a partir de células enteras centrifugadas, o a partir del cultivo celular que contiene el medio y las
células suspendidas.

La linea celular hospedante usada para la expresion de la proteina es lo mas preferiblemente de origen mamifero;
se reconoce que los expertos en la técnica tienen la capacidad de determinar preferencialmente las lineas celulares
hospedantes particulares que son mas adecuadas para el producto génico deseado que se va a expresar en ellas.
Las lineas celulares hospedantes ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, CHO, p. ej., DG44 y DUXB11 (lineas de
ovario de hamster chinp, DHFR menos), HELA (carcinoma de cuello de Gtero humano), CVI (linea de rifién de mono),
COS (un derivado de CVI con antigeno T de SV40), R1610 (fibroblasto de hamster chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de
raton), HAK (linea de rifién de hamster), SP2/0O (mieloma de raton), P3.times.63-Ag3.653 (mieloma de raton), BFA-
1c1BPT (células endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos humanos), PerC6 y 293 (riién humano). Las lineas celulares
hospedantes tipicamente estan disponibles en servicios comerciales, la coleccién de cultivos tisulares
estadounidense o en la literatura publicada.

En una realizacion, una célula hospedante expresa enddgenamente una enzima (o las enzimas) necesaria para
escindir el enlazador polipeptidico (L) durante el procesamiento para formar el polipéptido maduro. Durante este
procesamiento, el enlazador polipeptidico (L) se elimina sustancialmente para reducir la presencia de aminoacidos
extrafos. En otra realizacion de la invencion, una célula hospedante se transforma para expresar una o mas
enzimas que son heter6logas o exdgenas con respecto a la célula de manera que se produce o mejorar el
procesamiento del enlazador polipeptidico (L).

En una realizacion, una enzima que se puede expresar enddégenamente o exdgenamente a partir de una célula es
un miembro de la familia furina de enzimas. EI ADNc y las secuencias de aminoacidos completas de la furina
humana (es decir, PACE) se publicaron en 1990. Van den Ouweland A M et al. (1990) Nucleic Acids Res. 18:664;
Erratum in: Nucleic Acids Res. 18:1332 (1990).

La patente estadounidense n.° 5.460.950, concedida a Barr et al., describe PACE recombinante y la coexpresién de
PACE con un polipéptido precursor de sustrato de una proteina heteréloga para mejorar la expresion de la proteina
heteréloga madura, activa.

La patente estadounidense n.° 5.935.815, concedida a van de Ven et al., asimismo describe la furina humana
recombinante (es decir, PACE) y la coexpresion de furina con un polipéptido precursor de sustrato de una proteina
heteréloga para mejorar la expresién de la proteina heteréloga madura, activa. Los posibles precursores de sustrato
descritos en la presente patente incluyen un precursor del Factor IX. Se han informado que otros miembros de la
familia en la familia de furina mamifera/ subtilisina/proproteina convertasa (PC) similar a Kex2p, ademas de PACE,
incluyen PC1/PC3, PC2, PC4, PC5/6 (denominado simplemente en la presente memoria PC5), PACE4 y
LPC/PC7/PC8/SPC7. Aunque estos diversos miembros comparten ciertas caracteristicas estructurales generales
conservadas, difieren en su distribucion en el tejido, ubicacién subcelular, especificidades de escisiéon y sustratos
preferidos. Para acceder a un informe, véase Nakayama K (1997) Biochem J. 327:625-35. De manera similar a
PACE, estas proproteina convertasas generalmente incluyen, comenzando desde el extremo aminico, un péptido
sefial, un propéptido (que se puede escindir autocataliticamente), un dominio catalitico similar a subtilisina
caracterizado por los residuos Asp, His, Ser y Asn/Asp, y un dominio Homo B que es también esencial para la
actividad catalitica y se caracteriza por una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD). PACE, PACE4 y PC5 también incluyen
un dominio rico en Cys, cuya funcién es desconocida. Ademas, PC5 tiene isoformas con y sin un dominio
transmembranario; estas isoformas diferentes se conocen como PC5B y PC5A, respectivamente. La comparacion
entre la secuencia de aminodacidos del dominio catalitico de PACE y las secuencias de aminoacidos de los dominios
cataliticos de otros miembros de esta familia de proproteina convertasas revela los siguientes grados de identidad:
70 por ciento para PC4; 65 por ciento para PACE4 y PC5; 61 por ciento para PC1/PC3; 54 por ciento para PC2; y 51
por ciento para LPC/PC7/PC8/SPC7. Nakayama K (1997) Biochem J. 327:625-35.

Se ha informado que PACE y PACE4 tienen sustrato parcialmente superpuestos, pero distintos. En particular, se ha
informado que PACE4, en notable diferencia con PACE, es incapaz de procesar el polipéptido precursor de FIX.
Wasley L C et al. (1993) J Biol Chem. 268:8458-65; Rehemtulla A et al. (1993) Biochemistry. 32: 11586-90.

La patente estadounidense n.° 5.840.529, concedida a Seidah et al., describe secuencias de nucleétidos y
aminoacidos para PC7 humano y la notable capacidad de PC7, en comparacién con otros miembros de la familia PC,
para escindir gp160 a gp120 y gp41 de VIH.

Las secuencias de nucleétidos y aminoacidos de PC5 de roedor fueron descritas primero como PC5 por Lusson J et
al. (1993) Proc Natl Acad Sci USA 90:6691-5 y como PC6 por Nakagawa T et al. (1993) J Biochem (Tokio) 113:132-
5. La patente estadounidense n.° 6.380.171, concedida a Day et al., describe las secuencias de nucleétidos y
aminoacidos para PC5A humano, la isoforma sin el dominio transmembranario (véase, p. €j., las patentes
estadounidenses 7.795.400 y 7.566.595).
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Los genes que codifican los polipéptidos de la invencién también se pueden expresar en células que no son de
mamifero, tales como células de bacterias o levadura o planta. En este sentido, se apreciara que se pueden
transformar también diversos microorganismos no mamiferos unicelulares tales como bacterias; es decir, aquellos
capaces de cultivarse en cultivos o fermentacion. Las bacterias, que son susceptibles de transformacion, incluyen
miembros de enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus
subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y Haemophilus influenzae. Se apreciara, ademas, que, cuando se expresan
en bacterias, los polipéptidos tipicamente se convierten en parte de cuerpos de inclusion. Los polipéptidos se
pueden aislar, purificar y después ensamblar en moléculas funcionales.

Ademas de los microbios procariotas, también se pueden usar eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o la levadura
de panaderia comun, es la mas usada comunmente entre los microrganismos eucariotas, aunque existen varias
otras cepas comunmente disponibles. Para la expresion en Saccharomyces, se usa comunmente el plasmido YRp7,
por ejemplo, (Stinchcomb et al., Nature, 282:39 (1979); Kingsman et al., Gene, 7:141 (1979); Tschemper et al., Gene,
10:157 (1980)). Este plasmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador de selecciéon para una cepa
mutante de levadura que carece de capacidad para crecer en triptéfano, por ejemplo, n.° de ATCC 44076 o PEP4-1
(Jones, Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesion trpl como caracteristica del genoma de la célula
hospedante de levadura proporciona después un entorno eficaz para detectar la transformaciéon por cultivo en
ausencia de triptéfano. Se pueden emplear también otros hospedantes de levadura como Pichia. Se desean
vectores de expresion de levadura que tengan secuencias de control de la expresién (p. ej., promotores), un origen
de replicacién, secuencias de terminacion y similares. Los promotores tipicos incluyen 3-fosfoglicerato cinasa y otras
enzimas glicoliticas. Los promotores de levadura inducibles incluyen, entre otros, promotores de alcohol
deshidrogenasa, isocitocromo C y enzimas responsables del uso de metanol, maltosa y galactosa.

Alternativamente, las secuencias de nucleétidos que codifican el polipéptido se pueden incorporar en transgenes
para la introduccién en el genoma de un animal transgénico y la posterior expresién en la leche del animal
transgénico (véase, p. ej., Deboer et al., US 5.741.957, Rosen, US 5.304.489, y Meade et al., US 5.849.992). Los
transgenes adecuados incluyen secuencias codificantes para polipéptidos en enlace funcional con un promotor y
potenciador de un gen especifico de glandula mamaria, tal como caseina o beta lactoglobulina.

La produccion in vitro permite la ampliaciéon para proporcionar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Las
técnicas para el cultivo de células de mamiferos en condiciones de cultivo de tejido se conocen en la técnica e
incluyen cultivo en suspensién homogénea, p. €j., en un reactor de agitacién por aire o en un reactor de agitacion
continua, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, p. €j., en fibras huecas, microcapsulas, sobre microperlas de
agarosa o cartuchos de ceramica. Si se necesita y/o desea, las disoluciones de polipéptidos se pueden purificar
mediante los métodos de cromatografia habituales, por ejemplo, filtracién en gel, cromatografia de intercambio
i6nico, cromatografia sobre DEAE-celulosa o cromatografia de (inmuno-)afinidad, p. €j., después de la biosintesis
preferencial de un polipéptido de regidén bisagra sintético o antes o después de la etapa de cromatografia HIC
descrita en la presente memoria. Una secuencia etiqueta de afinidad (p. ¢/., una etiqueta His(6)) se puede acoplar o
incluir opcionalmente dentro de la secuencia polipeptidica para facilitar la purificacién posterior.

En una realizacion, una célula hospedante de la invencién puede comprender una construcciéon genética que
codifica un polipéptido scFc y una o mas enzimas que pueden escindir un enlazador cscFc (L). La construccién y
la(s) enzima(s) se pueden expresar usando un vector simple o dos vectores. Cuando los polipéptidos se clonan en
vectores de expresion separados, los vectores se cotransfectan para obtener la expresion y ensamblaje de proteinas
enteras intactas.

Los métodos objeto resultan en una poblacién de proteinas maduras que esta sustancialmente enriquecida con la
proteina madura de dos cadenas heterodimérica deseada en comparacién con métodos de la técnica anterior. En
una realizacion, una composicion de polipéptido maduro de la descripcion carece sustancialmente de no procesado
(es decir, formas de cadena simple del polipéptido). En una realizacién, el medio de cultivo celular en el que las
células hospedantes que expresan los polipéptidos de la invencion comprenden una poblacién de polipéptidos que
carece sustancialmente de forma no procesada (es decir, formas de cadena simple) del polipéptido, lo que simplifica
la purificacion. En otra realizacién, el medio de cultivo celular en el que las células hospedantes que expresan los
polipéptidos de la invencién comprenden una poblacién de polipéptidos que esta enriquecida con formas activas de
una forma biolégicamente activa de una molécula. Por ejemplo, en una realizacién, la expresion de un polipéptido
heterodimérico de la invencién usando un enlazador cscFc permite la expresion de formas activas de moléculas, p.
ej., factores de coagulacion, sin la necesidad de activarlos en una etapa adicional.

Después de expresada, la proteina de dos cadenas madura se puede purificar segin procedimientos estandares de
la técnica, incluida precipitacion de sulfato de amonio, cromatografia en columna de afinidad, purificacion por HPLC,
electroforesis en gel y similares (véase generalmente Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., (1982)). Se
prefieren las proteinas sustancialmente puras con al menos aproximadamente 90 a 95 % de homogeneidad y, lo
mas preferible es 98 a 99 % o mas de homogeneidad, para usos farmacéuticos.

La produccién in vitro permite la ampliacion para proporcionar grandes cantidades de los polipéptidos alterados
deseados de la invencion. Las técnicas para el cultivo de células de mamiferos en condiciones de cultivo de tejido se
conocen en la técnica e incluyen cultivo en suspension homogénea, p. €j., en un reactor de agitacién por aire o en
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un reactor de agitacion continua, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, p. €j., en fibras huecas, microcapsulas,
sobre microperlas de agarosa o cartuchos de cerdmica. Si se necesita y/o desea, las disoluciones de polipéptidos se
pueden purificar mediante los métodos de cromatografia habituales, por ejemplo, filtracion en gel, cromatografia de
intercambio iénico, cromatografia de interacciéon hidroéfoba (HIC, por sus siglas en inglés), cromatografia sobre
DEAE-celulosa o cromatografia de afinidad.

IV. Purificacién de polipéptidos

En una instancia, la descripcién se refiere a un método para la purificacion de moléculas de polipéptido maduro de la
descripcion que se expresan con cadena doble (es decir, diméricas) que comprenden una regiéon Fc que no es Fc
genéticamente fusionada. Dichas moléculas se pueden separar de las moléculas no procesadas que comprenden
una region Fc genéticamente fusionada, asi como de otros contaminantes. Los métodos para la purificacién se
conocen en la técnica e incluyen, p. ej., cromatografia de exclusion por tamafo, columna de filtracién en gel, SDS-
PAGE, etc. La descripcion también se refiere a poblaciones purificadas de moléculas de cadena doble.

V. Etiquetado o conjugacion de restos funcionales con polipéptidos

Los polipéptidos de la presente invencion se pueden usar en forma no conjugada o se pueden conjugar con al
menos uno de una variedad de restos funcionales, p. €j., para facilitar la detecciéon de la diana o para generar
imagenes o tratar al paciente. Los polipéptidos de la invencion se pueden etiquetar o conjugar antes o después de la
purificacién, cuando se lleva a cabo la purificacién. En particular, los polipéptidos de la presente invencion se pueden
conjugar (p. €j., a través de un residuo cisteina manipulado) con un resto funcional. Los restos funcionales se
acoplan preferiblemente a una porcién del polipéptido distinta de un sitio de unién (p. ej., un enlazador polipeptidico
o un resto Fc de una regién Fc genéticamente fusionada (es decir, una region cscFc)).

Los restos funcionales ilustrativos incluyen citotoxinas (tales como radioisotopos, farmacos citotéxicos o toxinas),
agentes terapéuticos, agentes citostaticos, toxinas bioldgicas, profarmacos, péptidos, proteinas, enzimas, virus,
lipidos y modificadores de respuesta biolégicos,

VI. Métodos para administrar polipéptidos de la invencion

Los métodos para preparar y administrar polipéptidos de la invencién a un sujeto se conocen o los pueden
determinar sin inconvenientes los expertos en la técnica.

Las composiciones para administracion a un sujeto incluyen moléculas de acido nucleico que comprenden una
secuencia de nucleétidos que codifica una molécula de la invencidon ya se procesada o no procesada (para
aplicaciones de terapia génica), asi como moléculas polipeptidicas.

La via de administracion de los polipéptidos de la invencién puede ser oral, parenteral, mediante inhalacién o topica.
El término parenteral, segin se usa en la presente memoria, incluye administracion intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o vaginal. Las formas intravenosa, intraarterial, subcutanea e
intramuscular de administracién parenteral se prefieren generalmente. Aunque todas estas formas de administracion
estan claramente contempladas dentro del alcance de la descripcion, una forma de administracion seria una
disolucién para inyeccion, en particular, inyeccién intravenosa o intraarterial o infusién intravenosa. Normalmente,
una composicién farmacéutica adecuada para inyeccién puede comprender un tampén (p. ej., tampén de acetato,
fosfato o citrato), a tensioactivo (p. ej., polisorbato), opcionalmente, un agente estabilizador (p. ej., albumina
humana), etc. Sin embargo, en otros métodos compatibles con las ensefianzas en la presente memoria, los
polipéptidos se pueden suministrar directamente al sitio de la poblacién celular adversa y aumentar, de esta manera,
la exposicion del tejido enfermo al agente terapéutico.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o0 no
acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como
aceite de oliva y ésteres organicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua,
disoluciones, emulsiones o suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluidas disolucién salina y medios tamponados. En
la invencién objeto, los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, tampon de fosfato
0,01-0,1M vy, preferiblemente, 0,05M o disolucién salina al 0,8 %. Otros vehiculos parenterales comunes incluyen
disoluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, aceites de Ringer lactados o fijos.
Los vehiculos intravenosos incluyen regeneradores de fluidos y nutrientes, regeneradores de electrolitos, tales como
los basados en dextrosa de Ringer y similares. Los conservantes y otros aditivos también pueden estar presentes,
tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes y similares.

Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones
acuosas estériles (cuando solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacion extemporanea de
disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida en
la medida que exista un uso facil con jeringa. Debe ser estable en las condiciones de fabricacion y almacenamiento
y preferiblemente se conservara contra la accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos.
El portador puede ser un medio disolvente o dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. €j., glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de estos. La fluidez adecuada se puede
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mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tales como lecitina, que mantiene el tamafo de
particula necesario en el caso de una dispersion, y mediante el uso de tensioactivos.

La prevencién de la accién de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y
antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos,
sera preferible incluir agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o cloruro
de sodio en la composicion. Se puede lograr la absorcion prolongada de las composiciones inyectables mediante la
inclusién en la composicion de un agente que retarda la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y
gelatina.

En cualquier caso, las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar al incorporar un compuesto activo (p. €j.,
un polipéptido solo o en combinacién con otros agentes activos) en la cantidad necesaria en un disolvente adecuado
con uno o una combinacion de ingredientes indicados en la presente memoria, segin sea necesario, y posterior
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorporar el compuesto activo en un
vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersion basico y los otros ingredientes necesarios de aquellos
indicados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los
métodos preferidos de preparacion son secado al vacio y liofilizacion, que proporciona un polvo de un ingrediente
activo mas cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una disoluciéon previamente esterilizada por filtracion
de estos. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se cargan en contenedores tales como ampollas, bolsas,
botellas, jeringas o viales y se sellan en condiciones asépticas segin métodos conocidos en la técnica. Ademas, las
preparaciones se pueden envasar y comercializar en forma de un kit tal como los descritos en U.S.S.N. 09/259.337 y
U.S.S.N. 09/259.338 copendientes.

Dichos articulos de fabricacion preferiblemente tendran etiquetas o prospectos del envase que indican que las
composiciones asociados son Utiles para tratar a un sujeto que padece o tiene predisposicion a trastornos
autoinmunitarios o neoplasicos.

Las dosis eficaces de las composiciones de la presente invencién para el tratamiento de afecciones varian
dependiendo de muchos factores diferentes, incluidos medios de administracion, sitio diana, estado fisiol6gico del
paciente, si el paciente es un ser humano o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es
profilactico o terapéutico. Normalmente, el paciente es un ser humano, pero también se pueden tratar mamiferos no
humanos incluidos mamiferos transgénicos. Las dosificaciones para tratamiento se pueden titular usando métodos
habituales conocidos para los expertos en la técnica para optimizar la seguridad y eficacia.

En una instancia, la dosis de un resto biolégicamente activo (p. ej., que comprende FIX) puede variar de
aproximadamente 25 a 100 Ul/kg, p. ej., 0,417 mg/kg a 1,67 mg/kg. En otra instancia, la dosis de un resto
biol6gicamente activo (p. ej., que comprende FVIII) puede variar de aproximadamente 25 a 65 Ul/kg, p. ej., 0,003125
mg/kg a 0,008125 mg/kg. En otra instancia, la dosis de un resto biolégicamente activo (p. €j., que comprende FVII)
puede variar de aproximadamente 90 a 270 ug/kg o 0,090 mg/kg a 0,270 mg/kg.

En otra instancia, la dosificacion puede variar, p. €j., de aproximadamente 1000 ug/kg a 0,1 ng/kg de peso corporal.
En una instancia, el intervalo de dosificacién es 1 ug/kg a 100 ug/kg. En otra instancia, las dosis pueden variar de
0,0001 a 100 mg/kg y, mas habitualmente, 0,01 a 5 mg/kg (p. ej., 0,02 mg/kg, 0,25 mg/kg, 0,5 mg/kg, 0,75 mg/kg, 1
mg/kg, 2 mg/kg, etc.), del peso corporal del hospedante. Por ejemplo, las dosificaciones pueden ser de 1 mg/kg de
peso corporal o0 10 mg/kg de peso corporal o dentro del intervalo de 1-10 mg/kg, preferiblemente, al menos 1 mg/kg.

También se pretende que las dosis intermedias en los intervalos mencionados anteriormente estén dentro del
alcance de la descripcion. Se pueden administrar dichas dosis a los sujetos diariamente, en dias alternantes,
semanalmente o segun cualquier otro régimen determinado por andlisis empirico. Un tratamiento ilustrativo implica
la administracion en multiples dosificaciones a lo largo de un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis
meses. En una instancia, los regimenes de tratamiento ilustrativos adicionales implican la administracion una vez
cada dos semanas o una vez al mes o una vez cada 3 a 6 meses. Los regimenes de dosificacion ilustrativos
incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en dias consecutivos, 30 mg/kg en dias alternos o 60 mg/kg semanalmente. En
algunos métodos, se administran dos 0 mas polipéptidos con diferentes especificidades de unién simultdneamente,
en tal caso la dosificacién de cada polipéptido administrado esta dentro de los intervalos indicados.

Los polipéptidos de la invencién se pueden administrar en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones
simples pueden semanalmente, mensualmente o anualmente. Los intervalos pueden ser también irregulares segun
la indicacion al medir los niveles sanguineos del polipéptido modificado o antigeno en el paciente. En algunos
métodos, la dosificacién se ajusta para lograr una concentracion de polipéptido modificado en plasma de 1-1000
pg/ml y, en algunos métodos, 25-300 ug/ml. Alternativamente, los polipéptidos se pueden administrar como una
formulacion de liberacién sostenida, en tal caso, se requieren una administracion menos frecuente. La dosificacion y
frecuencia varian dependiendo de la semivida del polipéptido en el paciente.

La dosificacién y frecuencia de administracion pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen los polipéptidos de la invencién o un
cOctel de estos se administran a un paciente que todavia no padece la enfermedad para potencia la resistencia del
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paciente o reducir los sintomas asociados con una enfermedad o trastorno. Dicha cantidad se define como "una
dosis eficaz profilactica". En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosificacion relativamente alta (p. ef.,
de aproximadamente 1 a 400 mg/kg de polipéptido por dosis, con dosificaciones de 5 a 25 mg como las mas
comunmente usadas para radioinmunoconjugados y dosis mas altas para polipéptidos modificados por citotoxina-
farmaco) en intervalos relativamente cortos hasta que la progresién de la enfermedad se reduce o termina v,
preferiblemente, hasta que el paciente exhibe una mejora parcial o completa de los sintomas de la enfermedad. A
continuacion, se pueden administrar un régimen profilactico al paciente.

Los polipéptidos de la invencién se pueden administrar opcionalmente en combinacién con otros agentes que son
eficaces para tratar el trastorno o afeccion que necesita tratamiento (p. ej., profilactico o terapéutico).

Aunque los polipéptidos de la invenciéon se pueden administrar segun se describié inmediatamente atras, se debe
enfatizar que, en otra instancia, los polipéptidos se pueden administrar de cualquier otra manera a pacientes sanos
como tratamiento de primera linea. En tales instancias, los polipéptidos se pueden administrar a pacientes que
tienen reservas de médula roja normales o promedio y/o pacientes que no han y no estan experimentando. Segin
se usa en la presente memoria, la administracion de polipéptidos de la invencidén en conjunto o combinacién con un
tratamiento adjunto significa la administracion o aplicacion secuencial, simultdnea, coextensiva, concurrente,
concomitante o contemporanea del tratamiento y los polipéptidos descritos. Los expertos en la técnica apreciaran
que la administracion o aplicacion de los diversos componentes del régimen terapéutico combinado se puede
cronometrar para potenciar la eficacia general del tratamiento. Por ejemplo, los agentes quimioterapéuticos o
biol6gicos se podrian administrar en ciclos de tratamiento estandares, conocidos junto con las moléculas objeto. Un
experto en la técnica (p. ej., un médico) podria ser capaz de discernir sin inconvenientes los regimenes terapéuticos
combinados eficaces sin experimentacién indebida en funcién del tratamiento adjunto seleccionado y las
ensefnanzas de la presente memoria descriptiva.

En este sentido, se apreciara que la combinacion del polipéptido y el agente se puede administrar en cualquier orden
y dentro de cualquier marco temporal que proporcione un beneficio terapéutico al paciente. Es decir, el agente y el
polipéptido se pueden administrar en cualquier orden o concurrentemente. En instancias seleccionadas, los
polipéptidos de la presente invencién se administraran a pacientes que se sometieron a quimioterapia anteriormente.
En otras instancias, los polipéptidos y el tratamiento quimioterapéutico se administraran sustancialmente de manera
simultanea o concurrente. Por ejemplo, se puede suministrar al paciente el polipéptido mientras recibe un ciclo de
quimioterapia. En instancias preferidas, el polipéptido se administrara después de 1 afo de cualquier agente o
tratamiento. En otras instancias preferidas, el polipéptido se administrara después de 10, 8, 6, 4 0 2 meses de
cualquier agente o tratamiento. En auln otras instancias preferidas, el polipéptido se administrara después de 4, 3, 2
0 1 semana de cualquier agente o tratamiento. En aun otras instancias, el polipéptido se administrara después de 5,
4, 3, 2 o 1 dia de cualquier agente o tratamiento. Se apreciard, ademas, que los dos agentes o tratamientos se
pueden administrar a un paciente después de horas o minutos (es decir, sustancialmente de manera simultanea).

En una instancia, un polipéptido de la invencion se puede administrar como una molécula de &cido nucleico. Las
moléculas de acido nucleico se pueden administrar usando técnicas conocidas en la técnica, que incluyen a través
de un vector, plasmido, liposoma, inyeccion de ADN, electroporacién, pistola génica, inyeccion intravenosa o infusion
en la arteria hepatica. En la técnica se conocen vectores para su uso en terapia génica.

Se apreciara, ademas, que las moléculas de la presente invencion se pueden usar en conjunto o combinaciéon con
un agente o agentes (p. ej., para proporcionar un régimen terapéutico combinado). Los agentes ilustrativos con los
cuales se puede combinar una molécula de la invencion incluyen agentes que representan el tratamiento de
referencia actual para un trastorno particular que se esté tratando. Dichos agentes pueden ser de naturaleza quimica
o bioldgica. El término "biolégico" o "agente bioldgico" se refiere a cualquier agente farmacéuticamente activo hecho
a partir de organismos vivos y/o sus productos que esta previsto para uso como un agente terapéutico.

La cantidad de agente para usar en combinacion con los polipéptidos de la presente invencion puede variar segun el
sujeto o se puede administrar segun lo que se sabe en la técnica. Véase, por ejemplo, Bruce A Chabner et al.,
Antineoplastic Agents, in GOODMAN & GILMAN'S THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS 1233-
1287 ((Joel G. Hardman et al., eds., 9a ed. 1996). En otra instancia, se administra una cantidad de dicho agente
consistente con el tratamiento de referencia.

Segun se describié anteriormente, los polipéptidos de la presente invencion se pueden administrar en una cantidad
farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de trastornos de mamiferos. En este sentido, se apreciara que
la molécula de la invencién se puede formular para facilitar la administracién y promover la estabilidad del agente
activo. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas segun la presente invencién comprenden un portador
farmacéuticamente aceptable, no téxico, estéril tal como disolucion salina fisiolégica, tampones no toxicos,
conservantes y similares. A los efectos de la presente solicitud, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un
polipéptido de la invencién, conjugado o no conjugado con un agente terapéutico, se considerara que significa una
cantidad suficiente para lograr un beneficio, p. €j., para mejorar los sintomas de una enfermedad o trastorno o para
detectar una sustancia o una célula. Es evidente que las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se
pueden administrar en dosis simples o multiples para proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del
polipéptido.
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Los polipéptidos de la invencion tienen muchos usos como reconocera un experto en la técnica, que incluyen, pero
no se limitan a, métodos para tratar a un sujeto con una enfermedad o afeccién. Al mantenerse dentro del alcance
de la presente descripcion, la molécula de la invencién se puede administrar a una humano u otro animal segun los
métodos de tratamiento mencionados anteriormente en una cantidad suficiente para producir un efecto terapéutico o
profilactico. Se entendera que el tipo de trastornos que se pueden tratar depende del resto biolégicamente activo
presente en el polipéptido y los efectos bioldgicos conocidos del resto biolégicamente activo. Dada la naturaleza
modular de los polipéptidos descritos, los expertos en la técnica pueden seleccionar los restos biolégicamente
activos y colocarse en un contigo scFc con un enlazador cscFc segun la invencion reivindicada.

En una instancia, cuando el polipéptido comprende un factor de coagulacion como resto biolégicamente activo, la
descripcion se refiere a un método para tratar a un sujeto que tiene un trastorno hemostatico que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno polipéptido de la invencién.

Los polipéptidos de la invencion que comprenden un factor de coagulacion se pueden usar para tratar o prevenir un
trastorno hemostatico al promover la formacién de un coagulo de fibrina. Los polipéptidos de la invencion se pueden
usar para tratar trastornos hemostaticos, p. €j., los que se sabe que se pueden tratar con el factor de coagulacion
particular presente en el polipéptido. Los trastornos hemostaticos que se pueden tratar mediante la administracion
de la proteina quimérica de la invencion incluyen, pero no se limitan a hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de Von
Willebrand, carencia de factor Xl (carencia de PTA), carencia de Factor XIl, asi como carencias o anomalias
estructurales en fibrindgeno, protrombina, Factor V, Factor VII, Factor X o Factor XIIl.

En una realizacién, el trastorno hemostatico es un trastorno hereditario. En una realizacién, el sujeto tiene hemofilia
A, y los polipéptidos comprenden Factor VIl o Factor Vlla. En otra realizacién, el sujeto tiene hemofilia A y la proteina
quimérica comprende Factor VIl o Factor Vllla. En otra realizacién, el sujeto tiene hemofilia B y la proteina quimérica
comprende Factor X o Factor IXa. En otra realizacién, el sujeto tiene hemofilia B y los polipéptidos comprenden
Factor VIl o Factor Vllla. En otra realizacion, el sujeto tiene anticuerpos inhibidores para el Factor VIl o Factor Vlla'y
los polipéptidos comprenden el Factor VIl o Factor Vlla. En adn otra realizacion, el sujeto tiene anticuerpos
inhibidores contra el Factor IX o Factor 1Xa y los polipéptidos comprenden el Factor VIl o Factor Vlla.

Los polipéptidos de la invencion se pueden usar para tratar profilacticamente a un sujeto con un trastorno
hemostético. Los polipéptidos de la invencion se pueden usar para tratar un episodio hemorragico agudo en un
sujeto con un trastorno hemostatico.

En una realizacion, el trastorno hemostatico es el resultado de una carencia de un factor de coagulacion, p. ej.,
Factor IX, Factor VIIl. En otra realizacion, el trastorno hemostatico puede ser el resultado de un factor de
coagulacién defectuoso.

En otra realizacion, el trastorno hemostatico puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar
de una enfermedad o afeccion secundaria subyacente. La afecciéon no relacionada puede ser, por ejemplo, pero sin
limitarse a, cancer, una enfermedad autoinmunitaria o un embarazo. El trastorno adquirido puede resultar del
envejecimiento o de un medicamento para tratar un trastorno secundario subyacente (p. ej., quimioterapia para
cancer).

La descripcién también se refiere a métodos para tratar a un sujeto que no tiene un trastorno hemostatico ni una
enfermedad o afeccion secundaria que resulta en la adquisicidon de un trastorno hemostatico. Por lo tanto, la
descripcion se refiere a un método para tratar a un sujeto que necesita un agente hemostatico general que
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno polipéptido de la invencién. Por
ejemplo, en una instancia, el sujeto que necesita un agente hemostatico general se estd sometiendo o esta a punto
de someterse a una cirugia. Los polipéptidos de la invencion se pueden administrar antes o después de la cirugia
como un profilactico. Los polipéptidos de la invenciéon se pueden administrar durante o después de la cirugia para
controlar un episodio hemorragico agudo. La cirugia puede incluir, pero no se limita a, trasplante de higado,
extirpacion de higado o trasplante de célula madre.

En otra instancia, los polipéptidos de la invenciéon se pueden usar para tratar a un sujeto que padece un episodio
hemorragico agudo que no tiene un trastorno hemostatico. El episodio hemorragico agudo puede resultar de un
traumatismo grave, p. €j., cirugia, accidente automovilistico, herida, laceracion por arma de fuego o cualquier otro
evento traumatico que resulta en una hemorragia descontrolada.

La presente invencién se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se deben interpretar como
limitantes.

Ejemplos

A lo largo de los ejemplos, se usaron los siguientes materiales y métodos a menos que se indique de cualquier otra
manera.

Ejemplo 1: Clonacion de pSYN-FVII-024
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La secuencia codificante de FVIlI se obtuvo mediante transcripcion inversa acoplada a reaccién en cadena de la
polimerasa a partir de una biblioteca de ARNm de higado humano (Ambion, Austin, Texas) usando los siguientes
cebadores:

FVII-F1
GGGAATGTCAACAGGCAGGG (SEQ ID NO: 41)
FVII-R1
CTTGGCTTTCTCTCCACAGGC (SEQ ID NO:42)

Se llevo a cabo una reaccién de 50 pl con 10 pmol de cada cebador usando la RT-PCR Superscript One-step con el
sistema Platinum Tagq (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) segun el protocolo estandar del fabricante en un termociclador MJ.
El ciclo usado fue 50 °C durante 30 minutos para la transcripcién inversa con posterior desnaturalizacion a 94 °C
durante 2 minutos y 30 ciclos de (94 °C 30 segundos, 53 °C 30 segundos, 72 °C 90 segundos) posteriormente 10
minutos a 72 °C. El tamafio de banda esperado (~1400 bp) se purificé en gel con kit de Gel Extraction (Qiagen,
Valencia, Calif.) y se cloné en pCR2.1 TOPO usando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) para
producir el plasmido intermediario pSYN-FVII-001. Para construir un plasmido para la expresion de un heterodimero
de FVII-Fc y Fc de dos cadenas, la secuencia codificante de FVII se amplifico por PCR usando los siguientes
cebadores:

Hindlll-Kozak-FVII-F
CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG (SEQ ID NO: 43)
Bspel-Fc-FVII-R
CGACTCCGGAGCTGGGCACGGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCGGGAAATG
GGGCTCGCAGG (SEQ ID NO: 44)

El cebador directo Hmdlll-Kozak-FVII-F agrega un sitio de restriccion Hindlll seguido por una secuencia Kozak
inmediatamente antes de la regién codificante de FVII. El cebador inverso Bspel-Fc-FVII-R agrega un fragmento de
la region constante de IgG1 (la region Fc) que comprende los aminoacidos 221-233 (numeracion UE). Este proceso
también incorpora un sitio de restriccién BspEl en los aminoacidos 231-233 usando la degeneracién del codigo
genético para conservar la secuencia de aminodacidos correcta (numeracion UE). Se llevo a cabo una reaccion de 50
ul con 15 pmol de cada cebador y la plantila pSYN-FVII-001 usando el sistema Platinum Pfx DNA Polymerase
segun el protocolo del fabricante en un MJ Thermocycler usando los siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de
(95 °C 15 segundos, 49 °C 30 segundos, 68 °C 90 segundos); 68 °C 10 minutos. El plasmido pSYN-FIX-027 (pBUD
FIXFc/Fc) se digirié con Hindlll y BspEl y la banda del tamafio esperado para el vector (aproximadamente 5800 bp)
se retird por purificacion del inserto de FIX (tamafio de banda esperado de aproximadamente 1480 bp) con un kit Gel
Extraction (Qiagen, Valencia, Calif.). A continuacién, la secuencia de FVII amplificada por PCR se subcloné en los
sitios Hindlll y EcoRlI del vector derivados de pSYN-FIX-027 después de retirar el inserto de FIX. Esto gener6 pSYN-
FVII-002 (pBUD FVIIFc/Fc). A continuacién, se agreg6 un enlazador polipeptidico (GGGGS)sx entre las secuencias
codificantes de FVII y la region Fc en pSYN-FVII-002 usando los siguientes cebadores:

FVll-enlazador-F:

CATCCCCAGCACGTACGTCC (SEQ ID NO: 45)

FVIl-enlazador-R:
GGGCATGTGTGAGTTTTGTCTGATCCCCCGCCACCGGAACCTCCACCGCCT
GATCCACCCCCACCTGATCCGCCGCCACCGGACCCACCTCCGCCGGAGCC
ACCGCCACCGGGAAATGGGGCTCGCAGGAGG (SEQ ID NO: 46)
Fc-enlazador-F:

GACAAAACTCACACATGCCCACC (SEQ ID NO: 47)

Fc-enlazador-R:

GCAGAATTCTCATTTACCCGGAG (SEQ ID NO: 48)

Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR de 12 pl con 12 pmol de FVIl-enlazador-F y FVIl-enlazador-R (reaccion 1)
o0 Fc-enlazador-F y Fc-enlazador-R (reaccién 2) usando el Expand High Fidelity System (Boehringer Mannheim,
Indianapolis, Ind.) segun el protocolo estandar del fabricante en un MJ Thermocycler. La primera y segunda
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reacciones se llevaron a cabo con 1 pg de pSYN-FVII-002 como plantilla usando el siguiente ciclo: 94 °C 2 minutos;
14 ciclos de (94 °C 30 segundos, 55 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos); 72 °C 10 minutos. Las bandas del tamaro
esperado (532 bp para la reaccion 1 y 670 bp para la reaccién 2) se purificaron en gel con un kit Gel Extraction
(Qiagen, Valencia, Calif.), después se combinaron en una reaccion PCR con 25 pmol de FVIll-enlazador-F y Fc-
enlazador-R como antes, pero con 30 pasadas de amplificacion. La banda del tamafo esperado (aproximadamente
1200 bp) se purificd en gel con un kit Gel Extraction (Qiagen, Valencia, Calif.) y se digirié con las enzimas de
restriccion Kpnl y EcoRl. La banda del tamafo esperado (920 bp) se purificé en gel como antes y se clon6 en los
sitios Kpnl/EcoRI de pSYN-FVII-002 para generar pSYN-FVII-003 (pBUD FVIIFc/6x(GGGGS) (SEQ ID NO: 36)/Fc).

Clonacién de pSYN-FVII-024 para expresar un heterodimero de dos cadenas

Se generd el plasmido (pSYN-FVII-024) para la expresién de un heterodimero de dos cadenas donde una cadena
consiste en la cadena ligera de FVII (residuos 1-152) seguida por un enlazador (GGGGS)sx (SEQ ID NO: 36)
seguido por la regién Fc, mientas que la otra cadena contiene una cadena pesada de FVII (residuos 153 a 406)
seguida por un enlazador (GGGGS)sx (SEQ ID NO: 36) seguido por la regién Fc. El plasmido se disefidé para
expresar el heterodimero como un polipéptido simple donde el extremo C de la cadena de cadena pesada de FVII-
enlazador-Fc esta conectado con el extremo N de la cadena de cadena pesada-enlazador-Fc mediante la siguiente
secuencia polipeptidica: RRRRS-(GGGGS)sx-RKRRKR (SEQ ID NO: 50), donde las secuencias RRRRS (SEQ ID
NO: 38) y RKRRKR (SEQ ID NO: 39) son sitios de escision por proproteina convertasa. La escision intracelular
mediante proproteina convertasas después de la dltima Arg en cada sitio de escisiébn puede resultar en la
eliminacion del enlazador polipeptidico. En consecuencia, las células expresaran un heterodimero de 2 cadenas
donde la cadena de cadena ligera de FVIl-enlazador-Fc tiene una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38) en el extremo
C, pero el resto del enlazador y la secuencia RKRRKR (SEQ ID NO: 39) se han retirado de cualquier otra manera.
La construccion de pSYN-FVII-024 y diversos plasmidos intermediarios requiere el uso de los siguientes cebadores:

Hindlll-Sall-BpEI-Fc-F

AGTCAAGCTTGTCGACTCCGGAACTCCTGGGCGGACC (SEQ ID NO: 51)
BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-R
CATCGGATCCCCCGCCACCGGAACCTCCACCGCCTGATCCACCCCCACCT
GATCCGCCGCCACCGCTCCGGCGGCGCCGTTTACCCGGAGACAGGGAGAG
G (SEQ ID NO: 52)

Hmdlll-Kozak-FVII-F
CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG (SEQ ID NO: 43)
BspEl-Fc-enlazador-FVIILC-R
GAGTTCCGGAGCTGGGCACGGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCTGATCCCCC
GCCACCGGAACCTCCACCGCCTGATCCACCCCCACCTGATCCGCCGCCAC
CGGACCCACCTCCGCCGGAGCCACCGCCACCTCGGCCTTGGGGTTTGCTG
G (SEQ ID NO: 53)

BamHI-2xenlac-pace-HC-F
CAGTCTGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGGGGTGGATCAAGGAAGA
GGAGGAAGAGGATTGTGGGGGGCAAGGTGTGCC (SEQ ID NO: 54)
Fc-EcoRI-R

ATGTCTGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGG (SEQ ID NO: 55)

Para generar el primer plasmido intermediario, se llevd a cabo una reaccién PCR con 25 pmol de los cebadores
Hindlll-Sall-BpEI-Fc-F y BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-R y la plantilla pSYN-Fc-001 usando el Expand High Fidelity
System (Boehringer Mannheim, Indianapolis, Ind.) segun el protocolo estandar del fabricante en un MJ Thermocycler.
Se usaron los siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos y 72 °C 1
minuto); 72 °C 10 minutos. La banda de tamafo correcto (aproximadamente 730 bp) se purific6 en gel como
anteriormente y se cloné en los sitios Hindlll/BamHI del vector pBUDCE4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.), generando
pSYN-FVII-014. La amplificacion por PCR con los cebadores Hindlll-Sall-BpEl-Fc-F y BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-
R generé un fragmento de ADN que codifica una porcién de la region Fc (Amino A X-Y) seguida por una secuencia
RRRRS (SEQ ID NO: 38) y el enlazador polipeptidico (GGGGS)2x (SEQ ID NO: 29). El cebador HindllI-Sall-BpEl-Fc-
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F introduce un sitio de restriccion Hindlll y Sall en el extremo hacia 5' de la molécula, mientras que el cebador
BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-R introduce un BamHI en el extremo hacia 3' que se superpone con los codones que
codifican los ultimos 2 residuos del enlazador GGGGS (SEQ ID NO: 56) (residuos GS con codones GGA TCC)

A continuacion, se llevo a cabo otra reaccion PCR como anteriormente con los cebadores Hindlll-Kozak-FVII-F y
BspEl-Fc-enlazador-FVIILC-R y la plantilla pSYN-FVII-002 usando las mismas condiciones descritas para la
clonacion de pSYN-FVII-014, pero con una temperatura de apareamiento de 57 °C. La banda del tamafo esperado
(aproximadamente 700 bp) se purificd en gel y se clond en los sitios Hindlll y BspEl de pSYN-FVII-014 para generar
pSYN-FVII-023. Los cebadores Hindlll-Kozak-FVII-F y BspEl-Fc-enlazador-FVIILC-R amplificaron un fragmento de
ADN que codifica la cadena ligera de FVII seguida por un enlazador polipeptidico (GGGGS)ex (SEQ ID NO: 36) y una
porcién de la region Fc hasta el aminoacido 232 (numeracién UE). El cebador Hmdlll-Kozak-FVII-F introduce un sitio
de restriccion Hindlll en el extremo hacia 5' de la molécula seguido por una secuencia Kozak mientras que el
cebador BspEl-Fc-enlazador-FVIILC-R agrega un sitio Bspel en el extremo hacia 3' de la molécula.

En la etapa final, se llevé a cabo una reaccion PCR como anteriormente con los cebadores BamHI-2xenlac-pace-
HC-F y Fc-EcoRI-R y la plantilla pSYN-FVII-003 con los siguientes ciclos: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30
segundos, 55 °C 30 segundos y 72 °C 2 minutos); 72 °C 7 minutos. Esta reaccién PCR generd una molécula de
ADN que codifica un enlazador polipeptidico (GGGGS)2« (SEQ ID NO: 29) seguido por una secuencia RKRRKR
(SEQ ID NO: 39) seguida por la cadena pesada de FVII. Los cebadores BamHI-2xenlac-pace-HC-F y Fc-EcoRI-R
introducen un sitio BamHI y un sitio EcoRI en los extremos hacia 5' y 3' de la molécula, respectivamente. La banda
del tamano esperado (aproximadamente 1600 bp) se clond en los sitios BamHI y EcoRI de pSYN-FVII-023 para
generar pSYN-FVII-024. La estructura final de traduccion de pSYN-FVII-024 se ilustra en la Figura 1B.

Ejemplo 2. Construcciones heterodiméricas que comprenden FIX-Fc
Clonacién de pSYN-FIX-044

El plasmido pSYN-FIX-044 se construyd para la expresién de un heterodimero de FIX-Fc y Fc de 2 cadenas
producido en la célula como una proteina de cadena simple donde la regién de ADN codificante de FIX-Fc se enlaza
con la segunda region codificante Fc mediante un fragmento de ADN que codifica la siguiente secuencia
polipeptidica: RRRRS-(GGGGS)4-RRRR (SEQ ID NO: 57), donde la secuencia RRRR (SEQ ID NO: 40) es un sitio
de escision por proproteina convertasa. Las proproteina convertasas después escinden hacia 5' de la ultima Arg en
las secuencias RRRRS (SEQ ID NO: 38) y RRRR (SEQ ID NO: 40) intracelularmente. En consecuencia, las células
expresan un heterodimero FIX-Fc/Fc de 2 cadenas donde la cadena de FIX-Fc tiene una secuencia RRRRS (SEQ
ID NO: 38) en el extremo C, pero el resto del enlazador y la secuencia RRRR (SEQ ID NO: 40) hacia 3' se han
retirado de cualquier otra manera. Con este fin, la sintesis de un fragmento de ADN (Genscript-FIX-044) se terceriz6
(Genscript, Piscataway, NJ). Este fragmento consistia en una secuencia de ADN que codifica una porcion de la
regién Fc de los residuos 231-447 (numeracion UE) seguida por una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38) seguida
por el enlazador polipeptidico (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6) y una secuencia RRRR (SEQ ID NO: 40) antes de otra
porcién de la region Fc (residuos 221-230, numeracion UE). La regién de ADN que codifica los residuos 231-233 de
la regién Fc en 5' de la molécula se superpone con el sitio BspEl, mientras que la regiéon que codifica los residuos
236-238 de la regién Fc en 3' de la molécula incluye un sitio de restriccion Rsrll. Se diseid Genscript-FIX-044 para
que el sitio Rsrll de la region Fc hacia 5' y el sitio BspEl de la regién Fc hacia 3' se retiraran usando la degeneracién
del cédigo genético para conservar la secuencia de aminoacidos correcta. Se escindié6 Genscript-FIX-044 con las
enzimas de restriccion BspEl y Rsrll y se clon6 en los mismos sitios de pSYN-FIX-029 para generar pSYN-FIX-044.
La estructura final de traduccion de pSYN-FIX-044 se ilustra en la Figura 1B.

Ejemplo 3. Construcciones heterodiméricas que comprenden FVII-Fc y MB9-Fc
Clonacién de pSYN-FVII-027

El plasmido (pSYN-FVII-027) se generé para la expresion del heterodimero FVII-Fc y MB9-Fc, donde MB9 es un
scFv que se mostré anteriormente que se unia al receptor GPlIb/llla en plaquetas activadas. La proteina de pSYN-
FVII-027 se expresd en la célula como un polipéptido simple donde el extremo C de la subunidad FVII-Fc esta
enlazado con el extremo N de la subunidad MB9-Fc mediante un enlazador polipeptidico (GGGGS)sx (SEQ ID NO:
36). Ademas, las secuencias RRRRS (SEQ ID NO: 38) y RKRRKR (SEQ ID NO: 39) se insertaron en los extremos 5'
y 3' del enlazador polipeptidico, respectivamente, para la escision intracelular mediante proproteina convertasas
después de la ultima Arg en cada secuencia. En consecuencia, las células expresaran un heterodimero FVII-
Fc/MB9-Fc de 2 cadenas donde la cadena de FVII-Fc tiene una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38) en el extremo C,
pero el resto del enlazador y la secuencia RKRRKR (SEQ ID NO: 39) se han retirado de cualquier otra manera.

Como una primera etapa se generé una serie de plasmidos intermediarios usando los siguientes cebadores:
Hindlll-Sall-BpsEl-Fc-F

AGTCAAGCTTGTCGACTCCGGAACTCCTGGGCGGACC (SEQ ID NO: 51)

BamHI-enlazador-Fc-R
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CATCGGATCCCCCGCCACCGGAACCTCCACCGCCTGATCCACCCCCACCT
GATCCGCCGCCACCTTTACCCGGAGACAGGGAGAGG (SEQ ID NO: 58)
Bcll-Fe-F

CAGTCTTGATCAGACAAAACTCACACATGCCCACC (SEQ ID NO: 59)
scFc-EcoRI-R

ACTGACGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAG (SEQ ID NO: 60)
Hmdlll-Kozak-FVII-F:
CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG (SEQ ID NO: 43)
FVII-HC-BspEI-R:
AGGAGTTCCGGAGCTGGGCACGGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCGGATCC
CCCGCCACCGGAACCTCCACCGCCTGATCCACCCCCACCTGATCCGCCGC
CACCGGACCCACCTCCGCCGGAGCCACCGCCACCGGGAAATGGGGCTCGC
AGGAGG (SEQ ID NO: 61)

Se llevé a cabo una reaccién PCR de 50 ul con 25 pmol de HindllI-Sall-BpEl-Fc-F y BamHI-enlazador-Fc-R y la
plantilla pSYN-Fc-001 usando el siguiente ciclo: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30 segundos, 54 °C 30
segundos, 72 °C 1 minuto). La banda del tamafo esperado (~700 bp) se purificd en gel con un kit Gel Extraction
(Qiagen, Valencia, Calif.) y se clon6 en los sitios de restriccién Hindlll y BamHI de pBUDCE4 (Invitrogen, Carlsbad,
Calif.) para generar el intermediario pSYN-FVII-007. Los cebadores Hindlll-Sall-BpEI-Fc-F y BamHI-enlazador-Fc-R
amplifica la region Fc comenzando en el aminoacido 221 (numeracion UE) y agregan un Hindlll y un sitio de enzima
de restriccién Sall inmediatamente antes de la region Fc de sitio, asi como un fragmento de ADN que codifican un
enlazador (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6) seguido por un sitio BamHI inmediatamente después de la region codificante
Fc. A continuacion, se llevé a cabo una reaccion de 50 ul con 25 pmol de Bcll-Fc-F y scFc-EcoRI-R y la plantilla
pSYN-Fc-011 usando los mismos ciclos que anteriormente. La banda de tamario esperando (~700 bp) se purificd en
gel como anteriormente, se cort6 con enzimas de restriccion BamHI y EcoRl, y se cloné en los sitios de restriccion
Bcll/EcoRI de pSYN-FVII-007 para generar el plasmido intermediario pSYN-FVII-008. El par de cebadores Bcll-Fc-F
y scFc-EcoRI-R amplifica la region Fc mientras agrega los sitios de restriccion Bcll y EcoRl inmediatamente antes y
después de la region codificante Fc, respectivamente. Para generar el dltimo plasmido intermediario, se llevé a cabo
una reaccién PCR de 50 ul con 25 pmol de Hindlll-Kozak-FVII-F y FVII-HC-BspEI-R y la plantilla pSYN-FVII-001
usando el siguiente ciclo: 95 °C 2 minutos; 30 ciclos de (95 °C 30 segundos, 55 °C 30 segundos, 72 °C 90
segundos). El par de cebadores amplifica la region codificante de FVII mientras agrega un fragmento de ADN en el
extremo hacia 3' de la molécula que codifica un enlazador polipeptidico (GGGGS)sx (SEQ ID NO: 36) seguido por un
fragmento de la region Fc que termina en el aminoacido 221 (numeracién UE). El cebador Hindlll-Kozak-FVII-F
genera un sitio de restriccion Hindlll en el extremo hacia 5' de la molécula seguido por una secuencia Kozak
directamente antes de la region codificante de FVII. El cebador FVII-HC-BspEI-R introduce ADN que codifica el
enlazador polipeptidico, asi como la porcion Fc. La banda del tamafo esperado (~1500 bp) se purificé en gel como
anteriormente y se clon6 en los sitios Hindll/BspEIl de pSYN-FVII-008 para generar pSYN-FVII-011.

A continuacion, se sintetizaron 2 fragmentos de ADN: Genescript-FVII-027-1 y Genscript-FVII-026-2. Genescript-
FVII-027-1 consiste en un fragmento de ADN que codifica una porciéon de la region Fc (que comienza en el
nucleétido 1306, numeracién UE) seguida por la secuencia RRRRS-(GGGGS)sx-RKRRKR (SEQ ID NO: 50) seguida
por una porcién de MB9 scFv (los residuos 1-142). Un sitio EcoRlI se introdujo en la secuencia codificante de MB9
usando la degeneracién del codigo genético para conservar la secuencia de aminoacidos adecuada y se superpone
con las Ultimas 6 bases de Genescript-FVII-027-1. Ademas, las primeras 6 bases en 5' incluyen un sitio Sapl que se
encuentra dentro de la region Fc. Genescript-FVII-026-2 consiste en un fragmento de ADN que codifica una porcién
de MB9 (residuos 143-273) seguida por el enlazador polipeptidico (GGGGS)sx (SEQ ID NO: 36) seguido por la
region Fc y un sitio EcoRI. Un sitio EcoRI se introdujo en la secuencia codificante de MB9 usando la degeneracion
del codigo genético para conservar la secuencia de aminoacidos adecuada y se superpone con las primeras 6 bases
de Genescript-FVII-026-2.

Genescript-FVII-027-1 se clon6 en los sitios Sapl y EcoRl de pSYN-FVII-011 para generar pSYN-FVII-036. A
continuacion, se clon6 Genescript-FVII-026-2 en el sitio EcoRIl de pSYN-FVII-036 para generar pSYN-FVII-027. El
sentido correcto de la ultima etapa de clonacién se confirmd mediante andlisis con enzima de restriccion y
secuenciacion de ADN. La estructura final de traduccién de pSYN-FVII-027 se ilustra en la Figura 1B.

Ejemplo 4. Transfecciones transitorias de células
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Las células HEK-293-F se cultivaron en suspension en medios Freestyle (Invitrogen) complementado con vitamina
K3 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) hasta 2 pg/litro (medios de cultivo) como células en suspension a 37 °C/CO- al
10 %. Las células se subcultivaron cada tres a cuatro dias mediante sembrado a una densidad celular de 5x10°
células/ml.

Veinticuatro horas antes de la transfeccion, las células se sembraron a una densidad de 7x10° células/ml en medios
de cultivo complementados con LONG™RS3IGF-1 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) hasta 20 ug/litro (medios de
transfeccion). El dia de la transfeccidn, se produjo una disolucién de transfeccién con un volumen igual a 5 % del
volumen total del cultivo celular a transfectar. En la disolucion de transfeccion se agregé ADN (concentracion final de
20 mg/L) a una disolucion recientemente producida de PEI (60 mg/L) en medios de transfeccién. La disolucion se
agité durante 30 segundos y se incubd durante cinco minutos a temperatura ambiente antes de agregarla
directamente al cultivo celular. Cuatro horas después se agreg6 a las células un volumen igual al volumen del cultivo
celular de OptiCHO (Invitrogen) complementado con vitamina K3 (cuando se transfectaron las construcciones de FIX
o FVII)(LONG™R3IGF-1 y 200 mM de L-glutamina. El cultivo celular se dej6 crecer como se mostré anteriormente y
se tomaron diariamente muestras de medios para evaluar la expresion proteica.

Ejemplo 5. Analisis de proteina generado a partir de transfecciones transitorias

Para el andlisis de proteina a partir de transfecciones transitorias, los medios acondicionados a partir de las
transfecciones se sometieron a inmunoprecipitacién de proteina A. En resumen, el sobrenadante del cultivo celular
se mezclé con aproximadamente 50 ul de suspension de proteina A-Sepharose al 50 % y se incubd a 4 °C con
agitacion durante 1 hora, a continuacion, se centrifugd para aglomerar las perlas de proteina A. Las perlas se
lavaron dos veces al resuspenderlas en 1 ml de PBS, agitarlas y aspirarlas. Las perlas se resuspendieron con
electroforesis en gel de dodecilsulfato sédico-poliacrilamida (SDS-PAGE) en condiciones reductoras o no reductoras,
se calentaron durante 5 minutos a 100 °C, se agitaron y cargaron sobre geles de SDS-PAGE y se analizaron segun
los protocolos estandares. Los geles se transfiieron a membranas de nitrocelulosa y se llevaron a cabo
transferencias Western para detectar la regién Fc o la cadena ligera de FVII. Para la detecciéon de Fc, se us6 un
anticuerpo anti-lgG humana de cabra (especifico para Fc) conjugado con peroxidasa de rdbano picante (anticuerpo
de Pierce ImmunoPure, n.° de catalogo 31413). Para la deteccion de la cadena ligera de FVII, se us6 un anticuerpo
monoclonal anticadena ligera (Green Mountain, clon 6MA-219). Los anticuerpos se diluyeron 1:15.000 (para la
deteccion de Fc) o 1:200 (para la deteccién de la cadena ligera) en PBST (PBS con Tween-20 al 0,1 %) con leche
desnatada seca al 5 % y se incubaron con la membrana durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacion, la
membrana se lavd en PBST 3 veces durante 10 minutos y se detectd la sefial mediante un método
quimioluminiscente para la deteccién de Fc. Para la deteccion de la cadena ligera de FVII, la membrana se incubé
adicionalmente durante una hora en una disolucién que contenia anticuerpo anti-raton de cabra etiquetado con HRP
(Southern Biotech, n.° 1010-05) diluido 1:5000 en PBST. La membrana también se lavo en PBST 3 veces durante 10
minutos y se detecto la sefal mediante un método quimioluminiscente. La deteccién quimioluminiscente se llevé a
cabo usando ECL Plus Western Blotting Detection System (n.° de catalogo de Amersham Biosciences RPN2132)
segun el protocolo del fabricante. La sefial se visualizé en un Storm 840 Phosphorimager (Molecular Devices).
Alternativamente, los geles de proteina se podrian haber analizado mediante tincién con Coomassie Blue.

Ejemplo 6. La generacion de construcciones que comprenden sitios de procesamiento alternativos

Clonacién del intermediario pSYN-FIX-056: La sintesis del fragmento de ADN Genscript-FVII-043 se tercerizo
(Genscript). Este fragmento consistia en una molécula de ADN que codifica una porcion de la region Fc (residuos
232 a 447, numeracion UE) seguida por un enlazador polipeptidico (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6) y otra porcién de la
region Fc (residuos 221 a 238, numeracion UE). Este fragmento de ADN se digirié con BspEl y Rsrll y se subcloné
en los sitios BspEl/Rsrll de pSYN-FIX-044 para generar pSYN-FIX-049. El fragmento Hindll|/EcoRI de pSYN-FIX-
049 que comprende la regién codificante de FIX seguido por la regién codificante de Fc de cadena simple se
subcloné en los sitios Hindll|[/EcoRI de pBUDCE4.1 (Invitrogen) para generar pSYN-FIX-056.

Clonacién de pSYN-FIX-050, -052 y -053: La sintesis de los fragmentos de ADN Genscript-FIX-050, -052, -053 se
tercerizod (Genscript). Estos fragmentos comprenden una porcién de la regiéon Fc (desde el sitio Sall en pSYN-FIX-
056), una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38), un polipéptido (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6), un sitio de escision por
propéptido convertasa variable y una porcién de la region Fc (hasta el Rsrll en la segunda Fc de pSYN-FIX-056).
Cada fragmento de ADN codifica un sitio de escision por propéptido convertasa variable diferente: genscript-FIX-050,
RAGR; genscript-FIX-052 RSKR; y genscript-FIX-053, RKRRKR (SEQ ID NO: 39) (por lo tanto, son idénticos a 044
con la excepcion de estas secuencias; 044 comprende el sitio RRRR(SEQ ID NO: 40)). Los fragmentos Sall/Rsrll de
Genscript-FIX-050, -052 y -053 se subclonaron en los sitios Sall/Rsrll de pSYN-FIX-056 para generar pSYN-FIX--
050, -052 y -053, respectivamente.

Ejemplo 7: Construcciones de FIXFc con enlazador cscFc

Se produjo la construccién FIX-044 (Figura 3A) que comprenden una molécula de FIX seguida por una region Fc con
un enlazador cscFc que conecta ambos restos Fc segun se describe en la Figura 3A. La Figura 3B muestra los
datos de transferencia western (western de Fc) para FIX-044 después de la transfeccién y la precipitacion de la
proteina A. FIX-044 se cotransfecté con Kex2, PC7, PACE o PC5.
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Clonacion de PC5

La secuencia de clonacion para PC5 humano se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los siguientes cebadores (las areas
que se aparean con el ADNc se indican en negrita):

Cebadores SEQID NO Secuencias

PC5-Kpnl-F: 5-ATCTACACCATCTCCATCAGCAGC-3'

PC5 Notl-R: 5'-AAGGCGGCCGCTCAGCCTTGAAATGTACATGTTTTGC-3'
PC5-UTR-F: 5-AGCGAGGGAGCAGCGAGG-3'

PC5-Hindlll-R: 5-GGTAGTTGACATGGCGGTTGG-3'

PC5-Af12-F: 5'-CAGCGACTTAAGCCACCATGGGCTGGGGGAGCCG-3'
PC5-Kpnl-R: 5-GTAGGTTGTGGCCAGCGTGG-3'

La secuencia codificante para PC5 humano (n.° de acceso de GenBank NM-006200) se obtuvo en dos partes. Los
~1750 bp hacia 3' se obtuvieron usando los cebadores PC5-Kpnl-F y PC5-Notl-R con RT-PCR de Invitrogen
SUPERSCRIPT™ con el kit PLATINUM™ Taq segun el protocolo estandar del fabricante, a partir de ARNm de
higado humano. El ciclo que se usé para la transcripcion inversa fue de 30 min a 50 °C seguido por
desnaturalizacion a 94 °C durante 2 min y 35 ciclos de 94 °C durante 15 seg, 54 °C durante 30 seg, 72 °C durante 3
min, seguido por extensiéon de 10 min a 72 °C y después almacenamiento a 4 °C. Esto produjo un fragmento del sitio
Kpnl interno en la secuencia codificante de PC5 a través del coddn de terminacion, con un sitio Notl agregado en el
extremo 3'. Este fragmento a continuacion se cloné en pCR2.1 TOPO segun el protocolo del fabricante para generar
pSYN-PC5-001 (pCR2.1/PC5 (Kpnl-Notl)). A continuacién, este fragmento se subcloné en pcDNA3.1/hygro usando
los sitios de restriccion Kpnl y Notl para generar pSYN-PC5-002 (pcDNA3.1/hygro/PC5 (Kpnl-Notl)).

Los ~1100 bp hacia 5' de PC5 se obtuvieron en dos etapas. Primero se amplific6 mediante RT-PCR usando los
cebadores PC5-UTR-F y PC5-HindllI-R para amplificar un fragmento de ~1520 bp del ARNm de higado humano,
usando condiciones similares a las anteriores, con una temperatura de apareamiento de 57 °C. Estos cebadores
tienen homologia completa con la secuencia de PC5 natural, en la secuencia hacia 5' y la secuencia hacia 3' no
traducida desde el sitio Hindlll interno Unico, respectivamente. Cabe sefalar que este sitio Hindlll no esta presente
en la construccion final debido a una sustitucion de nucleétido silenciosa. Este fragmento de ADN a continuacién se
purificé en gel y se us6 como plantilla para una segunda reaccién PCR con PC5-Afl2-F, que agrega un sitio de
clonacion Aflll seguido por una secuencia Kozak a la secuencia codificante en el extremo N hacia el extremo 5' y
PC5-Kpnl-R, que se aparea hacia 3' con el sitio Kpnl interno Unico, para generar un fragmento de ~1100 bp. La
reaccion se llevé a cabo con el EXPAND™ High Fidelity Sistema segun el protocolo estandar del fabricante en un
MJ Thermocycler usando los siguientes ciclos: 94 °C, 2 min; 14 ciclos de (94 °C, 30 seg, 57 °C, 30 seg, 72 °C, 2 min),
seguido por 72 °C, 10 min. A continuacion, este fragmento se subclondé en pSYN-PC5-002 usando los sitios de
restriccion Aflll y Kpnl para generar pSYN-PC5-003 (pcDNA3.1/hygro/PC5).
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atgggctggg ggagccgctg ctgctgccecg ggacgtttgg acctgctgtg
cgtgctggeg ctgctcgggg gctgcctgcet cccecgtgtgt cggacgcgcg
tctacaccaa ccactgggca gtcaaaatcg ccgggggcett cccggaggcc
aaccgtatcg ccagcaagta cggattcatc aacataggac agataggggce
cctgaaggac tactaccact tctaccatag caggacgatt aaaaggtcag
ttatctcgag cagagggacc cacagtttca tttcaatgga accaaaggtg
gaatggatcc aacagcaagt ggtaaaaaag cggacaaaga gggattatga
cttcagtcgt gcccagtcta cctatttcaa tgatcccaag tggcccagta
tgtggtatat gcactgcagt gacaatacac atccctgcca gtctgacatg
aatatcgaag gagcctggaa gagaggctac acgggaaaga acattgtggt
cactatcctg gatgacggaa ttgagagaac ccatccagat ctgatgcaaa
actacgatgce tctggcaagt tgcgacgtga atgggaatga cttggaccca
atgcctcgtt atgatgcaag caacgagaac aagcatggga ctcgctgtge
tggagaagtg gcagccgcetg caaacaattc gcactgcaca gtcggaattg
ctttcaacgce caagatcgga ggagtgcgaa tgctggacgg agatgtcacg
gacatggttg aagcaaaatc agttagcttc aacccccagc acgtgcacat
ttacagcgcc agctggggcc cggatgatga tggcaagact gtggacggac
cagcccccect cacccggcaa gcctttgaaa acggcgttag aatggggcgg
agaggcctcg gctctgtgtt tgtttgggca tctggaaatg gtggaaggag
caaagaccac tgctcctgtyg atggctacac caacagcatc tacaccatct
ccatcagcag cactgcagaa agcggaaaga aaccttggta cctggaagag
tgttcatcca cgctggeccac aacctacagc agcggggagt cctacgataa
gaaaatcatc actacagatc tgaggcagcg ttgcacggac aaccacactg
ggacgtcagc ctcagccccc atggctgcag gcatcattgc gctggcecctg
gaagccaatc cgtttctgac ctggagagac gtacagcatg ttattgtcag
gacttcccgt gcgggacatt tgaacgctaa tgactggaaa accaatgctg
ctggttttaa ggtgagccat ctttatggat ttggactgat ggacgcagaa
gccatggtga tggaggcaga gaagtggacc accgttcccc ggcagcacgt
gtgtgtggag agcacagacc gacaaatcaa gacaatccgc cctaacagtg
cagtgcgctc catctacaaa gcctcaggcet gctcagataa ccccaaccgce
catgtcaact acctggagca cgtcgttgtg cgcatcacca tcacccaccc
caggagagga gacctggcca tctacctgac ctcgccctcet ggaactaggt
ctcagectttt ggccaacagg ctatttgatc actccatgga aggattcaaa
aactgggagt tcatgacoat tcattgctgg ggagaaagag ctgctggtga
ctgggtcctt gaagtttatg atactccctc tcagctaagg aactttaaga
ctccaggtaa attgaaagaa tggtctttgg tcctcectacgg cacctcecgtg
cagccatatt caccaaccaa tgaatttccg aaagtggaac ggttccgceta
tagccgagtt gaagacccca cagacgacta tggcacagag gattatgcag
gtccectgcega ccctgagtge agtgaggttg gctgtgacgg gccaggacca
gaccactgca atgactgttt gcactactac tacaagctga aaaacaatac
caggatctgt gtctccagct gccccectgg ccactaccac gccgacaaga
agcgctgcag gaagtgtgcc cccaactgtg agtcctgcectt tgggagccat
ggtgaccaat gcatgtcctg caaatatgga tactttctga atgaagaaac
caacagctgt gttactcact gccctgatgg gtcatatcag gataccaaga
aaaatctttg ccggaaatgce agtgaaaact gcaagacatg tactgaattc
cataactgta cagaatgtag ggatgggtta agcctgcagg gatcccggtg
ctctgtctece tgtgaagatg gacggtattt caacggccag gactgccagce
cctgccaccg cttectgegee acttgtgcectg gggcaggagc tgatgggtgce
attaactgceca cagagggceta cttecatggag gatgggagat gcgtgecagag
ctgtagtatc agctattact ttgaccactc ttcagagaat ggatacaaat
cctgcaaaaa atgtgatatec agttgtttga cgtgcaatgg cccaggatte
aagaactgta caagctgcce tagtgggtat ctcttagact taggaatgtg
tcaaatggga gccatttgcea aggatgcaac ggaagagtcc tgggcggaag
gaggcttctg tatgcttgtyg aaaaagaaca atctgtgcca acggaaggtt
cttcaacaac tttgctgcaa aacatgtaca tttcaaggce

SEQ ID NO: contiene sustituciones con respecto a la secuencia de GenBank que no afectan la secuencia codificante
de aminoacidos. Especificamente, el nucledtido en la posicién 399 (correspondiente a la posicién 876 del n.° de
acceso de GenBank NM-006200) es una T en lugar de una C, pero conserva el aminodcido Ser 133
(correspondiente a la numeracion de aminoacidos en el n.° de acceso de GenBank NP-006191); la posicion de
nucleétido 1473 (posicion 1950 de GenBank) es una C en lugar de una T, pero conserva el aminoacido Ala 491; y la
posicion de nucleotido 1485 (posicion 1962 de GenBank) es una A en lugar de una G, pero conserva el aminoacido
Ser 496. El cambio de nucleétido en la posicién 1473 elimina un sitio de restriccion Hindlll.

Clonacioén de PACE-SOL

La secuencia codificante para PACE humano se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los siguientes cebadores (las areas
que se aparean con el ADNc se indican en negrita):
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SEQ ID NO
PACE-F1: 5-GGTAAGCTTGCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTTGC-3'
PACE-R1: 5-GTTTTCAATCTCTAGGACCCACTCGCC-3'
PACE-F2: 5-GCCAGGCCACATGACTACTCCGC-3'
PACE-R2: 5-GGTGAATTCTCACTCAGGCAGGTGTGAGGGCAGC-3'

El cebador PACE-F1 agrega un sitio Hindlll al extremo hacia 5' de la secuencia de PACE que comienza con 3
nucleétidos antes del codén de inicio, mientras que el cebador PACE-R2 agrega un coddn de terminacion después
del aminoacido 715, que se producen en el extremo del dominio extracelular de PACE, asi como también agrega un
sitio EcoRI en el extremo hacia 3' del codén de terminacion. Los cebadores PACE-R1 y PACE-F2 se aparean en los
lados hacia 3'y 5' de un sitio BamHI interno, respectivamente. A continuacion, se montaron dos reacciones RT-PCR
usando 25 pmol cada una de los pares de cebadores de PACE-F1/R1 o PACE-F2/R2 con 20 ng de ARN de higado
humano adulto (Clontech; Palo Alto, Calif.) en una reacciéon RT-PCR de 50 ul usando la RT-PCR SUPERSCRIPT™
One-Step con el sistema PLATINUM® Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA.) segun el protocolo del fabricante. La reaccién
se llevd a cabo en un MJ Thermocycler usando los siguientes ciclos: 50 °C 30 minutos; 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de
(94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos), seguido por 72 °C 10 minutos. Cada uno de estos
fragmentos se ligd en el vector pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) y se secuencié completamente. A
continuacion, el fragmento F2-R2 se subclond en pcDNA6 V5/His (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando los sitios
BamHI/EcoRl, y después el fragmento F1-R1 se clond en esta construccién usando los sitios Hindlll/BamHI. El
plasmido final, pcDNA6-PACE, produce una forma soluble de PACE (aminoacidos 1-715), dado que la region
transmembranaria se ha eliminado. La secuencia de PACE en pcDNA6-PACE se describe esencialmente en
Harrison S et al., (1998) Semin Hematol 35(2 Suppl 2):4-10.

Clonacion de Kex2-SOL

La secuencia codificante para la endoproteasa de levadura, KEX2, se obtuvo por RT-PCR a partir de ARNm poliA+
de Saccharomyces cerevisiae (BD Clontech, n.° de cat. 6999-1) usando los siguientes cebadores (las areas que se
aparean con el ADNc se indican en negrita):

Cebadores SEQ ID NO Secuencias

KEX2-F: 5-GCGCTAGCCGTACGGCCGCCACCATGAAAGTGAGGAAATATATTAC-
TTTATGC-3'

KEX2-Bglll-F: 5-GCTATTGATCACAAAGATCTACATCCTCC-3'

KEX2-Bglll-R: 5-GGAGGATGTAGATCTTTGTGATCAATAGC-3'

KEX2-675-R: 5-GCGAATTCCGGTCCGTCATTGCCTAGGGCTCGAGAGTTTTTTAGGA -

GTGTTTGGATCAG-3

Estos cebadores se usaron para obtener la secuencia codificante para KEX2 (amino&cidos 1-675), el homdlogo de
levadura para PACE, en dos partes de manera similar a la usada para PACE-SOL, Ejemplo 3 anterior; de manera
similar, la region transmembranaria se retird para generar la forma soluble de la proteina.

Clonacién de PC7-SOL

La secuencia codificante para PC7 se obtuvo por RT-PCR a partir de ARNm de higado adulto humano usando los
siguientes cebadores (las areas que se aparean con el ADNc se indican en negrita):
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SEQID NO
PC7-BamMut-F: 5-GCATGGACTCCGATCCCAACG-3'
PC7-BamMut-R: 5-CGTTGGGATCGGAGTCCATGC-3'
PC7-F: 5-GGTAAGCTTGCCGCCACCATGCCGAAGGGGAGGCAGAAAG-
3
PC7 -SOL-R: 5- TTTGAATTCTCAGTTGGGGGTGA TGGTGTAACC-3'
PC7-Xma-F: 5-GGCACCTGAATAACCGACGG-3'
PC7-Xma-R: 5-CGTCACGTTGATGTCCCTGC-3'

Estos cebadores se usaron para obtener la secuencia codificante para PC7 (aminoacidos 1-663) en tres partes de
manera similar a la usada para PACE-SOL, anteriormente; de manera similar, la regién transmembranaria se retird
para generar la forma soluble de la proteina.

La escisibn méas eficaz del enlazador cscFc se observd cuando se cotransfectdé con PC5 y PACE (condiciones
reductoras, carriles 11 y 12). Se generd una serie de construcciones (FIX-050, FIX-052 y FIX-053) donde el segundo
sitio de procesamiento se modific6 como se muestra en la Figura 3A. Estas construcciones se transfectaron
transitoriamente (con o sin cotransfeccion de PC5) y las proteinas se analizaron mediante transferencia western de
Fc y posterior precipitacion de proteina A como se muestra en la Figura 3C. La escisién 6ptima de cscFc se observé
para FIX-052 y -053 con cotransfeccion de PC5

Ejemplo 7: Procesamiento intracelular del enlazador cscFc en el heterodimero FVllaFc que resulta en la expresion
de proteasa activa

La Figura 2 revela una construcciéon de FVIIFc (FVII-024) expresada como un heterodimero de dos cadenas donde
una cadena consiste en la cadena ligera de FVII seguida por un enlazador (GGGGS)sx seguido por el primer resto Fc,
mientas que la otra cadena contiene una cadena pesada de FVII seguida por un enlazador (GGGGS)sx seguido por
el segundo resto Fc. El plasmido se disefid para expresar el heterodimero como un polipéptido simple donde el
extremo C de la cadena de cadena pesada de FVIl-enlazador-Fc esta conectado con el extremo N de la cadena de
cadena pesada-enlazador-Fc mediante la siguiente secuencia polipeptidica: RRRRS-(GGGGS) sx-RKRRKR donde
las secuencias RRRRS y RKRRKR son sitios de escisidon por proproteina convertasa. Se cloné FVII-024, se expresd
transitoriamente y se analiz6 mediante analisis de transferencia western, segin se describi6 en la presente memoria.
El pldsmido que expresa FVII-024 se cotransfecté con PC5 para procesar completamente el enlazador cscFc,
descrito en la secuencia proteica, que conecta el extremo C del primer resto Fc con el extremo N de la cadena
pesada. El efecto de PC5 sobre el procesamiento de los sitios de escision por proproteina convertasa en el
enlazador FVII-024 se evalué como se muestra en la Figura 2. En condiciones no reductoras, el efecto de PC5 sobre
el procesamiento del sitio de escision no se puede detectar porque las subunidades cadena ligera de FVII-Fc y
cadena pesada de FVII-Fc permanecen enlazadas a través de 2 uniones disulfuro en la region Fc (carriles 2 y 3). En
condiciones reductoras, se observd el procesamiento parcial de FVII-024 generado a partir de células no
contransfectadas con PC5 (carril 4), pero el procesamiento completo cuando las células estaban contransfectadas
con PC5 (carril 5). La escisién completa de los sitios de procesamiento resulta en la generacién de la forma activa de
FVlla, que requiere un extremo N libre de la cadena pesada para adoptar una conformacion activa

Ejemplo 8: Procesamiento del enlazador cscFc en FVIlIFc

La construccion FVIIIFc ilustrada en la Figura 4 se clon6 y purific6. En resumen, la secuencia codificante de FVIII
con dominio B eliminado recombinante humana se obtuvo mediante transcripcion inversa-reaccion en cadena de la
polimerasa (RT-PCR) a partir de ARN poli A de higado humano (Clontech) usando cebadores especificos para FVIII.
La secuencia de FVIII incluye la secuencia sefial natural para FVIII. La eliminacién del dominio B comienza después
de la serina 743 (S743; 2287 bp) y termia antes de la glutamina 1638 (Q1638; 4969 bp) para una eliminacion total de
2682 bp (version SQ).

La secuencia codificante para Fc recombinante humano se obtuvo por RT-PCR a partir de una biblioteca de ADNc
de leucocitos humanos (Clontech) usando cebadores especificos para Fc. Los cebadores se disefiaron de manera
que la secuencia FVIII con el dominio B eliminado se fusionara directamente con el extremo N de la secuencia Fc sin
enlazador intercalado. La secuencia de ADN de FVIIIFc se cloné en el vector de expresién doble de mamifero
pBUDCE4.1 (Invitrogen) bajo el control de un promotor de CMV.
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Una segunda secuencia de Fc idéntica que incluia la secuencia sefal de Igk de ratdn se obtuvo mediante RT-PCR y
se clon6 después del segundo promotor, EF1a, en el vector de expresion pBUDCE4.1. Se disefié esta construccion
final pPSYN-FVIII-013.

Se credé un segundo plasmido con construcciones similares usando PCR vy técnicas de biologia molecular
estandares, para expresar rFVIIIBDD-Fc-Fc en el que la secuencia codificante de rFVIIIBDDFc se fusion6 con la
segunda secuencia Fc con un enlazador (GGGGS)4, que permitié la produccién de solo el hibrido mondémero-dimero
rFVIIIBDD-Fc en transfeccion transitoria. Se disefid esta construccion pSYN-FVIII-041. Para producir pSYN-FVIII-
049, se genero el intermediario pSYN-FVI1-048 al clonar el fragmento Nhel/Xhol de pBUD-CE4.1 en pSYN-FVIII-013.
La sintesis de un fragmento de ADN que comprende la region de Rsrll en los sitios Xbal de pSYN-FVIII-049 se
terceriz6. Este fragmento se subcloné en los sitios Rsrll/Xbal de pSYN-FVI1I-048 para generar pSYN-FVIII-049.

La proteina se expresé mediante transfeccion transitoria segiin se describe en la presente memoria. Se cotransfectd
PC5 para procesar completamente el enlazador cscFc, descrito en la secuencia proteica, que conecta el extremo C
del primer resto Fc con el extremo N del segundo resto Fc. El analisis SDS PAGE en la Figura 4 revela 3 bandas
distintas para FVIII-049 purificado en condiciones reductoras: cadena ligera-Fc (LC-Fc), cadena pesada (HC) y Fc.
Esto muestra que el enlazador que conectaba ambos restos Fc se habia procesado.

Ejemplo 9 Procesamiento del enlazador cscFc en FVII-Fc
Clonacién de pSYN-FVII-064

La sintesis de la secuencia de ADN de Hindlll en EcoRI de pSYN-FVII-064 se terceriz6 y se clond en los sitios
Hindlll/EcoRI de pBUDCE4.1 (Invitrogen)

Expresion y purificacion de FVII-064

El ADN se transfect6 transitoriamente segin se describe en la presente memoria. EI ADN de transfecciéon contenia
PC5 para procesar completamente el enlazador cscFc, descrito en la secuencia proteica, que conecta el extremo C
del primer resto Fc con el extremo N del segundo resto Fc.

Caracterizacion de la escision del enlazador cscFc de FVII-064

Se purificé FVII-064 usando intercambio idnico: Q sepharose 4FF de GE healthcare. La captura secundaria se llevo
a cabo usando afinidad con shFcRn (FcRn soluble humano) (shFcRn acoplado a NHS con perlas de sepharose 4FF).
Todas las etapas se llevaron a cabo con una velocidad de flujo lineal de 150cm/h. La Figura 5 ilustra el andlisis SDS
PAGE de FVII-064 después de la expresion transitoria (cotransfectado con PC5) y purificacién. En condiciones
reductoras, observamos 2 bandas distintas para FVII-Fc y Fc, lo que demuestra la escisién completa del enlazador
cscFer

Ejemplo 10. Procesamiento de cscFc de una proteina FVIIFc con una construccion dirigida a plaquetas

En este ejemplo, se expresé transitoriamente FVII-027 (Figura 6) con cotransfeccion de PC5 para eliminar el
enlazador cscFc descrito en la secuencia proteica. La construccion se clon6, se expreso y purificd segun se describe
en la presente memoria. El analisis SDS PAGE de la proteina purificada en la Figura 6 revel6 dos bandas distintas
para FVII-Fc y MB9-Fc en condiciones reductoras, lo que muestra que el enlazador cscFc se proceso
completamente.

Ejemplo 11 Procesamiento de cscFc de una proteina de fusion Interferén-beta Fc

En este ejemplo, generamos una construccién (IFN-beta-018) que expresa interferon-beta seguido por un enlazador
y una region Fc, donde ambos restos Fc estan conectados mediante un enlazador cscFc. La construccién se clon6
de la siguiente manera: la sintesis de un fragmento de ADN de BsiWI/BspEl de pSYN-IFN-b-018 se tercerizé y
subcloné en los sitios BsiWI/BspEl de pSYN-FIX-053 para generar pSYN-IFN-b-018. La Figura 10 ilustra el analisis
de transferencia Western de especie IFN-beta-018 después de la transfeccién transitoria de células HEK 293 (con o
sin contransfeccion de PC5) y la precipitacion de proteina A. Los datos de la transferencia Western revelaron la
escision completa de los enlazadores cscFc cuando se contransfectaron con PC5.

Ejemplo 12. Intentos adicionales de expresién de construcciones activadas

Se hicieron diversas construcciones adicionales con el objetivo de expresar FVII activado y se ilustran en la Figura 7.
Sin embargo, estas construcciones no expresaron satisfactoriamente moléculas activadas.

Clonacién de pSYN-FVII-010

La construccion FVII-010 es una en la que la cadena pesada del factor VIl se expresé en el contexto de un cdntigo
scFc y la cadena ligera se expreso por separado.
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Se amplificé por PCR con los pares de cebadores FVII-HC-Hind3-IggKss-F/FVII-HC-BspEI-R, usando pSYN-FVII-
001. Se clon6 en los sitios BspEI/Hindlll de pSYN-FVII-008 (véase supra) y generé pSYN-FVII-009.

Se amplificé por PCR la cadena ligera de FVII a partir de pSYN-FVII-003 (consultar P0830) con los cebadores FVII-
LC-Notl-F/ FVII-LC-Xhol-R y se cloné en pSYN-FVII-009 para generar pSYN-FVII-010

Cebadores

FVII-HC-BspEI-R
AGGAGTTCCGGAGCTGGGCACGGTGGGCATGTGTGAGTTTTGTCGGATCCCCCGCCACCGGAACCTCCA
CCGCCTGATCCACCCCCACCTGATCCGCCGCCACCGGACCCACCTCCGCCGGAGCCACCGCCACCGGGA
AATGGGGCTCGCAGGAGG

FVII-HC-Hind3-IggKss-f
ACTGACAAGCTTGCCGCCACCATGGAGACAGACACACTCCTGCTATGGGTACTGCTGCTCTGGGTTCCA
GGTTCCACTGGTATTGTGGGGGGCAAGGTGTGC

FVII-LC-Notl-F
ACTGACGCGGCCGCGCCGCCACCATGGTCTCCCAGG

FVII-LC-Xhol-R
ACTGACCTCGAGTTATCGGCCTTGGGGTTTGCTGG

Clonacién de pSYN-FVII-013

La construccion FVII-013 es una en la que la cadena ligera se expreso en el contexto de un contigo scFc y la cadena
pesada se expreso por separado.

Se amplific6 por PCR con los pares de cebadores FVII-LC-enlazador-BamHI-R/ Hindlll-Kozak-FVII-F a partir de
pSYN-FVII-001. La secuencia codificante de FVII se obtuvo mediante transcripcion inversa acoplada a reaccién en
cadena de la polimerasa a partir de una biblioteca de ARNm de higado humano (Ambion, Austin, Texas) usando los
siguientes cebadores:

FVII-F1
GGGAATGTCAACAGGCAGGG
FVII-R1
CTTGGCTTTCTCTCCACAGGC

Se llevo a cabo una reaccién de 50 pl con 10 pmol de cada cebador usando la RT-PCR Superscript One-step con el
sistema Platinum Tagq (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) segun el protocolo estandar del fabricante en un termociclador MJ.
El ciclo usado fue 50 °C durante 30 minutos para la transcripcién inversa con posterior desnaturalizacion a 94 °C
durante 2 minutos y 30 ciclos de (94 °C 30 segundos, 53 °C 30 segundos, 72 °C 90 segundos) posteriormente 10
minutes a 72 °C. El tamafio de banda esperado (~1400 bp) se purificé en gel con kit de Gel Extraction (Qiagen,
Valencia, Calif.) y se cloné en pCR2.1 TOPO usando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) para
producir el plasmido intermediario pSYN-FVII-001 y se clon6 en los sitios BamHI/Hindlll de pSYN-FVII-011, para
generar pSYN-FVII-012. Se amplificé por PCR FVII-HC a partir de pSYN-FVII-009 usando el par de cebadores FVII-
HC-Notl-F/FVII-HC-Xhol-R y se subclon6 en pSYN-FVII-012 para generar pSYN-FVII-013

Cebadores

FVII-LC-6xenlazador-BamHI-
RACTGACGGATCCCCCGCCACCGGAACCTCCACCGCCTGATCCACCCCCACCTGATCCGCCGCCACCGG

ACCCACCTCCGCCGGAGCCACCGCCACCTCGGCCTTGGGGTTTGCTGGC
HindIII-Kozak-FVII-F
CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG

FVII-HC-Notl-F
ACTGACGCGGCCGCGCCGCCACCATGGAGACAGAC

FVII-HC-XhoI-R
ACTGACCTCGAGTTAGGGAAATGGGGCTCGCAGGAG

Clonacién de pSYN-FVII-018

Para la construccion FVII-018, la cadena pesada de FVII se expresé como una proteina de fusiéon Fc y la cadena
ligera de FVII se expres6 por separado como una proteina de fusion Fc separada.
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Se usaron los cebadores FVII-HC-Hind3-lggKss-F/scFc-EcoRI-R para amplificar por PCR HCFVIl-enlazador-Fc,
usando pSYN-FVII-010 como plantilla. Se subclon6 en los sitios Hindll|[/EcoRI de pBUDCE4. Esto produjo pSYN-
FVII-017. A continuacion, se amplificdé por PCR pSYN-FVII-013 con los cebadores FVII-LC-Notl-F/FC-XHOI-R y se
subcloné en los sitios Xhol/Notl de FVII-017. Esto produjo PSYN-FVII-018

Cebadores

scFc-EcoRI-R
ACTGACGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAG

Fc-Xhol-R
AGCTCTCGAGTCATTTACCCGGAGACAGGG

La Figura 8 ilustra el analisis de transferencia Western de especies de FVIIFc después de la transfeccion transitoria
de células HEK 293 y la precipitacion de proteina A de las moléculas ilustradas en la Figura 7. Los datos de
transferencia Western muestran que la cadena pesada de FVII no se puede expresar con extremo N libre usando un
método comun de fusionar un péptido sefal heterélogo con el extremo N de la cadena pesada.

Ejemplo 13. Intentos alternativos para expresaron construcciones de FVII-Fc activadas

La incapacidad para expresar la cadena pesada de FVII con un extremo N libre nos llevd a generar las
construcciones descritas en la Figura 11. Aqui, FVIIFc se expresa como un heterodimero, donde una subunidad
comprende la cadena ligera de FVIl y un resto Fc, y la otra subunidad comprende la cadena pesada precedida por
un sitio de procesamiento RKRRKR (FVII-019) o por un fragmento de extremo C de cadena ligera y un sitio de
procesamiento RKRRKR (FVII-020). Nuestra hipétesis es que esto puede facilitar la expresion de la subunidad de
cadena pesada-resto Fc dado que la cadena pesada no adoptaria la conformacion activa hasta la escisién del sitio
de procesamiento en el Golgi. Estas construcciones se analizaron mediante transferencia western de Fc y posterior
precipitacion de proteina A del material transfectado transitoriamente. Se usé FVII-011 (FVIIFc con un Fc de cadena
simple) como testigo. Solo se observé la cadena ligera-Fc, lo cual sugiere que la cadena pesada Fc no se puede
expresar a partir de FVII-019 ni FVII-020

Ejemplo 14. Expresion de proteinas FVIIFc activadas en las estructuras de monémero y heterodimero
Clonacién de pSYN-FVII-025.

La sintesis de un fragmento de ADN que comprende la regién codificante de FVII de Xbal a BsiWI con una insercion
de aminoacidos RKRRKR entre R152 y 1153 (numeracién de secuencia madura) se tercerizé. El fragmento de ADN
se subclond en los sitios Xbal/BsiWl de pSYN-FVII-011 (cuya secuencia se incluye en la presente memoria) para
generar pSYN-FVII-025

La Figura 9 ilustra una construccion de cscFc heterodimérica (FVII-024) y una construccién de Fc monomeérica (FVII-
025). Estas construcciones se produjeron y se llevaron a cabo transferencias western con posterior precipitacion de
proteina A y la expresion transitoria con o sin cotransfeccion de PC5. Los datos muestran que la activacion
intracelular en el contexto del heterodimero o el monémero permitié la expresién de la cadena pesada separada,
pero que la activacion intracelular es mas eficaz en el contexto del heterodimero (FVII-024) que el mondémero (FVII-
025).

Ejemplo 15: Purificacion proteica
Purificacion proteica de FVII-064

Las moléculas de FVII-064 se purificaron a partir de medios acondicionados 1) cromatografia de intercambio
aniénico con elucién de pseudo-afinidad (p. ej., Q sepharose 4FF (GE Healthcare) con posterior elucién con niveles
variables de CaCl2 para eluir selectivamente las especies méas activas), posteriormente 2) cromatografia de afinidad
por shFcRn (FcRn soluble humano) (shFcRn acoplado a NHS con perlas de sepharose 4FF), unién de proteinas que
contienen Fc a pH bajo (p. ej., pH 6,2) y elucién a pH neutro (p. ej., pH 8,0). Estas etapas de purificacion usaron
métodos estandares conocidos para los expertos en la técnica para generar proteinas purificadas de >95 % de
pureza mediante analisis SEC y SDS-PAGE.

Purificaciéon de FVII-049

Se purifico FVIII-049 a partir de medios de cosecha clarificados y quimicamente definidos usando un proceso de
purificacién de dos columnas, incluida una etapa de purificacion por afinidad especifica para FVIII (McCue 2009
Journal of Chromatography A. 1216:7824) con posterior intercambio aniénico con elucion de NaCl estandar. Estas
etapas de purificacion usaron métodos estandares conocidos para los expertos en la técnica para generar proteinas
purificadas de >95 % de pureza mediante analisis SEC y SDS-PAGE.
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Secuencia de nucleétido de pSYN-FVII-024

atggtctccc
gcagtcttcg
gcgttcecctgg
tccttcecgagg
tcttacagtg
gaccagctcc
acgcacaagg
agtgaccaca
gacggggtgt
aaaagaaatg
ggtggcggceg
gacaaaactc
ttcctettece
tgcgtggtgg
ggcgtggagyg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtcttct
ctcteccectgt
ggatcaggcg
ggatcaagga
ccatggcagg
accatctggg
atcgecggtgce
gtggcegcagyg
ctgctcecgcece
gaacggacgt
ggccagctge
ctgatgaccc
gagtacatgt
ggaggcccac
ggccagggcet
gagtggctge
tttcccggtyg
ggatcaggceg
tgcccagcac
gacaccctca
gaagaccctg
acaaagccge
ctgcaccagg
ccagccccca
tacaccctge
gtcaaaggct
aacaactaca
aagctcaccg
catgaggctc

aggccctcag
taacccagga
aggagctgcg
aggcccggga
atggggacca
agtcctatat
atgaccagct
cgggcaccaa
cctgcacacc
ccagcaaacc
gatcaggtgg
acacatgccc
ccccaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtceccetceac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagcece
tcttcctceta
catgctccgt
ctccgggtaa
gtggaggttc
agaggaggaa
tcctgttgtt
tggtctccge
tgggcgagca
tcatcatcce
tgcaccagcc
tctctgagag
tggaccgtgg
aggactgcct
tctgtgeccegg
atgccaccca
gcgcaaccgt
aaaagctcat
gcggtggete
gtggaggtte
ctgaactcct
tgatctcccg
aggtcaagtt
gggaggagca
actggctgaa
tcgagaaaac
ccccatcceg
tctatcccag
agaccacgcc
tggacaagag
tgcacaacca

gctcctectge
ggaagcccac
gccgggctce
gatcttcaag
gtgtgcctca
ctgcttectge
gatctgtgtg
gcgetectgt
cacagttgaa
ccaaggccga
gggtggatca
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtcectgeac
cctcccagcce
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc
gatgcatgag
acggcgccgce
cggtggeggyg
gaggattgtg
ggtgaatgga
ggcccactgt
cgacctcagc
cagcacgtac
cgtggtcctce
gacgctggcce
cgccacggcc
gcagcagtca
ctactcggat
ctaccggggce
gggccacttt
gcgctcagag
cggcggaggt
cggtggeggg
gggaggaccg
gacccctgag
caactggtac
gtacaacagce
tggcaaggag
catctccaaa
ggatgagctg
cgacatcgcce
tccegtgttg
caggtggcag
ctacacgcag

cttctgettg
ggcgtcctge
ctggagaggg
gacgcggadga
agtccatgcc
ctccctgect
aacgagaacg
cggtgeccacg
tatccatgtg
ggtggeggtyg
ggcggtggag
gctccggaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgegggagyg
caggactggc
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctatc
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca
cggageggtyg
ggatccggeyg
gggggcaagg
gctcagttgt
ttcgacaaaa
gagcacgacg
gtccecgggcea
actgaccatg
ttcgtgeget
ctggagctca
cggaaggtgg
ggcagcaagg
acgtggtacc
ggggtgtaca
ccacgcccag
gggtceggtyg
ggatcagaca
tcagtcttce
gtcacatgcg
gtggacggcg
acgtaccgtyg
tacaagtgca
gccaaagggc
accaagaacc
gtggagtggyg
gactccgacg
caggggaacg
aagagcctct

ggcttcaggg
accggcgceccg
agtgcaagga
ggacgaagct
agaatggggg
tcgagggecg
gcggetgtga
aggggtactc
gaaaaatacc
gcteeggegyg
gttccggtgg
tcctgggegg
cccggacccec
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggatga
ccagcgacat
cgcctecegt
agagcaggtg
accactacac
geggeggatce
gtggaggttc
tgtgccccaa
gtggggggac
tcaagaactg
gggatgagca
ccaccaacca
tggtgcccct
tctcattggt
tggtcctcaa
gagactcccc
actcctgcaa
tgacgggcat
ccagggtctc
gagtcctcct
gcggeggate
aaactcacac
tcttecccccee
tggtggtgga
tggaggtgca
tggtcagegt
aggtctccaa
agccccgaga
aggtcagcct
agagcaatgg
gctccttett
tcttctcatg
ccctgtcectcece

ctgcctgget
gcgcgccaac
ggagcagtgce
gttctggatt
ctcctgcaag
gaactgtgag
gcagtactgce
tctgctggcea
tattctagaa
aggtgggtcc
cgggggatca
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgccgtggag
gttggactce
gcagcagggg
gcagaagagc
aggtgggggt
cggtgggggt
aggggagtgt
cctgatcaac
gaggaacctg
gagccggcgg
cgacatcgcg
ctgcctgecce
cagcggetgg
cgtgccececgyg
aaatatcacg
gggggacagt
cgtcagctgg
ccagtacatc
gcgagcccca
aggtgggggt
atgececcaccg
aaaacccaag
cgtgagccac
taatgccaag
cctecacegte
caaagccctc
accacaggtg
gacctgcctg
gcagccggag
cctctacage
ctccgtgatg
gggtaaatga

Secuencia de aminoé&cidos de FVII-024. La secuencia sefial se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene
doble subrayado, la region de enlazador que conecta la cadena ligera o cadena pesada de FVII con la region Fc esta
subrayada, la region Fc se muestra en cursiva y el enlazador con sitios de procesamiento por proproteina

10

convertasa se muestra en negrita

SFEEAREIFK
THKDDQLICV
KRNASKPQGR
FLFPPKPKDT
RVVSVLTVLH
NQVSLTCLVK
NVFSCSVMHE
GSRKRRKRIV
IAVLGEHDLS
ERTFSERTLA
EYMFCAGYSD
EWLQKLMRSE
CPAPELLGGP
TKPREEQYNS
YTLPPSRDEL
KLTVDKSRWQ

DAERTKLEFWI
NENGGCEQYC
GGGGSGGGGS

AVEVTQEEAH

GVLHRRRRAN

SYSDGDQCAS
SDHTGTKRSC
GGGGSGGGGS

SPCQONGGSCK
RCHEGYSLLA
GGGGSGGGGS

LMISRTPEVT
QDWLNGKEYK
GFYPSDIAVE
ALHNHYTQKS
GGKVCPKGEC
EHDGDEQSRR
FVRFSLVSGW
GSKDSCKGDS
PRPGVLLRAP
SVFLFPPKPK
TYRVVSVLIV
TENQVSLTCL
QGNVF SCSVM

CVVVDVSHED
CKVSNKALPA
WESNGQPENN
LSLSPGKRRR
PWQVLLLVNG
VAQVIIPSTY
GQLLDRGATA
GGPHATHYRG
FPGGGGSGGG

PEVKFNWYVD
PIEKTISKAK
YKTTPPVLDS
RSGGGGSGGG
AQLCGGTLIN
VPGTINHDIA
LELMVLNVPR
TWYLTGIVSW
GSGGGGSGGG

AFLEELRPGS
DQLQOSYICFC
DGVSCTPTVE
DKTHTCPPCP
GVEVHNAKTK
GQPREPQVYT
DGSFFLYSKL
GCSGGGGSGGE
TIWVVSAAHC
LLRLHQPVVL
LMTQODCLQQS
GQGCATVGHF
GSGGGGSGGG

LERECKEEQC
LPAFEGRNCE
YPCGKIPILE
APELLGGPSV
PREEQYNSTY
LPPSRDELTK
TVDKSRWOQG
GSGGGGSGGE
FDKIKNWRNL
TDHVVPLCLP
RKVGDSPNIT
GVYTRVSQYI
GSDKTHTCPP

DTLMISRTPE
LHQDWLNGKE
VKGFYPSDIA
HEALHNHYTQ

VICVVVDVSH
YKCKVSNKAL
VEWESNGQPE
KSLSLSPGK*

EDPEVKFNWY
PAPIEKTISK
NNYKTTPPVL

58

VDGVEVHNAK
AKGQPREPQV
DSDGSFFLYS



Secuencia de ADN de pSYN-FVII-027

atggtctccc
gcagtcttcg
gcgttcctgg
tccttcecgagg
tcttacagtyg
gaccagctcc
acgcacaagg
agtgaccaca
gacggggtgt
aaaagaaatg
gagtgtccat
atcaacacca
aacctgatcg
cggegggtgyg
atcgcgcectge
ctgcccgaac
ggctggggee
cccecggcetga
atcacggagt
gacagtggag
agctggggcec
tacatcgagt
gccccattte
gggggtggat
ccaccgtgcc
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gccctceccag
caggtgtaca
tgcctggtcea
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaacggcgcc
tceggtggeyg
aagagggcgg
gtgaaggtct
cgacaggccc
acaaactatg
accgcctaca
agaggccgtg
cagggaaccc
gaaggtgaat
gtggccccag
gtgcagtggt
gaccggccct
ctgaccatca
agtagtagtg
aaggctgccc
ggcggaggtyg
ggtggcegggg
ggaggaccgt
acccctgagg
aactggtacg
tacaacagca
ggcaaggagt
atctceccaaag
gatgagctga
gacatcgcceg
ccecgtgttgg
aggtggcage
tacacgcaga

Secuencia de amino&cidos de FVII-027. La secuencia sefial se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene
doble subrayado, la region de enlazador que FVII o MB9 con la region Fc esta subrayada y el enlazador con sitios de

aggccctcag
taacccagga
aggagctgcg
aggecccggga
atggggacca
agtcctatat
atgaccagct
cgggcaccaa
cctgcacacc
ccagcaaacc
ggcaggtcct

tetgggtggt
cggtgcetggyg
cgcaggtcat
tccgecctgea
ggacgttctc
agctgctgga
tgacccagga
acatgttctg
gcccacatge
agggctgege
ggctgcaaaa
ccggtggegg
caggcggtgg
cagctccgga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgceccccce
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca
gccggagcegg
ggggatccgg
aagtgcagct
cctgcaaggce
ctggacaagg
cacagaagtt
tggagctgag
ctttgtataa
tggtcaccgt
tctcagaage
gacagacggc
accagcagaa
cagggatccc
gcagggtcga
atcatgtggt
cctcggtcac
ggtccggtgg
gatcagacaa
cagtcttcct
tcacatgcgt
tggacggcgt
cgtaccgtgt
acaagtgcaa
ccaaagggca
ccaagaacca
tggagtggga
actccgacgg
aggggaacgt
agagcctcte

gctecctectge
ggaagcccac
gccgggctcce
gatcttcaag
gtgtgcctca
ctgcttctge
gatctgtgtg
gcgctecectgt
cacagttgaa
ccaaggccga
gttgttggty
ctccgeggece
cgagcacgac
catccccage
ccagcccgtyg
tgagaggacg
ccgtggegece
ctgcctgcag
tgccggctac
cacccactac
aaccgtgggce
gctcatgcge
tggctcegge
aggttccggt
actcctgggce
ctcccggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atcccgggat
tcccagcgac
cacgcctccce
caagagcagg
caaccactac
tggcggegga
cggtggaggt
ggtgcagtct
ttctggatac
gcttgagtgg
tcagggetgg
caggctgaga
ccggaacgac
ctcctcaggg
acgcgtacag
caggattacc
gccaggccag
tgagcgattc
agccggggat
attcggcgga
tctgttccceg
cggcggatca
aactcacaca
cttccceccca
ggtggtggac
ggaggtgcat
ggtcagecgtc
ggtctccaac
gccccgagaa
ggtcagecctg
gagcaatggg
ctccttettce
cttctecatge
cctgtctceg

ES 2739503 T3

cttctgcttg
ggcgtcctge
ctggagaggg
gacgcggaga
agtccatgcc
ctccctgect
aacgagaacg
cggtgccacg
tatccatgtg
attgtggggg
aatggagctc
cactgttteg
ctcagcgagce
acgtacgtcc
gtcctcactg
ctggccttcg
acggccctgg
cagtcacgga
tcggatggca
cggggcacgt
cactttgggg
tcagagccac
ggaggtgggt
ggcgggggat
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgyg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgcecgtgg
gtgttggact
tggcagcagyg
acgcagaaga
tcaggtgggg
tceggtgggy
ggagctgagg
accttcaccg
atgggatgga
gtcaccatga
tctgacgaca
cggtccccca
agtgcatccg
gctgtgctga
tgtgggggaa
gccectgtge
tctggctcca
gaggccgact
gggaccaagc
ccgtcecgegg
ggtgggggtyg
tgcccaccgt
aaacccaagg
gtgagccacg
aatgccaaga
ctcaccgtcc
aaagccctcc
ccacaggtagt
acctgectgg
cagccggaga
ctctacagca
tcecgtgatge
ggtaaatga

ggcttcaggg
accggcgccg
agtgcaagga
ggacgaagct
agaatggggyg
tcgagggceg
gcggetgtga
aggggtactc
gaaaaatacc
gcaaggtgtg
agttgtgtgg
acaaaatcaa
acgacgggga
cgggcaccac
accatgtggt
tgcgcttcte
agctcatggt
aggtgggaga
gcaaggactc
ggtacctgac
tgtacaccag
gcccaggagt
ccggtggegg
ccgacaaaac
tcttcctett
catgcgtggt
acggcegtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctc
ggaacgtctt
gcctcteccct
gtggatcagg
gtggatcaag
tgaataagcc
gctactatat
tcaaccctaa
ccagggacac
cggccgtgta
actggttcga
ccccaaccct
ctcagcecgcece
acaacattgg
tggtcgtcta
actctgggaa
attactgtca
tgaccgtcct
ccgetggtgg
gatcaggcgg
gcccagcacc
acaccctcat
aagaccctga
caaagccgceg
tgcaccagga
cagcccccat
acaccctgece
tcaaaggett
acaactacaa
agctcaccgt
atgaggctct

procesamiento por proproteina convertasa se muestra en negrita
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ctgcctggcet
gcgcgccaac
ggagcagtgce
gttctggatt
ctcctgcaag
gaactgtgag
gcagtactgce
tctgctggcea
tattctagaa
ccccaaaggg
ggggaccctyg
gaactggagg
tgagcagagc
caaccacgac
gcccctectge
attggtcagce
cctcaacgtyg
ctccccaaat
ctgcaagggyg
gggcatcgte
ggtctcccag
cctcctgega
cggatcaggt
tcacacatgce
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcctce
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttectce
ctcatgctcc
gtctcecgggt
cggtggaggt
gaagaggagg
tggggcctca
gcactgggtyg
cagtggtggce
gtccatcage
ttactgtgceg
cccctgggge
taagcttgaa
ctcggtgtca
aagtaaaagt
tgatgatage
catggccacc
ggtgtgggat
aggtcagccc
cggtggctcc
tggaggttcc
tgaactcctg
gatctcccgg
ggtcaagttc
ggaggagcag
ctggctgaat
cgagaaaacc
cccatececege
ctatcececage
gaccacgcct
ggacaagagc
gcacaaccac



SFEEAREIFK
THKDDQLICV
KRNASKPQGR
NLIAVLGEHD
LPERTF SERT
ITEYMFCAGY
YIEWLQKLMR
PPCPAPELLG
AKTKPREEQY
QVYTLPPSRD
YSKLTVDKSR
SGGGGSGGGG
ROAPGQGLEW
RGRALYNRND
VAPGQTARIT
LTISRVEAGD
GGGGSGGGGS
TPEVTCVVVD
GKEYKCKVSN
DIAVEWESNG
YTQKSLSLSP

DAERTKLFWI
NENGGCEQYC
IVGGKVCPKG
LSEHDGDEQS
LAFVRFSLVS
SDGSKDSCKG
SEPRPGVLLR
GPSVFLFPPK
NSTYRVVSVL
ELTKNQVSLT
WQQGNVFSCS
SGGGGSRKRR
MGWINPNSGG
RSPNWFDPWG
CGGNNIGSKS
EADYYCQVWD
GGGGSGGGGS
VSHEDPEVKF
KALPAPIEKT
QPENNYKTTP
GK*

AVFVTQEEAH

ES 2739503 T3

GVLHRRRRAN

SYSDGDQCAS
SDHTGTKRSC
ECPWQVLLLV
RRVAQVIIPS
GWGQLLDRGA
DSGGPHATHY
APFPGGGGSG

SPCQONGGSCK
RCHEGYSLLA
NGAQLCGGTL
TYVPGTTNHD
TALELMVLNV
RGTWYLTGIV
GGGSGGGGSG

AFLEELRPGS
DQLQSYICFC
DGVSCTPTVE
INTIWVVSAA
IALLRLHQPV
PRLMTQDCLQ
SWGQGCATVG
GGGSGGGGSG

LERECKEEQC
LPAFEGRNCE
YPCGKIPILE
HCFDKIKNWR
VLTDHVVPLC
QSRKVGDSPN
HFGVYTRVSQ
GGGSDKTHTC

PKDTLMISRT
TVLHQDWLNG
CLVKGFYPSD
VMHEALHNHY
KRAEVQLVQS
TNYAQKFQGW
QGTLVTVSSG
VOWYQQKPGQ
SSSDHVVFEFGG
GGGGSDKTHT
NWYVDGVEVH
ISKAKGQPRE
PVLDSDGSFF

Secuencia de ADN de pSYN-FIX-044

atgcagcgcg
ggatatctac
gcttgcettt
gatttgacag
aacatcacag
aaaaacaaag
ctaaagaatt
tgaatcggcce
agagagaatg
ctgaaagaac
catgtttaaa
ttggatttga
gcgagcagtt
atcgacttgce
tttctgtttce
atgtaaattc
ttaatgactt
aggttgtttt
ggattgtaac
aacataatat
ctcaccacaa
tggacgaacc
acacgaacat
acaaagggag
catgtcttcg
aaggaggtag
ggaccagttt
atggaatata
ctgacaaaac
tctteectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagcc
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggctce
ggaacgtctt
gcctcteccet
gtggatcagg
acacatgccc
ccccCcaaaacc
tggacgtgag
tgcataatgce
gcgtectcac
ccaacaaagc
gagaaccaca
gcctgacctg
atgggcagcc
tcttcecteta
catgctccgt
ctccgggtaa

tgaacatgat
tcagtgctga
tagatataga
caatattgaa
attttggete
actttcttaa
attcttttac
aaagaggtat
tatggaagaa
aactgaattt
tggcggcagt
aggaaagaac
ttgtaaaaat
agaaaaccag
acaaacttct
tactgaagct
cactcgggtt
gaatggtaaa
tgctgcccac
tgaggagaca
ctacaatgca
cttagtgcta
cttcctcaaa
atcagcttta
atctacaaag
agattcatgt
cttaactgga
taccaaggta
tcacacatgc
ccccccaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtccte
ctccaacaaa
ccgagaacca
cagcctgacc
caatgggcag
cttcttecte
ctcatgctcce
gtctccgggt
cggtggaggt
accgtgccca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaag
cgtecctgeac
cctceccagece
ggtgtacacc
cctggtcaaa
ggagaacaac
cagcaagctc
gatgcatgag
atga

catggcagaa
atgtacaggt
aatatctgat
gagtctaaca
catgcectaa
gagatgtaaa
atttcagttt
aattcaggta
aagtgtagtt
tggaagcagt
tgcaaggatg
tgtgaattag
agtgctgata
aagtcctgtg
aagctcaccc
gaaaccattt
gttggtggag
gttgatgcat
tgtgttgaaa
gaacatacag
gctattaata
aacagctacg
tttggatctg
gttcttcagt
ttcaccatct
caaggagata
attattagct
tcceggtatg
ccaccgtgcc
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gccctcccag
caggtgtaca
tgcctggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg
aaacggcgcc
tceggtggeg
gcaccggaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgegggagyg
caggactgge
cccatcgaga
ctgcccccat
ggcttctatce
tacaagacca
accgtggaca
gctctgcaca

PEVICVVVDV
KEYKCKVSNK
IAVEWESNGQ
TQKSLSLSPG
GAEVNKPGAS
VIMTRDTSIS
SASAPTLKLE
APVLVVYDDS
GTKLTVLGQP
CPPCPAPELL
NAKTKPREEQ
PQVYTLPPSR
LYSKLTVDKS

tcaccaggcc
ttgtttcctt
gctgtcttcet
gccagcacgce
agagaaattg
attttcatga
ttcttgatca
aattggaaga
ttgaagaagc
atgttgatgg
acattaattc
atgtaacatg
acaaggtggt
aaccagcagt
gtgctgagac
tggataacat
aagatgccaa
tctgtggagg
ctggtgttaa
agcaaaagcg
agtacaacca
ttacacctat
gctatgtaag
accttagagt
ataacaacat
gtgggggacc
ggggtgaaga
tcaactggat
cagctccgga
ccctcatgat
accctgaggt
agccgcggga
accaggactg
cccccatcga
ccctgecccc
aaggcttcta
actacaagac
tcaccgtgga
aggctctgca
gccggagegyg
ggggatcceg
tecectgggegyg
cccggacccec
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa
aaaccatctc
cccgggatga
ccagcgacat
cgccteccegt
agagcaggtg
accactacac

SHEDPEVKFN
ALPAPIEKTI
PENNYKTTPP
KRRRRSGGGG

WYVDGVEVHN
SKAKGQPREP
VLDSDGSFFL
SGGGGSGGGG

VKVSCKASGY
TAYMELSRLR
EGEFSEARVQ
DRPSGIPERF
KAAPSVTLFP
GGPSVFLFPP
YNSTYRVVSV
DELTKNQVSL
RWQQGNVFEFSC

tcatcaccat
ttttaaaata
tcactaaatt
aggttggtaa
gctttcagat
tgttttettt
tgaaaacgcc
gtttgttcaa
acgagaagtt
agatcagtgt
ctatgaatgt
taacattaag
ttgctcctgt
gccatttcca
tgtttttcct
cactcaaagc
accaggtcaa
ctctatcgtt
aattacagtt
aaatgtgatt
tgacattgcc
ttgcattget
tggetgggga
tccacttgtt
gttctgtget
ccatgttact
gtgtgcaatg
taaggaaaaa
actcctggga
ctccecggacc
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggce
gaaaaccatc
atcccgggat
tccecagecgac
cacgcctccce
caagagcagg
caaccactac
tggeggegga
ccggecggcege
accgtcagtc
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaag
caaagccaaa
gctgaccaag
cgccgtggag
gttggactcc
gcagcagggg
gcagaagagc

TFTGYYMHWV
SDDTAVYYCA
AVLTQPPSVS
SGSNSGNMAT
PSAAAGGGGS
KPKDTLMISR
LTVLHQDWLN
TCLVKGFYPS
SVMHEALHNH

ctgcctttta
cattgagtat
ttgattacat
gtactgtggg
tatttggatt
tttgctaaaa
aacaaaattc
gggaatctag
tttgaaaaca
gagtccaatc
tggtgtccct
aatggcagat
actgagggat
tgtggaagag
gatgtggact
acccaatcat
ttceccttgge
aatgaaaaat
gtcgcaggtg
cgaattattc
cttctggaac
gacaaggaat
agagtcttcc
gaccgagcca
ggcttccatg
gaagtggaag
aaaggcaaat
acaaagctca
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaagcca
gagctgacca
atcgccgtgg
gtgttggact
tggcagcagyg
acgcagaaga
tcaggtgggg
gacaaaactc
ttcctettcece
tgcgtggtgg
ggcgtggagyg
cgtgtggtca
tgcaaggtct
gggcagcccc
aaccaggtca
tgggagagca
gacggctcct
aacgtettet
ctctcecctgt

Secuencia de aminoacidos de FIX-044. La secuencia sefal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene
doble subrayado y el enlazador con sitios de procesamiento por proproteina convertasa se muestra en negrita

60
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ERECMEEKCS
FGFEGKNCEL
VSVSQTSKLT
QVVLNGKVDA
PHHNYNAATN
HKGRSALVLQ
GTSFLTGIIS
VEFLFPPKPKD
YRVVSVLTVL
KNQVSLTCLV
GNVFSCSVMH
HTCPPCPAPE
VHNAKTKPRE
REPQVYTLPP
FFLYSKLTVD

SPGLILTIGLL
FEEAREVFEN
DVTCNIKNGR
RAETVFPDVD
FCGGSIVNEK
KYNHDIALLE
YLRVPLVDRA
WGEECAMKGK
TLMISRTPEV
HODWLNGKEY
KGFYPSDIAV
EALHNHYTQK
LLGGPSVFLF
EQYNSTYRVV
SRDELTKNQV
KSRWQQOGNVF

GYLLSAECTV

ES 2739503 T3

FLDHENANKT

LNRPKRYNSG KLEEFVQGNL

TERTTEFWKQ
CEQFCKNSAD
YVNSTEAETI
WIVTAAHCVE
LDEPLVLNSY
TCLRSTKFTI
YGIYTKVSRY
TCVVVDVSHE
KCKVSNKALP
EWESNGQPEN
SLSLSPGKRR
PPKPKDTLMI
SVLTVLHQDW
SLTCLVKGFY
SCSVMHEALH

YVDGDQCESN
NKVVCSCTEG
LDNITQSTQS
TGVKITVVAG
VTPICIADKE
YNNMFCAGFH
VNWIKEKTKL
DPEVKFNWYV
APIEKTISKA
NYKTTPPVLD
RRSGGGGSGG
SRTPEVTICVV
LNGKEYKCKV
PSDIAVEWES
NHYTQKSLSL

Secuencia de ADN de Genscript-FIX-044

tccggaactce
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggcetyg
catcgagaaa
gcccccatce
cttctatcce
caagaccacg
cgtggacaag
tctgcacaac
gagcggtgge
atccecgecgg
gggcggaccg

ctgggaggac
cggaccectg

ttcaactggt
cagtacaaca
aatggcaagg
accatctcca
cgggatgagc
agcgacatcg
cctcecegtgt
agcaggtgge
cactacacgc
ggcggatcag
cggcgcgaca

cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccg
agtacaagtg
aagccaaagg
tgaccaagaa
ccgtggagtyg
tggactccga
agcaggggaa
agaagagcct
gtgggggtgg
aaactcacac

cctcttececce
cgtggtggtg
cgtggaggtg
tgtggtcage
caaggtctcc
gcagccccga
ccaggtcagc
ggagagcaat
cggctccttce
cgtcttctca
ctccectgtcet
atcaggecggt
atgcccaccg

Secuencia de ADN de Genscript-FVII1-027-1

gaagagcctc
tgggggtgga
tgggggtgga
tgaggtgaat
caccggctac
atggatcaac
catgaccagg
cgacacggcc
ccccaactgg
atccgeccecca

tccectgtcte
tcaggeggtyg
tcaaggaaga
aagcctgggg
tatatgcact
cctaacagtg
gacacgtcca
gtgtattact
ttcgaccect
acccttaage

cgggtaaacg
gaggtteccgg
ggaggaagag
cctcagtgaa
gggtgcgaca
gtggcacaaa
tcagcaccge
gtgcgagagg
ggggccaggyg
ttgaagaagg

gcgccegecgg
tggcggggga
ggcggaagtyg
ggtctectge
ggccecctgga
ctatgcacag
ctacatggag
ccgtgetttg
aaccctggtce
tgaattc

Secuencia de ADN de Genscript-FVII-026-2

gaattctcag
ccaggacaga
tggtaccage
ccctcaggga
atcagcaggg
agtgatcatg
gccccctegg
ggtgggtecg

gggggatcag
ccgtcagtct

gaggtcacat
tacgtggacg
agcacgtacc
gagtacaagt
aaagccaaag
ctgaccaaga
gccgtggagt
ttggactccg

cagcagggga
cagaagagcc

Secuencia de aminoéacidos de FVIII con dominio B eliminado: El péptido sefal esta subrayado; el enlazador de 14
aminoacidos (que contiene el dominio B restante) entre la secuencia HC y LC tiene doble subrayado, con el sitio de

aagcacgcgt
cggccaggat
agaagccagg
tccectgageg
tcgaagccgg
tggtattcgg
tcactctgtt
gtggcggegg
acaaaactca
tcctcecttece
gegtggtggt
gcgtggaggt
gtgtggtcag
gcaaggtctc
ggcagccccg
accaggtcag
gggagagcaa
acggctcctt
acgtcttctce
tctccctagte

acaggctgtg
tacctgtggg
ccaggcccect
attctctgge
ggatgaggcc
cggagggacc
cccgccgtee
atcaggtggg
cacatgccca
cccaaaaccc
ggacgtgagce
gcataatgcc
cgtcctcacce
caacaaagcc
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagccg
cttecctctac
atgctccgtyg
tccggagtaaa

fusion S743/Q1638 indicado en negrita

ctgactcagc
ggaaacaaca
gtgctggtcg
tccaactctg
gactattact
aagctgaccg
gcggecgetyg
ggtggatcag
ccgtgcccag
aaggacaccc
cacgaagacc
aagacaaagc
gtcctgeacc
ctcccagceccce
gtgtacaccc
ctggtcaaag
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg
tgagaattc

PCLNGGSCKD DINSYECWCP
YRLAENQKSC EPAVPFPCGR
FNDFTRVVGG EDAKPGQFPW
EHNIEETEHT EQKRNVIRII
YTNIFLKFGS GYVSGWGRVF
EGGRDSCQGD SGGPHVTEVE
TDKTHTCPPC PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT KPREEQYNST
KGQPREPQVY TLPPSRDELT
SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
GGSGGGGSGG GGSRRRRDKT
VDVSHEDPEV KEFNWYVDGVE
SNKALPAPIE KTISKAKGQP
NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
SPGK*

ccaaaaccca aggacaccct
gacgtgagcc acgaagaccc
cataatgcca agacaaagcc
gtcctcaccg tcctgecacca
aacaaagccc tcccagcccce
gaaccacagg tgtacaccct
ctgacctgcc tggtcaaagg
gggcagccgg agaacaacta
ttcctctaca gcaagctcac
tgctcecgtga tgcatgaggce
ccgggtaaac ggcgceccgececg
ggaggttceg gtggcggggg
tgcccagcac cggaactcct

agcggtggeg gcggatcagg
tcecggeggtg gaggttecgg
cagectggtge agtctggage
aaggcttcectg gatacacctt

caagggcttg agtggatggg
aagtttcagg gctgggtcac

ctgagcaggc
tataaccgga
accgtctect

tgagatctga
acgaccggtc
cagggagtgce

cgccctecggt gtcagtggec
ttggaagtaa aagtgtgcag
tctatgatga tagcgaccgg
ggaacatggc caccctgacc
gtcaggtgtg ggatagtagt
tcctaggtca gcccaaggcet
gtggeggtgg cteceggegga
gcggtggagg ttceggtgge
cacctgaact cctgggagga
tcatgatctc ccggacccct
ctgaggtcaa gttcaactgg
cgcgggagga gcagtacaac
aggactggct gaatggcaag
ccatcgagaa aaccatctcc
tgccecccate ccgcgatgag
gcttctatce cagcgacatc
acaagaccac gcctcccgtg
ccgtggacaa gagcaggtgg
ctctgcacaa ccactacacg

61



MOTELSTCEFE

LCLLREFCFESA

PRVPKSFPFN
DTVVITLKNM
GSHTYVWQVL
GSLAKEKTQT
HTVNGYVNRS
ROQASLEISPI
EPQLRMKNNE
WVHYIAAEEE
TDETFKTREA
DVRPLYSRRL
YYSSEFVNMER
NRSWYLTENI
HEVAYWYILS
MENPGLWILG

TSVVYKKTLF
ASHPVSLHAV
KENGPMASDP
LHKFILLFAV
LPGLIGCHRK
TFLTAQTLLM
EAEDYDDDLT
DWDYAPLVLA
IQHESGILGP
PKGVKHLKDF
DLASGLIGPL
QORFLPNPAGV
IGAQTDFLSV
CHNSDFRNRG

ES 2739503 T3

TRRYYLGAVE
VEFTDHLFNI
GVSYWKASEG
LCLTYSYLSH
FDEGKSWHSE
SVYWHVIGMG
DLGQFLLFCH
DSEMDVVRED
PDDRSYKSQY
LLYGEVGDTL
PILPGEIFKY
LICYKESVDQ
QLEDPEFQAS
FFSGYTFKHK
MTALLKVSSC

SKNNAIEPRS FSONPPVLKR HQREITRTTL

DFDIYDEDEN
SVPQFKKVVF
RNQASRPYSF
TKDEFDCKAW
FALFFTIFDE
MDTLPGLVMA
YNLYPGVFET
GMASGHIRDF
LAPMIIHGIK
FFGNVDSSGI
MPLGMESKAI
PKEWLQVDFQ
ONGKVKVFQG
CEAQDLY

MOTELSTCFEF

QSPRSFQKKT
QEFTDGSFTQ
YSSLISYEED
AYFSDVDLEK
TKSWYFTENM
ODQRIRWYLL
VEMLPSKAGI
QITASGQYGQ
TQGARQKFSS
KHNIFNPPII
SDAQITASSY
KTMKVTGVTT
NQDSFTPVVN

LCLLRECFSA

PRVPKSFPFN
DTVVITLKNM
GSHTYVWQVL
GSLAKEKTQT
HTVNGYVNRS
ROASLEISPI
EPQLRMKNNE
WVHYIAAEEE
TDETFKTREA
DVRPLYSRRL
YYSSFVNMER
NRSWYLTENI
HEVAYWYILS
MENPGLWILG
SKNNAIEPRS
IQNVSSSDLL
SEMTHFRPQL
SNNLISTIPS
SGGPLSLSEE
ALLTKDNALF
ILESDTEFKK
EGPIPPDAQN
LGPEKSVEGQ
LHENNTHNQE
TRQONVEGSYD
NQTKQIVEKY
IVDDTSTQWS
QANRSPLPIA
SHFLQGAKKN
KPDLPKTSGK
AIKWNEANRP
SQEKSPEKTA
TERLCSQNPP
EDENQSPRSF
KVVFQEFTDG
PYSFYSSLIS
CKAWAYFSDV
IFDETKSWYF
LVMAQDQRIR
VFETVEMLPS
IRDFQITASG
HGIKTQGARQ
SSGIKHNIEFN
SKAISDAQIT
VDFQKTMKVT
VFQGNQDSFT

TSVVYKKTLF
ASHPVSLHAV
KENGPMASDP
LHKFILLFAV
LPGLIGCHRK
TFLTAQTLLM
EAEDYDDDLT
DWDYAPLVLA
IQHESGILGP
PKGVKHLKDF
DLASGLIGPL
QORFLPNPAGV
IGAQTDFLSV
CHNSDFRNRG
FSQNSRHPST
MLLRQSPTPH
HHSGDMVE TP
DNLAAGTDNT
NNDSKLLESG
KVSISLLKIN
VTPLIHDRML
PDMSFFKMLF
NELSEKNKVV
KKIQEEIEKK
GAYAPVLQDF
ACTTRISPNT
KNMKHLTPST
KVSSFPSIRP
NLSLAILTLE
VELLPKVHIY
GKVPFLRVAT
FKKKDTILSL
VLKRHQREIT
OKKTRHYFIA
SFTQPLYRGE
YEEDQRQGAE
DLEKDVHSGL
TENMERNCRA
WYLLSMGSNE
KAGIWRVECL
OYGOWAPKLA
KFSSLYISQF
PPIIARYIRL
ASSYFTNMFA
GVTTQGVKSL
PVVNSLDPPL

RHYFIAAVER
PLYRGELNEH
QRQGAEPRKN
DVHSGLIGPL
ERNCRAPCNI
SMGSNENIHS
WRVECLIGEH
WAPKLARLHY
LYISQFIIMY
ARYIRLHPTH
FTNMFATWSP
QGVKSLLTSM
SLDPPLLTRY

TRRYYLGAVE
VEFTDHLFNTI
GVSYWKASEG
LCLTYSYLSH
FDEGKSWHSE
SVYWHVIGMG
DLGQFLLFCH
DSEMDVVRED
PDDRSYKSQY
LLYGEVGDTL
PILPGEIFKY
LICYKESVDQ
QLEDPEFQAS
FFSGYTFKHK
MTALLKVSSC
RQKQFNATTI
GLSLSDLQEA
ESGLQLRLNE
SSLGPPSMPV
LMNSQESSWG
KTSNNSATNR
MDKNATALRL
LPESARWIQR
VGKGEFTKDV
ETLIQENVVL
RSLNDSTNRT
SQONFVTQRS
LTQIDYNEKE
IYLTRVLFQD
MTGDQREVGS
QKDLFPTETS
ESSAKTPSKL
NACESNHAIA
RTTLQSDQEE
AVERLWDYGM
LNEHLGLLGP
PRKNFVKPNE
IGPLLVCHTN
PCNIQMEDPT
NIHSIHFSGH
IGEHLHAGMS
RLHYSGSINA
I IMYSLDGKK
HPTHYSIRST
TWSPSKARLH
LTSMYVKEFL
LTRYLRIHPQ

LSWDYMQSDL
AKPRPPWMGL
AEYDDQTSQR
VDLVKDLNSG
TKNSLMQDRD
TTPEVHSIFL
ISSHQHDGME
DDNSPSFIQI
LNNGPQRIGR
LIIFKNQASR
KWIVTVEDGP
RGNQIMSDKR
NIMHSINGYV
MVYEDTLTLF
DKNTGDYYED
QSDQEEIDYD
LWDYGMSSSP
LGLLGPYIRA
FVKPNETKTY
LVCHTNTLNP
QMEDPTFKEN
IHFSGHVE TV
LHAGMSTLFL
SGSINAWSTK
SLDGKKWQTY
YSIRSTLRME
SKARLHLQGR
YVKEFLISSS
LRIHPQSWVH

LSWDYMQSDL
AKPRPPWMGL
AEYDDQTSOQR
VDLVKDLNSG
TKNSLMQDRD
TTPEVHSIFL
ISSHQHDGME
DDNSPSFIQI
LNNGPQRIGR
LIIFKNQASR
KWIVTVEDGP
RGNQIMSDKR
NIMHSINGYV
MVYEDTLTLF
DKNTGDYYED
PENDIEKTDP
KYETFSDDPS
KLGTTAATEL
HYDSQLDTTL
KNVSSTESGR
KTHIDGPSLL
NHMSNKTTSS
THGKNSLNSG
GLKEMVFPSS
PQIHTVTGTK
KKHTAHFSKK
KRALKQFRLP
KGAITQSPLS
NSSHLPAASY
LGTSATNSVT
NGSPGHLDLV
LDPLAWDNHY
AINEGQONKPE
IDYDDTISVE
SSSPHVLRNR
YIRAEVEDNI
TKTYFWKVQH
TLNPAHGRQV
FKENYRFHAI
VETVRKKEEY
TLFLVYSNKC
WSTKEPFSWI
WQTYRGNSTG
LRMELMGCDL
LQGRSNAWRP
ISSSQDGHOW
SWVHQIALRM

62

GELPVDARFP
LGPTIQAEVY
EKEDDKVFPG
LIGALLVCRE
AASARAWPKM
EGHTFLVRNH
AYVKVDSCPE
RSVAKKHPKT
KYKKVRFMAY
PYNIYPHGIT
TKSDPRCLTR
NVILFSVFDE
FDSLQLSVCL
PFSGETVFMS
SYEDISAYLL
DTISVEMKKE
HVLRNRAQSG
EVEDNIMVTF
FWKVQHHMAP
AHGRQVTVQE
YRFHAINGYI
RKKEEYKMAL
VYSNKCQTPL
EPFSWIKVDL
RGNSTGTLMV
LMGCDLNSCS
SNAWRPQVNN
ODGHQWTLEF
QIALRMEVLG

Secuencia de aminoacidos de FVIII de longitud completa: Péptido sefal subrayado

GELPVDARFP
LGPTIQAEVY
EKEDDKVFPG
LIGALLVCRE
AASARAWPKM
EGHTFLVRNH
AYVKVDSCPE
RSVAKKHPKT
KYKKVRFMAY
PYNIYPHGIT
TKSDPRCLTR
NVILFSVEDE
FDSLQLSVCL
PFSGETVFMS
SYEDISAYLL
WFAHRTPMPK
PGAIDSNNSL
KKLDFKVSST
FGKKSSPLTE
LFKGKRAHGP
IENSPSVWON
KNMEMVQOQOKK
QGPSPKQLVS
RNLFLTNLDN
NFMKNLFLLS
GEEENLEGLG
LEETELEKRI
DCLTRSHSIP
RKKDSGVQES
YKKVENTVLP
EGSLLQGTEG
GTQIPKEEWK
IEVTWAKQGR
MKKEDFDIYD
AQSGSVPQFK
MVTFRNQASR
HMAPTKDEFD
TVQEFALFFT
NGYIMDTLPG
KMALYNLYPG
QTPLGMASGH
KVDLLAPMI I
TLMVFFGNVD
NSCSMPLGME
QVNNPKEWLQ
TLFFQNGKVK
EVLGCEAQDL
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Secuencia de aminoacidos de FIX. La secuencia sefal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene doble

subrayado

ERECMEEKCS
FGFEGKNCEL
VSVSQTSKLT
QVVLNGKVDA
PHHNYNAAIN
HKGRSALVLQ
GTSFLTGIIS

Secuencia de

atgcagcgeg
ggatatctac
ctgaatcggc
gagagagaat
actgaaagaa
ccatgtttaa
tttggatttg
tgcgagcagt
tatcgacttg
gtttectgttt
tatgtaaatt
tttaatgact
caggttgttt
tggattgtaa
gaacataata
cctcaccaca
ctggacgaac
tacacgaaca
cacaaaggga
acatgtcttc
gaaggaggta
gggaccagtt
tatggaatat
acttga

Secuencia de aminodcidos de FX. La secuencia sefial se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene doble

subrayado

MGRPLHLVLL,

SPGLITICLL
FEEAREVFEN
DVTCNIKNGR
RAETVFPDVD
FCGGSIVNEK
KYNHDIALLE
YLRVPLVDRA
WGEECAMKGK

ADN de FIX

tgaacatgat
tcagtgctga
caaagaggta
gtatggaaga
caactgaatt
atggcggcag
aaggaaagaa
tttgtaaaaa
cagaaaacca
cacaaacttc
ctactgaagce
tcactcgggt
tgaatggtaa
ctgctgeccca
ttgaggagac
actacaatgce
ccttagtget
tcttcctcaa
gatcagcttt
gatctacaaa
gagattcatg
tcttaactgg
ataccaaggt

SASLAGLLLL

GYLLSAECTV

ES 2739503 T3

FLDHENANKT

LNRPKRYNSG

TERTTEFWKQ
CEQFCKNSAD
YVNSTEAETI
WIVTAAHCVE
LDEPLVLNSY
TCLRSTKFTI
YGIYTKVSRY

catggcagaa
atgtacagtt
taattcaggt
aaagtgtagt
ttggaagcag
ttgcaaggat
ctgtgaatta
tagtgctgat
gaagtcctgt
taagctcace
tgaaaccatt
tgttggtgga
agttgatgca
ctgtgttgaa
agaacataca
agctattaat
aaacagctac
atttggatct
agttcttcag
gttcaccatc
tcaaggagat
aattattagce
atcccggtat

TCSYEEAREV
CELFTRKLCS
KRSVAQATSS
CKDGECPWQA
AVHEVEVVIK
VSGFGRTHEK
GPHVTRFKDT
VITSSPLK

FEDSDKTNEF
LDNGDCDQFC
SGEAPDSITW
LLINEENEGF
HNRFTKETYD
GRQSTRLKML
YFVIGIVSWG

Secuencia de ADN de FX

atggggcgee
ggggaaagtc
gccaattcct
acctgctcat
tggaataaat
tgtaaagacg
tgtgaattat
cacgaggaac
ggcaaggcct
aagaggtcag
aagccatatg
aaccagacgc
tgcaaggacg
tgtggtggaa
gccaagagat
gcggtgeacyg
ttcgacatcg
gcctgcctce
gtgagcggcet
gaggtgccct
aacatgttct
ggcccgcacyg
gagggctgtyg
tggatcgaca
gtcataacgt

cactgcacct
tgttcatccg
ttcttgaaga
acgaagaggc
acaaagatgg
gcctegggga
tcacacggaa
agaactctgt
gcattcccac
tggcccagge
atgcagccga
agcctgagag
gggagtgtcc
ccattctgag
tcaaggtgag
aggtggaggt
ccgtgcectecg
ccgagcgtga
tcgggcgcac
acgtggaccg
gtgccggcta
tcacccgett
cccgtaaggg
ggtccatgaa
cctctccatt

WNKYKDGDQC
HEEQNSVVCS
KPYDAADLDP
CGGTILSEFY
FDIAVLRLKT
EVPYVDRNSC
EGCARKGKYG

cgtcectgetce
cagggagcag
gatgaagaaa
ccgcgaggtce
cgaccagtgt
atacacctgce
gctctgecage
ggtgtgctce
agggccctac
caccagcagc
cctggaccce
gggcgacaac
ctggcaggcc
cgagttctac
ggtaggggac
ggtcatcaag
gctcaagacc
ctgggccgag
ccacgagaag
caacagctgce
cgacaccaag
caaggacacc
gaagtacggyg
aaccaggggce
aaagtga

Secuencia de ADN para pSYN-FIX-053

YVDGDQCESN
NKVVCSCTEG
LDNITQSTQS
TGVKITVVAG
VIPICIADKE
YNNMEFCAGEFH
VNWIKEKTKL

tcaccaggcc
tttcttgatc
aaattggaag
tttgaagaag
tatgttgatg
gacattaatt
gatgtaacat
aacaaggtgg
gaaccagcag
cgtgectgaga
ttggataaca
gaagatgcca
ttctgtggag
actggtgtta
gagcaaaagc
aagtacaacc
gttacaccta
ggctatgtaa
taccttagag
tataacaaca
agtgggggac
tggggtgaag
gtcaactgga

ETSPCQNQGK
CARGYTLADN
TENPFDLLDF
ILTAAHCLYQ
PITFRMNVAP
KLSSSFIITQ
IYTKVTAFLK

agtgcctccc
gccaacaaca
ggacacctcg
tttgaggaca
gagaccagtc
acctgtttag
ctggacaacg
tgcgccegeg
ccctgtggga
ageggggagyg
accgagaacc
aacctcacca
ctgctcatca
atcctaacgg
cggaacacgg
cacaaccggt
cccatcacct
tccacgctga
ggccggcagt
aagctgtcca
caggaggatg
tacttcgtga
atctacacca
ttgcccaagg

PCLNGGSCKD
YRLAENQKSC
FNDFTRVVGG
EHNIEETEHT
YTNIFLKFGS
EGGRDSCQGD
T

tcatcaccat
atgaaaacgc
agtttgttca
cacgagaagt
gagatcagtg
cctatgaatg
gtaacattaa
tttgctcctg
tgccatttcc
ctgtttttee
tcactcaaag
aaccaggtca
gctctatcgt
aaattacagt
gaaatgtgat
atgacattge
tttgcattge
gtggctgggyg
ttccacttgt
tgttctgtge
cccatgttac
agtgtgcaat
ttaaggaaaa

ANSFLEEMKK
CKDGLGEYTC
GKACIPTIGPY
NQTQPERGDN
AKRFKVRVGD
ACLPERDWAE
NMFCAGYDTK
WIDRSMKTRG

tggctggect
tcctggecgag
aaagagagtg
gcgacaagac
cttgccagaa
aaggattcga
gggactgtga
ggtacaccct
aacagaccct
cccctgacag
ccttcgacct
ggatcgtggg
atgaggaaaa
cagcccactg
agcaggagga
tcacaaagga
tccgecatgaa
tgacgcagaa
ccaccaggct
gcagcttcat
cctgccaggg
caggcatcgt
aggtcaccgce
ccaagagcca

63

KLEEFVQGNL
DINSYECWCP
EPAVPFPCGR
EDAKPGQFPW
EQKRNVIRII
GYVSGWGRVF
SGGPHVTEVE

ctgcctttta
acaaaatt

agggaatcta
ttttgaaaac
tgagtccaat
ttggtgtccce
gaatggcaga
tactgaggga
atgtggaaga
tgatgtggac
cacccaatca
attccecttgg
taatgaaaaa
tgtcgcaggt
tcgaattatt
ccttetggaa
tgacaaggaa
aagagtcttc
tgaccgagcece
tggcttccat
tgaagtggaa
gaaaggcaaa
aacaaagctc

GHLERECMEE
TCLEGFEGKN
PCGKQTLERR
NLTRIVGGQE
RNTEQEEGGE
STLMTQKTGI
QEDACQGDSG
LPKAKSHAPE

cctgectgetce
ggtcacgagg
catggaagag
gaatgaattc
ccagggcaaa
aggcaaaaac
ccagttctge
ggctgacaac
ggaacgcagg
catcacatgg
gcttgacttc
aggccaggaa
cgagggtttc
tctctaccaa
gggcggtgag
gacctatgac
cgtggcgect
gacggggatt
caagatgctg
catcacccag
ggacagcggg
cagctgggga
cttcctcaag
tgccccecggag
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ATGCAGCGCG TGAACATGAT CATGGCAGAA TCACCAGGCC TCATCACCAT CIGCCTTTIA
GGATATCTAC TCAGTGCTGA ATGTACAGGT TTGTITCCTIT TITTAAAATA CATTGAGTAT
1 GCTTGCCTIT TAGATATAGA AATATCIGAT GCIGICITCT TCACTAAATT TTIGATITACAT
GATTTGACAG CAATATTGAA GAGTICTAACA GCCAGCACGC AGGTTGGTAA GTACTGIGGG
. AACATCACAG ATTTTGGCTIC CATGCCCTAA AGAGAAATTG GCITTCAGAT TATTTGGATT
AAAAACAAAG ACTTICTITAA GAGATGIAAA ATTITTCATGA TIGTITTCITT TITGCTAAAA
CTAAAGAATT ATICTTTITAC ATTTCAGTIT TICITIGATCA TGAAAACGCC AACAAAATIC
TGAATCGGCC AAAGAGGTAT AATTCAGGTA AATTGGAAGA GTITTGITCAA GGGAATCIAG
AGAGAGAATG TATGGAAGAA AAGTGTIAGIT TTGAAGAAGC ACGAGAAGIT TTITGAAAACA
. CTGAAAGAAC AACTGAATTT TGGAAGCAGT ATGTIGATGG AGATCAGTGT GAGTCCAATC
CATGTTTAAA TGGCGGCAGT TGCAAGGATIG ACATTIAATITC CTATGAATGT TGGTIGICCCT
TIGGATTTIGA AGGAAAGAAC TGIGAATTAG ATGTAACATG TAACATTAAG AATGGCAGAT
GCGAGCAGTT TTGTAAAAAT AGTGCIGATA ACAAGGTGGT TIGCTICCTGT ACTGAGGGAT
ATCGACTTGC AGAAAACCAG AAGICCIGTG AACCAGCAGT GCCATTITCCA TGTGGAAGAG
TITCIGTTIC ACAAACTTCT AAGCTCACCC GTGCTGAGAC TGTITTITCCT GATGIGGACT
ATGTAAATTIC TACTIGAAGCT GAAACCATIT TGGATAACAT CACTCAAAGC ACCCAATCAT
TTAATGACTT CACTICGGGTIT GITGGTGGAG AAGATGCCAA ACCAGGTCAA TTCCCTIIGGC
AGGTTGTTITIT GAATGGTAAA GTITGATIGCAT TCIGTGGAGG CTCTATICGIT AATGAAAAAT
81 GGATITGTAAC TGCIGCCCAC TGTGITGAAA CTGGTGITAA AATTACAGTT GTCGCAGGTG
AACATAATAT TGAGGAGACA GAACATACAG AGCAAAAGCG AAATGTIGATT CGAATTATIC
1 CTCACCACAA CTACAATGCA GCTATTAATA AGTACAACCA TGACATTGCC CTTICTGGAAC
TGGACGAACC CITAGTIGCTA AACAGCTIACG TTACACCTAT TTGCATTGCT GACAAGGAAT
ACACGAACAT CTTICCICAAA TTITGGATCIG GCTATGTAAG TGGCTGGGGA AGAGICTICC
ACAAAGGGAG ATCAGCTTTIA GTITCTICAGT ACCTITAGAGT TCCACITGIT GACCGAGCCA
CATGTICTICG ATCTACAAAG TTCACCATCT ATAACAACAT GITCIGIGCT GGCTTICCATG
1 AAGGAGGTAG AGATTCATGT CAAGGAGATA GTGGGGGACC CCATGTTACT GAAGTGGAAG
GGACCAGTITT CTTAACTGGA ATTATTAGCT GGGGTGAAGA GIGTGCAATG AAAGGCAAAT
ATGGAATATA TACCAAGGIG TCCCGGTATIG TCAACTGGAT TAAGGAAAAA ACAAAGCICA
CTGACAAAAC TCACACATIGC CCACCGTGCC CAGCTCCGGA ACTCCTGGGA GGACCGTCAG
TCTICCICIT CCCCCCAAAA CCCAAGGACA CCCICATIGAT CTCCCGGACC CCTGAGGTCA
. CATGCGIGGTI GGTGGACGIG AGCCACGAAG ACCCTIGAGGT CAAGTITCAAC TGGTIACGTGG
ACGGCGTGGA GGTIGCATAAT GCCAAGACAA AGCCGCGGGA GGAGCAGTAC AACAGCACGT
ACCGTGTGGT CAGCGICCIC ACCGTCCTGC ACCAGGACTG GCTIGAATGGC AAGGAGTACA
AGTGCAAGGT CTCCAACAAA GCCCTCCCAG CCCCCATCGA GAAAACCATC TCCAAAGCCA
41 AAGGGCAGCC CCGAGAACCA CAGGTGTACA CCCTGCCCCC ATCCCGGGAT GAGCIGACCA
1 AGAACCAGGT CAGCCTIGACC TGCCTGGTCA AAGGCTITCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGIGG
AGTGGGAGAG CAATGGGCAG CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC GTGTITGGACT
CCGACGGCTC CTICITCCTIC TACAGCAAGC TCACCGTCGA CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG
GGAACGTICTT CTCATIGCICC GTGATIGCATG AGGCTCTGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA
GCCTCTICCCT GICTCCGGGT AAACGGCGCC GCCGGAGCGG TGGCGGCGGA TCAGGTGGGG
1 GTGGATICAGG CGGTIGGAGGT TCCGGIGGCG GGGGATCCAG GAAGAGGAGG AAGAGGGACA
AAACTCACAC ATGCCCACCG TGCCCAGCAC CGGAACTCCT GGGCGGACCG TCAGICTICC
. TCTICCCCCC AAAACCCAAG GACACCCTICA TGATCTCCCG GACCCCTIGAG GTCACATGCG
TGGIGGIGGA CGTGAGCCAC GAAGACCCTG AGGICAAGTT CAACTGGTAC GTIGGACGGCG
TGGAGGIGCA TAATGCCAAG ACAAAGCCGC GGGAGGAGCA GTACAACAGC ACGTACCGIG
TGGICAGCGT CCTCACCGIC CTIGCACCAGG ACTGGCIGAA TGGCAAGGAG TACAAGTIGCA
AGGTCTICCAA CAAAGCCCIC CCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA GCCAAAGGGC
.| AGCCCCGAGA ACCACAGGTIG TACACCCIGC CCCCATCCCG GGATGAGCTG ACCAAGAACC
AGGTCAGCCT GACCTGCCIG GTICAAAGGCT TCTATCCCAG CGACATCGCC GTGGAGTGGG
AGAGCAATGG GCAGCCGGAG AACAACTACA AGACCACGCC TCCCGIGTIG GACTCCGACG
GCTCCITCIT CCICTACAGC AAGCTCACCG TGGACAAGAG CAGGTGGCAG CAGGGGAACG
TCTICTCATIG CICCGIGATG CATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG AAGAGCCTCT
21 CCCTGICICC GGGTAAATGA

Secuencia de aminoacidos de FIX-053. La secuencia sefial se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene
doble subrayado y el enlazador con sitios de procesamiento por proproteina convertasa se muestra en negrita

1 MORVNMIMAE SPGLITICLL GYLLSAECTV FLDHENANKI LNRPKRYNSG KLEEFVQGNL
%], ERECMEEKCS FEEAREVFEN TERTTEFWKQ YVDGDQCESN PCLNGGSCKD DINSYECWCP
FGFEGKNCEL DVICNIKNGR CEQFCKNSAD NKVVCSCTEG YRLAENQKSC EPAVPFPCGR
VSVSQTSKLT RAETVEPDVD YVNSTEAETI LDNITQSTQS ENDFTRVVGG EDAKPGQFPW
QVVLNGKVDA FCGGSIVNEK WIVIAAHCVE TGVKITVVAG EHNIEETEHT EQKRNVIRII
PHHNYNAAIN KYNHDIALLE LDEPLVLNSY VIPICIADKE YTINIFLKFGS GYVSGWGRVFE
. HKGRSALVLQ YLRVPLVDRA TCLRSTKFTII YNNMFCAGFH EGGRDSCQGD SGGPHVTEVE
GTSFLTIGIIS WGEECAMKGK YGIYTKVSRY VNWIKEKTKL TDKTHTCPPC PAPELLGGPS
VFLFPPKPKD TLMISRTIPEV TCVVVDVSHE DPEVKENWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST
YRVVSVLIVL HQDWLNGKEY KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
i1 KNQVSLTCLV KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK LTVDKSRWQQ
| GNVFSCSVMH FALENHYTQK SLSLSPGKRR RRSGGGGSGG GGSGGGGSGG GGSRKRRKRD
’1 KTHTCPPCPA PELLGGPSVF LFPPKPKDTL MISRTPEVIC VVVDVSHEDP EVKENWYVDG
1 VEVHNAKTKP REEQYNSTYR VVSVLTIVLHQ DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKG
QPREPQVYTL PPSRDELTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
GSFFLYSKLT VDKSRWQQGN VFSCSVMHEA LHENHYTQKSL SLSPGK*

Secuencia de ADN para pSYN-FVII-064
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ATGGTCTCCC AGGCCCTCAG GCICCICTIGC CTTCIGCTITG GGCITCAGGG CTGCCIGGCT
GCAGTCITCG TAACCCAGGA GGAAGCCCAC GGCGICCIGC ACCGGCGCCG GCGCGCCAAC
GCGTTCCIGG AGGAGCTIGCG GCCGGGCTCC CIGGAGAGGG AGTGCAAGGA GGAGCAGTIGC
TCCITICGAGG AGGCCCGGGA GATICTIICAAG GACGCGGAGA GGACGAAGCT GTITCTIGGATT
TCTTACAGIG ATIGGGGACCA GTGIGCCICA AGICCAIGCC AGAATGGGGG CICCIGCAAG
GACCAGCTICC AGICCTATAT CTIGCTTICIGC CTCCCIGCCT TCGAGGGCCG GAACTGTGAG
ACGCACAAGG ATGACCAGCT GATICTGIGIG AACGAGAACG GCGGCTIGIGA GCAGTIACTGC
AGTGACCACA CGGGCACCAA GCGCTICCIGTI CGGTIGCCACG AGGGGTACIC TCIGCTGGCA

CCIGCACACC CACAGTTGAA TATCCATGTG GAAAAATACC TATTCTAGAA

CCAGCAAACC CCAAGGCCGA ATIGTGGGGG GCAAGGTIGTG CCCCAAAGGG

GGCAGGICCT GTITIGITGGIG AATGGAGCTC AGITGIGTIGG GGGGACCCIG
. ATCAACACCA TCIGGGIGGT CICCGCGGCC CACTGTTTCG ACAAAATCAA GAACTGGAGG
AACCTGAICG CGGIGCIGGG CGAGCACGAC CTCAGCGAGC ACGACGGGGA TGAGCAGAGC
1 CGGCGGGTGG CGCAGGTCAT CATCCCCAGC ACGTACGTCC CGGGCACCAC CAACCACGAC
ATCGCGCTGC TCCGCCTIGCA CCAGCCCGIG GICCTCACTG ACCATGIGGT GCCCCTCIGC
CIGCCCGAAC GGACGTICIC TGAGAGGACG CTIGGCCTTCG TGCGCITICIC ATTGGTCAGC
GGCTIGGGGCC AGCTGCIGGA CCGTGGCGCC ACGGCCCTGG AGCTCATGGT CCTCAACGTG
CCCCGGCTGA TGACCCAGGA CTGCCTGCAG CAGICACGGA AGGIGGGAGA CTICCCCAAAT
| ATCACGGAGT ACATGTTCTG TGCCGGCTAC TCGGATGGCA GCAAGGACTC CTGCAAGGGG
GACAGTIGGAG GCCCACATGC CACCCACTAC CGGGGCACGT GGTACCTIGAC GGGCATCGTC
AGCTGGGGCC AGGGCTGCGC AACCGIGGGC CACTTTIGGGG TGTACACCAG GGICTCCCAG
TACATCGAGT GGCIGCAAAA GCTCATGCGC TCAGAGCCAC GCCCAGGAGT CCTCCIGCGA
GCCCCATTIC CCGGIGGCGG TGGCTICCGGC GGAGGIGGGT CCGGIGGCGG CGGATCAGGT
. GGGGGIGGAT CAGGCGGIGG AGGITCCGGTI GGCGGGGGAT CCGACAAAAC TCACACATIGC
CCACCGTGCC CAGCTICCGGA ACTICCTGGGA GGACCGTCAG TCTICCTICTT CCCCCCAAAA
CCCAAGGACA CCCTCTACAT CACCCGGGAG CCTGAGGICA CATGCGIGGT GGIGGACGIG
AGCCACGAAG ACCCTGAGGT CAAGTITCAAC TGGTACGIGG ACGGCGIGGA GGIGCATAAT
GCCAAGACAA AGCCGCGGGA GGAGCAGTAC AACAGCACGT ACCGIGIGGT CAGCGTICCTC
. ACCGICCTGC ACCAGGACTG GCIGAATGGC AAGGAGTACA AGTGCAAGGT CTICCAACAAA
GCCCTICCCAG CCCCCATICGA GAAAACCATIC TCCAAAGCCA AAGGGCAGCC CCGAGAACCA
CAGGTIGTACA CCCTIGCCCCC ATCCCGGGAT GAGCTGACCA AGAACCAGGT CAGCCTGACC
TGCCTGGTICA AAGGCTITCTA TCCCAGCGAC ATCGCCGIGG AGIGGGAGAG CAATGGGCAG
CCGGAGAACA ACTACAAGAC CACGCCTCCC GTIGITGGACT CCGACGGCTIC CTTCTTCCTIC
. TACAGCAAGC TCACCGICGA CAAGAGCAGG TGGCAGCAGG GGAACGICTT CTCATGCICC
41 GIGATGCATG AGGCTICIGCA CAACCACTAC ACGCAGAAGA GCCTCTCCCT GTCICCGGGT
1 AAACGGCGCC GCCGGAGCGG TGGCGGCGGA TCAGGTIGGGG GIGGATCAGG CGGTGGAGGT
TCCGGTGGCG GGGGATCCAG GAAGAGGAGG AAGAGGGACA AAACTCACAC ATGCCCACCG
TGCCCAGCAC CGGAACTCCT GGGCGGACCG TCAGTCTICC TCITCCCCCC AAAACCCAAG
GACACCCTCT ACATCACCCG GGAGCCTGAG GICACATGCG TGGIGGTGGA CGTGAGCCAC
GAAGACCCTIG AGGTCAAGTT CAACTGGTAC GIGGACGGCG TGGAGGTGCA TAATGCCAAG
1 ACAAAGCCGC GGGAGGAGCA GTACAACAGC ACGTACCGTIG TGGICAGCGT CCTICACCGIC
CTIGCACCAGG ACTGGCIGAA TGGCAAGGAG TACAAGTGCA AGGTCICCAA CAAAGCCCTC
CCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCTCCAAA GCCAAAGGGC AGCCCCGAGA ACCACAGGTG
TACACCCIGC CCCCATCCCG GGATGAGCIG ACCAAGAACC AGGTCAGCCT GACCIGCCIG
41 GICAAAGGCT TCTATCCCAG CGACATCGCC GTGGAGTGGG AGAGCAATGG GCAGCCGGAG
1 AACAACTACA AGACCACGCC TCCCGTGTIIG GACTCCGACG GCTCCITICTIT CCTCTACAGC
AAGCTCACCG TGGACAAGAG CAGGIGGCAG CAGGGGAACG TCITICICATG CTCCGTGAIG
CATGAGGCIC TGCACAACCA CTACACGCAG AAGAGCCTCT CCCTGTICTICC GGGTAAATGA

Secuencia de aminodcidos de FVII-064. La secuencia sefal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene
doble subrayado, el enlazador que conecta FVII a Fc esta subrayado y el enlazador con sitios de procesamiento por
proproteina convertasa se muestra en negrita

MVSQALRLLG. LLLGLQGCLA AVFVIQEEAH GVLHRRRRAN AFLEELRPGS LERECKEEQC
SFEEAREIFK DAERTKLFWI SYSDGDQCAS SPCONGGSCK DQLQSYICFC LPAFEGRNCE
. THKDDQLICV NENGGCEQYC SDETGTKRSC RCHEGYSLLA DGVSCTPTIVE YPCGKIPILE
KRNASKPQGR IVGGKVCPKG ECPWQVLLLV NGAQLCGGTL INTIWVVSAA HCFDKIKNWR
NLIAVLGEHD LSEHDGDEQS RRVAQVIIPS TYVPGTINHD IALLRLHQPV VLTDHVVPLC
LPERTFSERT LAFVRFSLVS GWGQLLDRGA TALELMVLNV PRLMTQDCLQ QSRKVGDSPN
ITEYMFCAGY SDGSKDSCKG DSGGPHATHY RGTWYLTGIV SWGQGCATVG HEGVYTRVSQ
YIEWLQKLMR SEPRPGVLLR APFPGGGGSG GGGSGGGGSG GGGSGGGGSG GGGSDKTHTC
PPCPAPELLG GPSVFLFPPK PKDTLYITRE PEVICVVVDV SHEDPEVKEN WYVDGVEVHN
AKTKPREEQY NSTYRVVSVL TVLHQDWLNG KEYKCKVSNK ALPAPIEKTI SKAKGQPREP
QVYTLPPSRD ELTKNQVSLT CLVKGFYPSD IAVEWESNGQ PENNYKTITPP VLDSDGSFFL
YSKLTVDKSR WQQGNVFSCS VMHEALHNHY TQKSLSLSPG KRRRRSGGGG SGGGGSGGGG
SGGGGSRKRR KRDKTHTCPP CPAPELLGGP SVFLFPPKPK DTLYITREPE VICVVVDVSH
EDPEVKENWY VDGVEVENAK TKPREEQYNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE YKCKVSNKAL
PAPIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSRDEL TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA VEWESNGQPE
NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSPGK*
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1 ATGCAAATAG AGCICICCAC CIGCTICTIT CIGIGCCITT
§1 ACCAGAAGAT ACTACCTGGG TGCAGIGGAA
121 GGIGAGCIGC CTIGTGGACGC AAGATITTCCT

1581 ACCICAGICG
GCTAAGCCAA
GATACAGTGG
. GGTGTATICCT
GAGAAAGAAG
. AAAGAGAATG
GTIGGACCIGG
GGGAGICIGG
TTITGATGAAG
GCTGCATICIG
. CIGCCAGGTC
ACCACTICCTIG
CGCCAGGCGT
GACCTITGGAC
GCITATIGTCA
. GAAGCGGAAG
GATGACAACT
TGGGTIACATT
CCCGATIGACA
AAGTACAAAA
. ATTCAGCATG
TTGATTATAT
GATGICCGIC
CCAATICIGC
ACTAAATCAG
. GATCTAGCTT
AGAGGAAACC
1 AACCGAAGCT
CAGCTIGAGG
TTIGATAGIT
ATTGGAGCAC
41 ATGGTCIATG
1 ATGGAAAACC
ATGACCGCCT
AGTITATGAAG
TTICICICAAA
CAGTCAGATIC
| GATTTTGACA
CGACACTIATIT
CATGTICTIAA
CAGGAATTTA
TIGGGACTICC
1 AGAAATCAGG
CAGAGGCAAG
TTITIGGAAAG
GCITATTICT
CIGGICTGCC
01 TITIGCICTGT
GAAAGAAACT
. TATCGCTTICC
CAGGATICAAA
ATTCATTTICA
TACAATCICT
TGGCGGGIGG
. GTGTACAGCA
CAGATTACAG
TCCGGATICAA
TIGGCACCAA
1 CICTACATCT
1 CGAGGAAATT
AAACACAATA
TATAGCATIC
ATGCCATTIGG
TTTACCAATA
1 AGTAATGCCT
AAGACAATGA
TATGIGAAGG
CAGAATGGCA
TCICTIAGACC
. CAGATTGCCC
1 CACACATGCC
1 CCCCCAAAAC
01 GIGGACGTGA
GIGCATAATG
AGCGTCCICA
TCCAACAAAG
1 CGAGAACCAC

TGTACAAAAA
GGCCACCCIG
TCATTACACT
ACTGGAAAGC
ATGATAAAGT
GTCCAATGGC
TAAAAGACTT
CCAAGGAAAA
GGAAAAGTIG
CTCGGGCCIG
TGATTGGATG
AAGTGCACIC
CCTTGGAAAT
AGITTCTACT
AAGTAGACAG
ACTATGATIGA
CTCCTTCCIT
ACATTGCIGC
GAAGTITATAA
AAGTCCGATIT
AATCAGGAAT
TTAAGAATCA
CTTTGTIATIC
CAGGAGAAAT
ATCCTCGGIG
CAGGACTICAT
AGATAATGIC
GGTACCTICAC
ATCCAGAGTIT
TGCAGITIGIC
AGACTGACTIT
AAGACACACT
CAGGTCTAIG
TACTGAAGGT
ATATTTCAGC
ACCCACCAGT
AAGAGGAAAT
TTTATGATGA
TTATTGCTIGC
GAAACAGGGC
CTGATGGCIC
TGGGGCCATA
CCTCTICGICC
GAGCAGAACC
TGCAACATICA
CTGATGTTGA
ACACTAACAC
TITTCACCAT
GCAGGGCTCC
ATGCAATCAA
GGATTCGAIG
GTGGACATIGT
ATCCAGGIGT
AATGCCTIAT
ATAAGTGICA
CTTCAGGACA
TCAATGCCIG
TGATTATTICA
CTCAGTTTIAT
CCACTGGAAC
TITTTAACCC
GCAGCACTICT
GAATGGAGAG
TGTTTGCCAC
GGAGACCICA
AAGTCACAGG
AGTITCCTCAT
AAGTAAAGGT
CACCGTTACT
TGAGGATGGA
CACCGTIGCCC
CCAAGGACAC
GCCACGAAGA
CCAAGACAAA
CCGICCTGCA
CCCTCCCAGC
AGGTGTACAC

GACTCIGITT
GATGGGICIG
TAAGAACATG
TTCTGAGGGA
CTTCCCTGGT
CTCTGACCCA
GAATTCAGGC
GACACAGACC
GCACTCAGAA
GCCTAAAATG
CCACAGGAAA
AATATTCCTC
CTCGCCAATA
GITTTGICAT
CIGTCCAGAG
TGATCTTACT
TATCCAAATT
TGAAGAGGAG
AAGTCAATAT
TATGGCATAC
CTTGGGACCT
AGCAAGCAGA
AAGGAGATTA
ATTCAAATAT
CCTGACCCGC
TGGCCCICTC
AGACAAGAGG
AGAGAATATA
CCAAGCCTCC
AGTITIGTTIG
CCITICIGIC
CACCCTATIC
GATTCIGGGG
TTICTAGTTGT
ATACTIGCIG
CITGAAACGC
TGACTATGAT
GGATGAAAAT
AGIGGAGAGG
TCAGAGIGGC
CTITTACTCAG
TATAAGAGCA
CTATTCCTTC
TAGAAAAAAC
TATGGCACCC
CCTIGGAAAAA
ACTGAACCCT
CITTGATIGAG
CIGCAATAIC
TGGCTIACATA
GTIATCIGCIC
GTTCACTGTA
TTTTGAGACA
TGGCGAGCAT
GACTCCCCTG
ATATGGACAG
GAGCACCAAG
CGGCATCAAG
CATCATGTAT
CITAATGGIC
TCCAATTATT
TCGCATIGGAG
TAAAGCAATA
CTGGTCTCCT
GGTGAATAAT
AGTAACTACT
CICCAGCAGT
TTTTCAGGGA
GACTCGCTIAC
GGTTCTGGGC
AGCACCTIGAA
CCTICATGATC
CCCTGAGGTC
GCCGCGGGAG
CCAGGACTIGG
CCCCATCGAG
CCTGCCCCCA

CIGICATGGG
CCTAGAGIGC
GTAGAATICA
CTAGGICCTIA
GCTTCCCATIC
GCTGAATATIG
GGAAGCCATA
CIGIGCCTTA
CTICATTGGAG
TTGCACAAAT
ACAAAGAACT
CACACAGTICA
TCAGTICTIATT
GAAGGTCACA
ACTITTICCITIA
ATCTICTTCCC
GAACCCCAAC
GATTCIGAAA
CGCTCAGITIG
GACTGGGACT
TIGAACAATG
ACAGATGAAA
TTACTTITIATIG
CCATATAACA
CCAAAAGGTG
AAATGGACAG
TATTACICIA
CTCATCTIGCT
AATGTCATICC
CAACGCTTIC
AACATCATIGC
CATGAGGIGG
TICTIICICIG
CCATTCICAG
TGCCACAACT
GACAAGAACA
AGTAAAAACA
CATCAACGGG
GATACCATAT
CAGAGCCCCC
CTICIGGGATT
AGTIGTCCCIC
CCCTITATACC
GAAGTTGAAG
TATTCTAGCC
TTTGTCAAGC
ACTAAAGATIG
GATGTGCACT
GCTCATGGGA
ACCAAAAGCT
CAGATGGAAG
ATGGATACAC
AGCATGGGCA
CGAAAAAAAG
GTIGGAAATGT
CTACATGCTIG
GGAATGGCTT
TGGGCCCCAA
GAGCCCTTITT
ACCCAGGGIG
AGICTIGAIG
TICTTIGGCA
GCTCGATACA
TIGATGGGCT
TCAGATGCAC
TCAAAAGCIC
CCAAAAGAGT
CAGGGAGTAA
CAAGATGGCC
AATCAAGACT
CTTICGAATIC
TGCGAGGCAC
CTCCTGGGAG
TCCCGGACCC
AAGTTCAACT
GAGCAGTACA
CTGAATGGCA
AAAACCATCT
TCCCGCGATIG

TGCGATICIG
ACTATATIGCA
CAAAATCTIT
CGGATCACCT
CCATCCAGGC
CTGICAGICT
ATGATCAGAC
CATATGICIG
CCTACTICATA
CCCTACTAGT
TTATACTACT
CCTTGATIGCA
ATGGTTATGT
GGCATGTIGAT
CATTTICTITGT
CTGCTICAAAC
ACCAACATGA
TACGAATGAA
TGGATGIGGT
CCAAGAAGCA
ATGCTICCCTT
GCCCTICAGCG
CCTITTAAGAC
GGGAAGTTGG
TCTACCCTICA
TAAAACATTIT
TGACTGTAGA
GITTCGITAA
ACAAAGAATC
TGTTTTCIGT
TCCCCAATCC
ACAGCATCAA
CATACTIGGTA
GATATACCTT
GAGAAACTGT
CAGACTTTICG
CTGGIGATTA
ATGCCATTGA
AAATAACTICG
CAGTTGAAAT
GCAGCTITITICA
ATGGGATGAG
AGTTCAAGAA
GTGGAGAACT
ATAATATCAT
TTATTTCTITIA
CTAATGAAAC
AGITTIGACTG
CAGGCCTGAT
GACAAGTGAC
GGTACTTCAC
ATCCCACTTT
TACCTGGCIT
GCAATGAAAA
AGGAGTATAA
TACCATCCAA
GGATGAGCAC
CTGGACACAT
AGCTGGCCAG
CTTGGATCAA
CCCGTICAGAA
GGAAGAAGTG
ATGTGGATTC
TCCGTTTGCA
GTIGATITAAA
AGATTACTGC
GACTTCACCT
GGCTGCAAGT
AATCTCTGCT
ATCAGTGGAC
CCTTCACACC
ACCCCCAGAG
AGGACCTICTIA
GACCGTICAGT
CTGAGGTICAC
GGTACGIGGA
ACAGCACGTA
AGGAGTACAA
CCAAAGCCAA
AGCTGACCAA
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CIITAGIGCC
AAGIGATICIC
TCCATTICAAC
TTITCAACATIC
TGAGGTTTIAT
TCATGCIGIT
CAGICAAAGG
GCAGGICCIG
TCTTTCICAT
ATGTAGAGAA
TTTIGCIGTIA
GGATAGGGAT
AAACAGGICT
TGGAATGGGC
GAGGAACCAT
ACTCTTIGAIG
TGGCATIGGAA
AAATAATGAA
CAGGTITTIGAT
TCCTAAAACT
AGTCCICGCC
GATIGGTAGG
TCGTGAAGCT
AGACACACTG
CGGAATCACT
GAAGGATTIIT
AGATGGGCCA
TATGGAGAGA
TGTAGATCAA
ATTTGATIGAG
AGCTGGAGIG
TGGCTATIGIT
CATICTAAGC
CAAACACAAA
CTICATGICG
GAACAGAGGC
TTACGAGGAC
ACCAAGAAGC
TACTACTICIT
GAAGAAGGAA
AAAGAAAACA
TAGCTCCCCA
AGTIGITTIC
AAATGAACAT
GGTAACTTIIC
TGAGGAAGAT
CAAAACTTAC
CAAAGCCTGG
TGGACCCCIT
AGTACAGGAA
TGAAAATATG
TAAAGAGAAT
AGTAATGGCT
CATCCATTICT
AATGGCACTG
AGCTGGAATT
ACTTITITIICTIG
TAGAGATTTIT
ACTICATTAT
GGTGGAICIG
GTTCICCAGC
GCAGACTTIAT
ATCTIGGGATA
CCCAACTCAT
TAGTTGCAGC
TTCATCCTIAC
CCAAGGGAGG
GGACTTICCAG
TACCAGCATIG
TCICTITIIT
TGIGGIGAAC
TIGGGIGCAC
CGACAAAACT
CTTICCICIIC
ATGCGIGGIG
CGGCGIGGAG
CCGIGTIGGIC
GTGCAAGGTIC
AGGGCAGCCC
GAACCAGGTIC
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AGCCTGACCT GCCIGGICAA AGGCITCTAT CCCAGCGACA TCGCCGIGGA GIGGGAGAGC
AATGGGCAGC CGGAGAACAA CTACAAGACC ACGCCTCCCG TGTTGGACTC CGACGGCTCC
TICTITCCICT ACAGCAAGCT CACCGTCGAC AAGAGCAGGT GGCAGCAGGG GAACGTICITC
. TCATGCTCCG TGATGCATIGA GGCTCIGCAC AACCACTACA CGCAGAAGAG CCTCTCCCIG
TCTCCGGGTA AACGGCGCCG CCGGAGCGGT GGCGGCGGAT CAGGTGGGGG TGGATCAGGC
1 GGTGGAGGTT CCGGIGGCGG GGGATICCGGC GGTGGAGGTT CCGGTGGGGG TGGATCAAGG
AAGAGGAGGA AGAGGGACAA AACTCACACA TGCCCACCGT GCCCAGCICC AGAACTCCIG
GGCGGACCGT CAGTICTTCCT CTITCCCCCCA AAACCCAAGG ACACCCTCAT GATICTICCCGG
ACCCCTGAGG TCACATGCGT GGTGGTGGAC GTGAGCCACG AAGACCCTGA GGTCAAGTTC
21 AACTGGTIACG TGGACGGCGT GGAGGTGCAT AATGCCAAGA CAAAGCCGCG GGAGGAGCAG
1 TACAACAGCA CGTACCGIGT GGICAGCGIC CICACCGICC TGCACCAGGA CTGGCTGAAT
GGCAAGGAGT ACAAGTGCAA GGTCTICCAAC AAAGCCCICC CAGCCCCCAT CGAGAAAACC
ATCTCCAAAG CCAAAGGGCA GCCCCGAGAA CCACAGGTGT ACACCCTGCC CCCATCCCGG
GATGAGCTIGA CCAAGAACCA GGTCAGCCTIG ACCTGCCIGG TCAAAGGCTT CTATCCCAGC
41 GACATCGCCG TGGAGTGGGA GAGCAATGGG CAGCCGGAGA ACAACTACAA GACCACGCCT
1 CCCGTGITGG ACTCCGACGG CTICCITCITC CTCTACAGCA AGCTCACCGT GGACAAGAGC
AGGTGGCAGC AGGGGAACGT CTITCICATGC TCCGIGATGC ATGAGGCTCT GCACAACCAC
TACACGCAGA AGAGCCTCTC CCTGICTCCG GGTAAATGA

Secuencia de aminoacidos de FVIII-049. La secuencia senal se muestra en subrayado punteado y el enlazador con
sitios de procesamiento por proproteina convertasa se muestra en negrita

1 MQIELSTICEFE LCLLRECESA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL GELPVDARFP PRVPKSFPEN
51 TSVVYKKILF VEFTDHLENI AKPRPPWMGL LGPTIQAEVY DIVVITLKNM ASHPVSLHAV
GVSYWKASEG AEYDDQTSQR EKEDDKVEPG GSHTYVWQVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH
VDLVKDLNSG LIGALLVCRE GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMQDRD
AASARAWPKM HIVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL EGHTFLVRNH
1 RQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGQFLLFCH ISSHQHDGME AYVKVDSCPE EPQLRMKNNE
51 EAEDYDDDLT DSEMDVVRED DDNSPSFIQI RSVAKKHPKT WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA
1 PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR KYKKVRFMAY TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDIL
LIIFKNQASR PYNIYPHGIT DVRPLYSRRL PKGVKHLKDFE PILPGEIFKY KWIVIVEDGP
TKSDPRCLTR YYSSEFVNMER DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR NVILFSVEDE
NRSWYLTENI QREFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV FDSLQLSVCL HEVAYWYILS
. IGAQTDFLSV FFSGYTFKHK MVYEDILTLFE PFSGETVFMS MENPGLWILG CHNSDFRNRG
MTALLKVSSC DKNIGDYYED SYEDISAYLL SKNNAIEPRS FSQNPPVLKR HQREITRTTL
QSDQEEIDYD DTISVEMKKE DFDIYDEDEN QSPRSFQKKT RHYFIAAVER LWDYGMSSSP
HVLRNRAQSG SVPQFKKVVE QEFTDGSFTIQ PLYRGELNEH LGLLGPYIRA EVEDNIMVTE
RNQASRPYSFE YSSLISYEED QRQGAEPRKN FVKPNETKIY FWKVQHHMAP TKDEFDCKAW
51 AYFSDVDLEK DVHSGLIGPL LVCHINTLNP AHGRQVIVQE FALFFTIFDE TKSWYFTENM
ERNCRAPCNI QMEDPTFKEN YRFHAINGYI MDTLPGLVMA QDQRIRWYLL SMGSNENIHS
IHFSGHVFTIV RKKEEYKMAL YNLYPGVFET VEMLPSKAGI WRVECLIGEH LHAGMSTLFL
VYSNKCQTIPL GMASGHIRDE QITASGQYGQ WAPKLARLHY SGSINAWSTK EPFSWIKVDL
LAPMIIHGIK TQGARQKESS LYISQFIIMY SLDGKKWQTY RGNSTGTLMV FFGNVDSSGI
1 KENIFNPPII ARYIRLHPTH YSIRSTLRME LMGCDLNSCS MPLGMESKAI SDAQITASSY
FINMFATWSP SKARLHLQGR SNAWRPQVNN PKEWLQVDEFQ KTMKVIGVIT QGVKSLLTSM
. YVKEFLISSS QDGHQWTLFFE QNGKVKVEQG NQDSFTPVVN SLDPPLLTRY LRIHPQSWVH
QIALRMEVLG CEAQDLYDKT HICPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTILMI SRTIPEVICVV
VDVSHEDPEV KENWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV SVLTVLHQDW LNGKEYKCKV
SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP SRDELTKNQV SLTCLVKGFY PSDIAVEWES
NGQPENNYKT TPPVLDSDGS FFLYSKLTIVD KSRWQQGNVE SCSVMHEALH NHYTQKSLSL
1 SPGKRRRRSG GGGSGGGGSG GGGSGGGGSG GGGSGGGGSR KRRKRDKTHT CPPCPAPELL
GGPSVFLFPP KPKDILMISR TPEVTCVVVD VSHEDPEVKE NWYVDGVEVH NAKTKPREEQ
YNSTYRVVEV LTVLHQDWLN GKEYKCKVSN KALPAPIEKT ISKAKGQPRE PQVYTLPPSR
DELTKNQVSEL TCLVKGEFYPS DIAVEWESNG QPENNYKITP PVLDSDGSFF LYSKLTIVDKS
RWQQGNVFSC SVMHEALHNH YTIQKSLSLSP GK*

Secuencia de ADN para IFN-b-018
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ATGACCAACA AGTGTCTICCT CCAAATTGCT CICCTIGITGT GCTTCICCAC TACAGCICTT
1 TCCATGAGCT ACAACTTIGCT TGGATTICCTA CAAAGAAGCA GCAATTITTICA GIGTCAGAAG
CTCCTIGTIGGC AATTGAATGG GAGGCTIIGAA TATTGCCICA AGGACAGGAT GAACTTTGAC
ATCCCTIGAGG AGATTAAGCA GCTIGCAGCAG TTCCAGAAGG AGGACGCCGC ATTGACCATIC
TATGAGATGC TCCAGAACAT CTITTGCTATT TICAGACAAG ATTCATICTAG CACTGGCIGG
AATGAGACTA TTIGITGAGAA CCTICCTGGCT AATGTCTATC ATCAGATAAA CCATCTGAAG
1 ACAGTCCTGG AAGAAAAACT GGAGAAAGAA GATTTCACCA GGGGAAAACT CATGAGCAGT
CTGCACCTGA AAAGATATTA TGGGAGGATT CIGCATTACC TGAAGGCCAA GGAGTACAGT
. CACTGTGCCT GGACCATAGT CAGAGTGGAA ATCCTAAGGA ACTTITTACTT CATTAACAGA
CTTACAGGTT ACCTCCGAAA CGGIGGCGGC GGCTCCGGIG GAGGCGGGTC CGGCGGTGGA
GGGAGCGACA AAACTCACAC ATGCCCACCG TGCCCAGCTC CGGAACTICCT GGGAGGACCG
TCAGTCITCC TCITCCCCCC AAARACCCAAG GACACCCTCA TGATCICCCG GACCCCIGAG
GTCACATGCG TIGGIGGTGGA CGIGAGCCAC GAAGACCCTG AGGTCAAGTT CAACTGGIAC
31 GTGGACGGCG TGGAGGTIGCA TAATGCCAAG ACAAAGCCGC GGGAGGAGCA GTACAACAGC
1 ACGTACCGTG TGGTCAGCGT CCTCACCGTC CTGCACCAGG ACTGGCIGAA TGGCAAGGAG
TACAAGTGCA AGGICTCCAA CAAAGCCCTC CCAGCCCCCA TCGAGAAAAC CATCICCAAA
GCCAAAGGGC AGCCCCGAGA ACCACAGGTG TACACCCTIGC CCCCATCCCG GGATGAGCIG
1 ACCAAGAACC AGGICAGCCT GACCTGCCTG GTCAAAGGCT TCTATCCCAG CGACATCGCC
GTGGAGIGGG AGAGCAATGG GCAGCCGGAG AACAACTACA AGACCACGCC TCCCGIGTIG
1 GACTCCGACG GCTCCTTCIT CCTCTACAGC AAGCTCACCG TCGACAAGAG CAGGTGGCAG
CAGGGGAACG TCTITCTCATG CTCCGTGATG CATGAGGCTC TGCACAACCA CTACACGCAG
AAGAGCCTCT CCCTGICTCC GGGTAAACGG CGCCGCCGGA GCGGTGGCGG CGGATCAGGT
GGGGGTGGAT CAGGCGGTGG AGGTTCCGGT GGCGGGGGAT CCAGGAAGAG GAGGAAGAGG
GACAAAACTC ACACATGCCC ACCGTGCCCA GCACCGGAAC TCCTGGGCGG ACCGTCAGTIC
4] TTCCTCTTICC CCCCAAAACC CAAGGACACC CTCATGATCT CCCGGACCCC TGAGGTCACA
TGCGTGGIGG TGGACGTGAG CCACGAAGAC CCTGAGGTICA AGITCAACTG GTACGTGGAC
GGCGTIGGAGG TGCATAATGC CAAGACAAAG CCGCGGGAGG AGCAGTACAA CAGCACGTAC
CGIGTIGGTCA GCGTCCTCAC CGTCCTGCAC CAGGACTGGC TGAATGGCAA GGAGTACAAG
21 TGCAAGGTCT CCAACAAAGC CCTCCCAGCC CCCATCGAGA AAACCATCTC CAAAGCCAAA
1 GGGCAGCCCC GAGAACCACA GGIGTACACC CTGCCCCCAT CCCGGGATGA GCTGACCAAG
AACCAGGICA GCCTIGACCIG CCTIGGTCAAA GGCITCTAIC CCAGCGACAT CGCCGIGGAG
TGGGAGAGCA ATGGGCAGCC GGAGAACAAC TACAAGACCA CGCCTCCCGT GTTGGACTCC
GACGGCTICCT TCTITCCTCTA CAGCAAGCTC ACCGTGGACA AGAGCAGGTG GCAGCAGGGG
1 AACGTCTICT CATGCTICCGT GATGCATGAG GCTCTIGCACA ACCACTACAC GCAGAAGAGC
11 CTICICCCIGT CTCCGGGTAA ATGA

Secuencia de aminoacidos de IFN-b-018. La secuencia sefial se muestra en subrayado punteado, la region de
enlazador que conecta IFN-b con la regién Fc esta subrayada y el enlazador con sitios de procesamiento por
proproteina convertasa se muestra en negrita

MINKCLLQIA. LLLCESTTAL SMSYNLLGFL QRSSNFQCQK LLWQLNGRLE YCLKDRMNED
IPEEIKQLQQ FOKEDAALTI YEMLQNIFAI FRQDSSSTGW NETIVENLLA NVYHQINHLK
TVLEEKLEKE DFTRGKLMSS LHLKRYYGRI LHYLKAKEYS HCAWTIVRVE ILRNFYFINR
LTGYLRNGGG GSGGGGSGGG GSDKTHTCPP CPAPELLGGP SVFLFPPKPK DTLMISRIPE
1], VICVVVDVSH EDPEVKFNWY VDGVEVHNAK TKPREEQYNS TYRVVSVLTV LHQDWLNGKE
01 YKCKVSNKAL PAPIEKTISK AKGQPREPQV YTLPPSRDEL TKNQVSLTCL VKGFYPSDIA
1 VEWESNGQPE NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGNVESCSVM HEALHNHYTQ
KSLSLSPGKR RRRSGGGGSG GGGSGGGGSG GGGSRKRRKR DKTHTCPPCP APELLGGPSV
FLFPPKPKDT LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVKENWYVD GVEVHNAKTK PREEQYNSTY
RVVSVLTVLH QDWLNGKEYK CKVSNKALPA PIEKTISKAK GQPREPQVYT LPPSRDELTK
401 NQVSLTCLVK GEYPSDIAVE WESNGQPENN YKTTPPVLDS DGSFFLYSKL TVDKSRWQQG
§%]. NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS LSLSPGK*
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REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende
(i) al menos un resto bioldgicamente activo que comprende un factor de coagulacién,
(i) una region Fc que comprende al menos dos restos Fc, y

(iii) un enlazador scFc escindible (cscFc) intercalado entre los dos restos Fc, en donde el enlazador cscFc esta
flanqueado por un sitio de escisién enzimatica antes y después del enlazador cscFc, que resulta en la escisién del
enlazador cscFc.

2. El polipéptido de la reivindicacién 1, que comprende un segundo resto biolégicamente activo.

3. El polipéptido de la reivindicacion 2, en donde el segundo resto biolégicamente activo se selecciona del grupo que
consiste en: una porcién de unioén a antigeno de un anticuerpo, una molécula de unién distinta de inmunoglobulina,
una porcion de unién de un ligando, una porcién de unién de un receptor y un factor de coagulacién.

4. El polipéptido de la reivindicacién 2 o 3, en donde el polipéptido tiene una férmula seleccionada del grupo que
consiste en: A-F1-B-P1-L-P2-F2; A-F1-P1-L-P2-B-F2; A-F1-P1-L-P2-F2; y F1-P1-L-P2-B-F2; en secuencia lineal
desde el extremo aminico al carboxilico, y

en donde A es el al menos un resto bioldgicamente activo;

B es el segundo resto biolégicamente activo;

P1 es un primer sitio de escisién enzimatica;

P2 es un segundo sitio de escision enzimatica;

L es un enlazador cscFc; y

F1y F2 son los restos Fc.

5. El polipéptido de la reivindicacién 4, en donde al menos uno de P1 o P2 comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: TQSFNDFTR, SVSQTSKLTR, DFLAEGGGVR, TTKIKPR,
LVPRG y ALRPR.

6. El polipéptido de la reivindicacion 4, en donde al menos uno de P1 o P2 comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en: RRRR, RKRRKR y RRRRS.

7. El polipéptido de la reivindicacién 2, en donde:
(i) el primer resto biol6gicamente activo comprende una cadena ligera de un factor de coagulacion; y
(i) el segundo resto biolégicamente activo comprende una cadena pesada de un factor de coagulacion;

en donde la regién Fc comprende un primer resto Fc y un segundo resto Fc; en donde el primer resto Fc esta
enlazado con la cadena ligera del factor de coagulacién y el segundo resto Fc esta enlazado con la cadena pesada
del factor de coagulacién; y en donde la cadena ligera y la cadena pesada se asocian para formar un factor de
coagulacién enzimaticamente activo.

8. El polipéptido de la reivindicaciéon 3 o 7, en donde el factor de coagulacién se selecciona del grupo que consiste
en FVII, FVlla, FIX, FIXa, FXy FXa.

9. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende, ademads, un resto de
direccionamiento.

10. El polipéptido de la reivindicacion 9, en donde el resto de direccionamiento se une a plaguetas en reposo o se
une selectivamente a plaquetas activadas.

11. Una molécula de acido nucleico que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10.
12. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la reivindicacién 11.

13. Una célula hospedante que comprende el vector de la reivindicacion 12, en donde la célula hospedante expresa
una enzima que escinde el enlazador cscFc, en donde la enzima es enddgeno o exdgena con respecto a la célula.

14. Un método para fabricar un polipéptido heterodimérico procesado que comprende dos cadenas polipeptidicas,
que comprende cultivar la célula hospedante de la reivindicacion 13 en un medio de cultivo celular y aislar el
polipéptido heterodimérico maduro del medio de cultivo.
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15. Una composicién que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y un portador
farmacéuticamente aceptable.

16. La composicion de la reivindicacién 15, para su uso en el tratamiento o prevencion de una enfermedad o
trastorno en un sujeto.
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A: resto biolégicamente activo

F1 (primer resto Fc)

N
\
N

P1 (primer sitio de
escision enzimatica)

2 L: enlazador cscFc

P2 (segundo sitio de
escision enzimatica)

B: resto biolégicamente activo

N

F2 (segundo resto
Fc)

PRNNNNNNY

Escision enzimatica (p. €j.,
. procesamiento intracelular o escision
después de la secrecion)
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FVI-027 FVii-024 FIX-044

77

NN

cadena pesada de FVII

S
§
)
7
.
%
?
%

B cadena ligera de FVII

/ enlazador espaciador

Hu

S6x(GGGGS
enlazador cscFc  enlazador cscFc enlazador cscFc ( )

SEX(GGGGS) S6X(GGGES) S4X(GGGGS)
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Transferencia Western de inmunoprecipitacion de proteina A
después de transfeccion transitoria de pSYN-FVII-024 con o sin
pPSYN-PC5-003. Carril 1, marcador de peso molecular SeeBlue
Plus 2; Carril 2, pSYN-FVII-024, no reductor; carril 3, pSYN-
FVII-024+pSYN-PC5-003, no reductor; carril 4, pSYN-FVII-024,
reductor; carril 5, pSYN-FVII-024+pSYN-PC5-003, reductor.

§ cadena ligera de FVII

{ cadena pesada de FVII

N1 -
2
g %7
é 2 enlazador cscFc S4x(GGGGS)
=
FYI-024 ’ enlazador espaciador 6x(GGGGS)

BEA sitio de escision RRRR

sitio de escision RKRRKR

< cadena simple no procesada
(carril 4)

4_/.intermediario de procesamiento
< cadena pesada de FVII-Fc
“+ cadena ligera de FVII-Fc
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FVI-011 FVI-010 FVI-013

Cadena pesada y Cadena pesada-scFcy  Cadena pesaday
cadena ligera cadena ligera cadena ligera-scFc
expresadas como expresadas por expresadas por
cadena simple separado separado

cadena ligera de
Fvil

cadena pesada de FVII

Z Resto FC
é

FVH-018 FVH-003
Cadena pesada-Fc y Cadena pesada y 2 enlazador cscFc 4x(GGGGS)
cadena ligera-Fc cadena ligera
expresadas por expresadas como
separado cadena simple ;
enlazador espaciador
€ 6xGGGGS)
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Western de FC
1234 56 1234 5¢6
N

Interpretacién de bandas
FVil-scke

Cadena ligera-scFc

Cadena ligera-Fc
FVil-Fe

Fc

FVil-FeiFe

Dimero de Fc

reductor no redu&or Cadena ligera-dimero de Fc

. Cadena ligera-Fc:HC-Fc
Western de cadena ligera de FVIII

C—TOETMTMOO TP

Cadena ligera-dimero de scFc

Proteinas cargadas en gel

FVIl-010
FVi-011
FVI-013
FVI-018
FVIl-003

Sin ADN en la transfeccion

& W = @ B =
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Analisis de transferencia Western (western de Fc) de especies de FVIIFc
después de la transfeccién transitoria de células HEK 293 y precipitacion
de proteina A

N cadena ligera de FVII

adena pesada de FVII

g Resto FC
%
%

/

’ enlazador espaciador 6x(GGGGS)

fragmento de extremo ¢ de

cadena ligera de FVII

FVI-018 FVI-020

1 2 3 4 5 6 7 8

SeeBlue Plus?
FVi-018
FVII-020
FVI-011
Vacio
FVil-018
FVIiI-020
FVII011

00N O O B D PO s

no reductor reductor
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