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DESCRIPCIÓN 

Moléculas de cadena simple procesables y polipéptidos producidos usándolas 

Antecedentes de la invención 

La región Fc de una inmunoglobulina media funciones efectoras que se han dividido en dos categorías. En la 
primera están las funciones que se producen independientemente de la unión a antígeno; estas funciones confieren 5 
persistencia en la circulación 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 
circulación de la subclase IgG de inmunoglobulinas se regula mediante la afinidad de la región 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 categoría general de funciones efectoras 10 
incluye aquellas que operan después de que una inmunoglobulina se une a un antígeno. En el caso de IgG, estas 
funciones implican la participación de la cascada de complemento o células que portan el receptor Fc gamma (FcyR). 
La unión de la región Fc con un FcyR provoca ciertos efectos inmunitarios, por ejemplo, la endocitosis de complejos 
inmunitarios, engullición y destrucción de partículas o microorganismos recubiertos con inmunoglobulina (también 
denominada fagocitosis dependiente de anticuerpo, o ADCP), aclaramiento de complejos inmunitarios, lisis de 15 
células diana recubiertas con inmunoglobulina por parte de linfocitos citolíticos (denominada citotoxicidad mediada 
por células, dependiente de anticuerpo, o ADCC), liberación de mediadores inflamatorios, regulación de la activación 
celular del sistema inmunitario y regulación de la producción de inmunoglobulina. 

Aunque se pueden generar polipéptidos heterodiméricos que contienen Fc, los métodos actuales requieren la 
coexpresión de las dos porciones de cadena pesada de una región Fc heterodimérica o la conjugación química de la 20 
región Fc dimérica con uno o más sitios de unión (p. ej., un dominio Fab). La coexpresión de estas construcciones 
conduce a la producción de mezclas complejas que representan todos los apareamientos posibles del material de 
partida además de aglomerados y proteína 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 región Fc de cadena simple en la que los restos Fc 25 
componentes están genéticamente fusionados en una cadena polipeptídica simple de manera que forman una 
región Fc dimérica funcional. Estos polipéptidos de cadena simple comprenden un enlazador que no está presente 
en construcciones Fc de origen natural y, por lo tanto, pueden crear respuestas inmunitarias indeseadas o pueden 
impedir otras interacciones proteína-proteína. Estas construcciones Fc de cadena simple pueden tener también 
estabilidad más baja posiblemente debido a las restricciones impuestas por el enlazador covalente. 30 

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 aminoácidos extrañas. 

Compendio de la invención 

La presente invención presenta inter alia polipéptidos heterodiméricos que, en forma no procesada, comprenden una 
o más regiones Fc genéticamente fusionadas. En particular, las moléculas no procesadas de la invención 35 
comprenden una región Fc de cadena simple ("scFc", por sus siglas en inglés) en la que los restos Fc componentes 
están genéticamente fusionados en una cadena polipeptídica simple de manera que forman una región Fc dimérica, 
de cadena simple, funcional. Las moléculas Fc de cadena simple de la invención comprenden al menos dos restos 
Fc, F1 y F2, según se enumeran desde el extremo amínico al carboxílico en la cadena polipeptídica simple. Los 
restos Fc componentes de una scFc están genéticamente fusionados a través de un enlazador polipeptídico, un 40 
enlazador scFc escindible (cscFc, por sus siglas en inglés). El enlazador cscFc está intercalado entre los restos Fc 
que comprenden la región Fc. En un extremo, el enlazador cscFc que forma la región Fc de cadena simple está 
enlazado directamente a través de una unión peptídica a un sitio de escisión enzimática (P1) que está enlazado a (p. 
ej., adyacente a o directamente enlazado a) un resto Fc del polipéptido. En una realización, el sitio de escisión se 
escinde mediante una enzima de procesamiento intracelular. El otro extremo del enlazador cscFc está directamente 45 
enlazado con un segundo sitio de escisión enzimática (P2). En otra realización, el otro extremo del enlazador cscFc 
está enlazado con un resto biológicamente activo o un resto de direccionamiento. 

En una realización, la escisión durante el procesamiento del polipéptido que contiene scFc mediante una célula 
permite la escisión y/o escisión 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 50 
que se ha administrado a un sujeto. Por lo tanto, aunque los polipéptidos de la invención comprenden una región(es) 
scFc en una secuencia polipeptídica contigua en su forma no procesada, el enlazador cscFc se escinde 
enzimáticamente (p. ej., durante el procesamiento en una célula, in vitro antes de la administración o in vivo después 
de la administración), y resulta en un polipéptido procesado que comprende al menos dos cadenas polipeptídicas y 
comprende una región Fc que no está fusionada en una cadena aminoacídica simple. 55 

Los polipéptidos heterodiméricos de la invención tienen capacidad de fabricación mejorada en comparación con los 
polipéptidos que contienen Fc heteroméricos convencionales debido a que se evita la mezcla compleja de moléculas 
que resulta de la coexpresión de dos o más cadenas. Además, la extracción sustancial de la secuencia enlazadora 
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extraña 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 coagulación. 
La extracción sustancial de la secuencia enlazadora extraña también puede aliviar cualquier estrés estérico o 
impedimento que estaba presente en la forma enlazada covalentemente. Además, la escisión del enlazador cscFc 
permite que los restos biológicamente activos fusionados al extremo amínico de cada resto Fc tengan un extremo N 5 
libre. Esto es particularmente valioso en el caso de los restos biológicamente activos acoplados al segundo resto Fc 
tales como dominios serina proteasa que requieren un extremo N libre para ser catalíticamente activos o restos que 
podrían estar estéricamente impedidos en presencia de un enlazador polipeptídico no escindido. 

En un aspecto, la presente invención se refiere a un polipéptido, que comprenden (i) al menos un resto 
biológicamente activo, (ii) una región Fc que comprende al menos dos restos Fc y (iii) un enlazador scFc escindible 10 
(cscFc) intercalado entre los dos restos Fc, en donde el enlazador cscFc está flanqueado por un sitio de escisión 
enzimática antes y después del enlazador cscFc, que resulta en la escisión del enlazador cscFc. 

En una realización, al menos un resto biológicamente activo comprende un factor de coagulación. 

En una realización, el factor de coagulación se selecciona del grupo que consiste en FVII, FVIIa, FVIII, FIX, FIXa, FX 
y FXa. 15 

En una realización, el polipéptido comprende los restos A-F1-P1-L-P2-B-F2 en donde A es un resto biológicamente 
activo, F1 es un primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escisión enzimática, L es un enlazador cscFc, P2 es un 
sitio de escisión enzimática, B es un resto biológicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" 
representa una unión peptídica. La fórmula (I) comprende menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos 
están presentes, pueden ser iguales o diferentes. La fórmula (I) comprende P1 y P2. P1 y P2 pueden ser iguales o 20 
diferentes. La fórmula (I) comprende al menos F1 y F2. F1 y F2 pueden ser iguales o diferentes. En una realización, 
F1 y F2 pueden comprender un dominio CH2 y uno CH3. En una realización, A y/o B están enlazados directamente 
con F1 o F2. En otra realización, A y/o B están enlazados con F1 o F2 a través de un resto espaciador. 

En una realización, A está presente y se selecciona del grupo que consiste en: una porción de unión a antígeno de 
un anticuerpo; una molécula de unión distinta de inmunoglobulina, una porción de unión de un ligando, y una porción 25 
de unión de un receptor, y un factor de coagulación. 

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

En una realización, B está presente y se selecciona del grupo que consiste en: una porción de unión a antígeno de 
un anticuerpo; una molécula de unión distinta de inmunoglobulina, una porción de unión de un ligando, una porción 30 
de unión de un receptor, y un factor de coagulación. 

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

En una realización, 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 amínico al carboxílico. 

En una realización, el polipéptido comprende una estructura representada por la fórmula seleccionada del grupo que 35 
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 
amínico al carboxílico. 

En una realización, el polipéptido comprende un resto biológicamente activo. En una realización, dos restos 
biológicamente activos, p. ej., A y B de fórmula I, están ambos presentes y son restos biológicamente activos 
diferentes. 40 

En una realización, P1 y P2 están ambos presentes y son reconocidos por la misma o por enzimas diferentes. En 
una realización, al menos uno de P1 o P2 comprende la secuencia de aminoácidos Arg-Arg-Arg-Arg. En una 
realización, al menos uno de P1 o P2 comprende la secuencia de aminoácidos Arg-Lys-Arg-Arg-Lys-Arg. En una 
realización, al menos uno de P1 o P2 comprende la secuencia de aminoácidos Arg-Arg-Arg-Arg-Ser. En una 
realización, P1 y P2 están ambos presentes y P1 comprende la secuencia Arg-Arg-Arg-Arg y P2 comprende la 45 
secuencia Arg-Lys-Arg-Arg-Lys-Arg. En una realización, al menos uno de P1 o P2 comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: TQSFNDFTR y SVSQTSKLTR, DFLAEGGGVR, TTKIKPR, 
LVPRG y ALRPR. 

En una realización, el enlazador cscFc tiene una longitud de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 
aminoácidos. En una realización, el enlazador cscFc tiene una longitud de aproximadamente 20 a aproximadamente 50 
30 aminoácidos. 

En una realización, el enlazador cscFc comprende un péptido gly/ser. En una realización, el péptido gly/ser es de 
fórmula (Gly4Ser)n o S(Gly4Ser)n, en donde n es un número entero positivo seleccionado del grupo que consiste en 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 y 10. 
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En una realización, el enlazador S(Gly4 Ser)n es S(Gly4 Ser)6 o S(Gly4 Ser)4. 

En otro aspecto, la descripción se refiere a un polipéptido que comprende dos cadenas polipeptídicas, en donde la 
primera cadena polipeptídica comprende una cadena ligera de un factor de coagulación enlazada con un primer 
resto Fc y una segunda cadena polipeptídica comprende una cadena pesada de un factor de coagulación enlazada 
con un segundo resto Fc, en donde la en donde la cadena ligera y la cadena pesada se asocian para formar un 5 
factor de coagulación enzimáticamente activo 

En una realización, la cadena ligera del factor de coagulación se enlaza con el primer resto Fc y la cadena pesada 
del factor de coagulación se enlaza con el segundo resto Fc y en donde el factor de coagulación es enzimáticamente 
activo después de la secreción por una célula. 

En una realización, en donde el factor de coagulación se selecciona del grupo que consiste en FVII, FVIIa, FIX, FIXa, 10 
FX y FXa. En otra realización, al menos un resto biológicamente activo es el factor VII, factor VIIa o una porción de 
estos. En una realización, al menos un resto biológicamente activo es el factor IX, factor IXa o una porción de estos. 
En una realización, al menos un resto biológicamente activo es el factor VIII, factor VIIIa o una porción de estos. En 
una realización, al menos un resto biológicamente activo es el factor X, factor Xa o una porción de estos. 

En una realización, un polipéptido de la invención comprende un resto de direccionamiento. 15 

En una realización, el resto de direccionamiento se une a plaquetas en reposo. 

En una realización, el resto de direccionamiento se une selectivamente a plaquetas activadas. 

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

En una realización, en donde el resto de direccionamiento se une selectivamente a una diana seleccionada del 20 
grupo que consiste en: la forma activa de GPIIb/IIIa, P selectina, GMP-33, LAMP-1, LAMP-2, CD40L y LOX-1. 

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

En una realización, 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 realización, el resto de direccionamiento comprende una región variable de anticuerpo de un anticuerpo 25 
seleccionado del grupo que consiste en: SCE5, MB9 y AP3. 

En una realización, A es la cadena ligera de FVII y B es la cadena pesada de FVII. 

En otro aspecto, la invención se refiere a una composición que comprende un polipéptido de la invención 

En una realización, una composición de la invención comprende un sobrenadante de cultivo celular. 

En otro aspecto, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica el polipéptido de la invención. 30 
Los ejemplos de dichas moléculas de ácido nucleico se describen en los presentes Ejemplos y se establecen en el 
listado de secuencias. 

En otro aspecto, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido, y al polipéptido 
codificado por esta, en donde el polipéptido que comprenden (i) al menos un resto biológicamente activo, (ii) una 
región Fc que comprende al menos dos restos Fc y (iii) un enlazador scFc escindible intercalado entre los dos restos 35 
Fc, en donde el enlazador scFc escindible está flanqueado por un sitio de escisión enzimática antes y después del 
enlazador cscFc, que enlaza los restos Fc de la región Fc y causa la escisión en estos dos sitios, lo que resulta en la 
extracción sustancial del enlazador cscFc. 

En una instancia, la descripción se refiere a un polipéptido heterodimérico que comprende dos cadenas de 
aminoácidos cuyo polipéptido es codificado por la molécula de ácido nucleico de la invención. 40 

En otra realización, la invención se refiere a un polipéptido heterodimérico, en donde dicho polipéptido 
heterodimérico se produce al expresar el vector que contiene una molécula nucleica de la invención 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 aminoácidos. 

En una realización, la invención se refiere a una molécula de ácido nucleico de la invención que está presente en un 45 
vector. 

En una realización, el vector comprende, además, una secuencia nucleotídica que codifica una enzima que escinde 
al menos uno de los sitios de procesamiento intracelular. 
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En una realización, la invención se refiere a una célula hospedante que comprende el vector de la invención, en 
donde la célula hospedante expresa una enzima que escinde el enlazador polipeptídico. 

En una realización, la enzima es endógena con respecto a la célula. En otra realización, la enzima es exógena con 
respecto a la célula. 

En otro aspecto, la invención se refiere a un método para producir un polipéptido que comprende cultivar la célula 5 
hospedante de la invención en cultivo de manera que se produzca el polipéptido maduro que comprende dos 
cadenas de aminoácidos. 

En un aspecto, la descripción se refiere a un polipéptido heterodimérico procesado que comprende dos cadenas 
polipeptídicas, en donde dicho polipéptido heterodimérico procesado se produce al expresar el vector de la invención 
en una célula cultivada en medio de cultivo celular y aislar el polipéptido heterodimérico procesado del medio de 10 
cultivo. 

En una instancia, la descripción se refiere a una composición que comprende un polipéptido procesado de la 
invención y un portador farmacéuticamente aceptable. 

En otra instancia, la descripción se refiere a una composición que comprende la molécula de ácido nucleico de la 
invención un portador farmacéuticamente aceptable. 15 

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

En una instancia, la enfermedad o trastorno se selecciona del grupo que consiste en un trastorno de la coagulación, 
un trastorno neurológico, un trastorno inflamatorio, un trastorno autoinmunitario y un trastorno neoplásico. 

En otra instancia, la enfermedad o trastorno es un trastorno que afecta la hemostasia. En otra instancia, la 20 
composición promueve la formación de coágulos. 

En un aspecto, la descripción se dirige a un polipéptido, en donde el polipéptido comprende (i) al menos un resto 
biológicamente activo, (ii) una región 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 escisión enzimática que resulta en la escisión y extracción sustancial del enlazador scFc. 25 

En otro aspecto, la descripción se refiere a una molécula de ácido nucleico que codifica un polipéptido, en donde el 
polipéptido comprende (i) al menos un resto biológicamente activo, (ii) una región 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 escisión enzimática que resulta en la escisión y extracción sustancial del 
enlazador scFc. 30 

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

La presente invención y las realizaciones de esta se exponen en las reivindicaciones adjuntas. 35 

Breve descripción de los dibujos 

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

La Figura 2 ilustra un heterodímero Fc de Factor VIIa 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 dímero de proteína activada después del 40 
procesamiento del enlazador mediante proteasas. La figura incluye una transferencia Western de una precipitación 
de proteína A de células transfectadas transitoriamente con FVII-024 +/- PC5 

La Figura 3A ilustra la escisión por propéptido convertasa de sitios de procesamiento en proteínas FIX-Fc para la 
extracción de un enlazador polipeptídico que conecta ambos restos Fc en un cscFc. La Figura 3B ilustra que la 
escisión total de los sitios de procesamiento en FIX-044 se logró con PACE, pero no Kex2, PC5 ni PC7, sin embargo, 45 
la escisión por PACE resulta en una escisión extra de la proteína (véase la banda más adelante B,D). La Figura 3, 
panel C, ilustra que el procesamiento óptimo mediante PC5 se observó 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 proteína FVIII-049 purificada 50 
(después de la cotransfección con PC5) que demuestra el procesamiento completo de la molécula. 

E11738539
24-07-2019ES 2 739 503 T3

 



6 

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

La Figura 6, panel A, ilustra la construcción FVIIFc -027, que comprende una fusión FVII cscFc con un resto de 5 
direccionamiento, MB9. La Figura 6, panel B muestra un gel SDS-PAGE de la proteína FVII-027 purificada (después 
de la cotransfección 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 análisis de transferencia Western de especies de FVIIFc después de la transfección transitoria 10 
de células HEK 293 y la precipitación de proteína A de las moléculas ilustradas en la Figura 7. 

La Figura 9 ilustra una construcción de scFc heterodimérica y una construcción de Fc monomérica. Se produjeron 
estas construcciones y se llevaron a cabo transferencias Western. Los datos muestran que la activación intracelular 
es más eficaz en el contexto del heterodímero (FVII-024) que el monómero (FVII-025), y requerían la cotransfección 
de PC5 para el procesamiento completo. Estos datos de FVII-024 son los mismos que se muestran en la Figura 2, 15 
pero muestran una comparación directa entre FVII-024 y FVII-025. 

La Figura 10 muestra una molécula de scFc que comprende IFN-β como el resto biológicamente activo. La Figura 
también muestra una transferencia Western que ilustra la escisión parcial del enlazador procesable en ausencia de 
cotransfección de PC5, pero la escisión completa con la cotransfección. 

La Figura 11 muestra el análisis de transferencia Western (Fc Western) de especies de FVIIFc después de la 20 
transfección transitoria de células HEK 293 y la precipitación de proteína A. 

Descripción detallada de la invención 

La presente descripción hace avanzar a la técnica al proporcionar moléculas, p. ej., moléculas de ácido nucleico y 
polipéptido, que comprenden (i) al menos un resto biológicamente activo (p. ej., un sitio de unión a antígeno sitio o 
dominio de unión, porción de unión a receptor de un ligando, porción de unión a ligando de un receptor, o resto que 25 
modula la coagulación) y (ii) al menos una región Fc (es decir, región 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 descripción que enlazan los restos Fc que forman la región 
scFc están adyacentes a al menos un sitio de escisión enzimática (p. ej., que se puede escindir mediante una 
enzima de procesamiento intracelular), que resulta en una molécula dimérica que comprende una región Fc de dos 30 
cadenas en la que el enlazador csFc se escinde o extrae sustancialmente. Esta etapa de escisión se puede producir 
antes de que el polipéptido sea secretado por una célula, antes de la administración a un sujeto, o in vivo después 
de la administración. 

En una realización, el polipéptido se representa mediante la fórmula: 

A-F1-P1- L-P2-B-F2     (I) 35 

en secuencia lineal desde el extremo amínico al carboxílico en donde A es un resto biológicamente activo, F1 es un 
primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escisión enzimática, L es un enlazador cscFc, P2 es un sitio de escisión 
enzimática, B es un resto biológicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" representa una unión 
peptídica. La fórmula (I) comprende menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos están presentes, 
pueden ser iguales o diferentes. A y B también pueden ser cada uno subunidades o cadenas de una molécula, de 40 
manera que cuando ambos están presentes y se asocian entre sí forman una molécula funcional y activa. La fórmula 
(I) comprende un P1 y P2. P1 y P2 pueden ser iguales o diferentes. La fórmula (I) comprende al menos un F1 y F2. 
F1 y F2, si ambos están presentes, pueden ser iguales o diferentes. También se muestran polipéptidos ilustrativos 
mediante el esquema en la Figura 1A): 

Los polipéptidos ilustrativos según la fórmula I incluyen: A-F1-P1- L-P2-F2; F1-P1- L-P2-B-F2; y F1- L-P2-B-F2. 45 

En una realización, F1 y F2 comprenden cada uno un resto CH2 y uno CH3. En otra realización, F1 y F2 se 
dimerizan para formar una región Fc y donde A y B están opcionalmente presentes y son restos biológicamente 
activos. 

En una realización, P1 y P2 están ambos presentes y son reconocidos por la misma o por enzimas diferentes. En 
una realización, al menos uno de P1 o P2 es un sitio de procesamiento intracelular que comprende una 50 
aglomeración de residuos aminoacídicos básicos que se reconocen mediante enzimas arginina kex2/furina. Dichas 
enzimas escinden inmediatamente el extremo C de un residuo arginina. En una realización, al menos uno del sitio de 
procesamiento intracelular P1 o P2 es un sitio de escisión enzimática, que se reconoce mediante trombina. En otra 
realización, al menos un sitio es un sitio de escisión que se escinde in vivo, por ejemplo, en un sitio de escisión 
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reconocido, p. ej., mediante trombina o Factor IXa o XIa. Los sitios de escisión por FXIa ilustrativos incluyen, p. ej., 
TQSFNDFTR (SEQ ID NO:7) y SVSQTSKLTR (SEQ ID NO:8). Los sitios de escisión 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 escisión, en función de las enseñanzas en la presente memoria. 5 

Los polipéptidos objeto comprenden al menos un resto biológicamente activo (representado como A y B en la 
Fórmula I). Dichos restos biológicamente activos se pueden fusionar con cualquiera o ambos restos Fc presentes en 
la región Fc de una molécula de la invención. 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 unión peptídica) mediante un 
enlazador peptídico (p. ej., un espaciador polipeptídico que imparte flexibilidad a la molécula), conjugación química u 10 
otros métodos reconocidos en la técnica. 

En una realización, una célula que expresa una construcción que codifica un polipéptido de la invención 
endógenamente expresa una enzima que procesa el enlazador cscFc (L) y resulta en una molécula multimérica que 
comprende al menos dos cadenas polipeptídicas, p. ej., una molécula dimérica que comprende dos cadenas 
polipeptídicas. En otra realización, una célula que expresa una construcción que codifica un polipéptido de la 15 
invención expresa una enzima heteróloga (p. ej., expresa recombinantemente una enzima) que procesa, es decir, 
escinde el enlazador cscFc en el sitio de escisión. 

La expresión de los polipéptidos de la invención a partir de una construcción genética contigua simple tiene 
numerosas ventajas con respecto a los métodos de expresión de proteínas convencionales que implican la 
coexpresión de dos genes (uno que codifica una cadena polipeptídica que comprende un primer dominio Fc y un 20 
segundo gen aparte que codifica una cadena polipeptídica que comprende un segundo dominio Fc con uniones 
disulfuro que enlazan las dos cadenas polipeptídicas). Los posibles problemas asociados con dichas construcciones 
convencionales incluyen heterogeneidad significativa dentro de la población de moléculas resultantes, de manera 
que la molécula deseada se debe retirar por purificación de las moléculas indeseadas, lo que resulta inevitablemente 
en una reducción en el rendimiento total de la molécula deseada. Por ejemplo, las proteínas de fusión Fc plegadas 25 
incorrectamente pueden ser difíciles de separar de las proteínas Fc plegadas adecuadamente, bivalentes, dado que 
la única 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 construcción no fija las 
moléculas en estrecha proximidad entre sí durante el proceso de plegado. Además, la extracción de la secuencia 
enlazadora extraña también puede aliviar cualquier estrés estérico o impedimento que estaba presente en la forma 30 
enlazada covalentemente. Sin embargo, la escisión del enlazador cscFc permite que los restos biológicamente 
activos fusionados al extremo amínico de cada resto Fc tengan un extremo N libre. Esto es particularmente valioso 
en el caso de los restos biológicamente activos que son catalíticamente activos, tales como dominios serina 
proteasa que requieren un extremo N libre para ser catalíticamente activos o restos que podrían estar estéricamente 
impedidos en presencia de un enlazador polipeptídico no escindido. 35 

Las construcciones ilustrativas de la invención se ilustran en las Figuras adjuntas y en el listado de secuencias. En 
una realización, la invención se refiere a un polipéptido que tiene la estructura según se establece en las Figuras. En 
otra realización, la invención se refiere a un polipéptido que tiene la secuencia según se establece en el listado de 
secuencias adjunto o a una molécula de ácido nucleico que codifica dicho polipéptido. En una realización, la 
invención se refiere a una forma madura de un polipéptido que tiene la secuencia según se establece en el listado 40 
de secuencias adjunto. Se entenderá que estas construcciones y moléculas de ácido 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 
continuación las siguientes definiciones. 

I. Definiciones 45 

Según se usa en la presente memoria, el término "proteína" o "polipéptido" se refiere a un polímero de dos o más de 
los aminoácidos naturales o aminoácidos no naturales. 

El término "aminoácido" incluye alanina (Ala o A); arginina (Arg o R); asparagina (Asn o N); ácido aspártico (Asp o D); 
cisteína (Cys o C); glutamina (Gln o Q); ácido glutámico (Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H); isoleucina (Ile 
o I): leucina (Leu o L); lisina (Lys o K); metionina (Met o M); fenilalanina (Phe o F); prolina (Pro o P); serina (Ser o S); 50 
treonina (Thr o T); triptófano (Trp o W); tirosina (Tyr o Y); y valina (Val o V). Los aminoácidos no tradicionales 
también están dentro del alcance de la invención e incluyen norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros 
residuos aminoacídicos análogos tales como los descritos en Ellman et al. Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para 
generar dichos residuos aminoacídicos 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 activación 55 
química de un ARNt supresor con un residuo aminoacídico de origen no natural y la posterior transcripción y 
traducción in vitro del ARN. La introducción del aminoácido no tradicional también se puede lograr usando químicas 
peptídicas conocidas en la técnica. 
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Una "sustitución de aminoácido" se refiere al reemplazo de al menos un residuo aminoacídico existente en una 
secuencia de aminoácidos predeterminada (una secuencia de aminoácidos de un polipéptido de partida) con un 
segundo residuo aminoacídico de "reemplazo" diferente. Una "inserción de aminoácido" se refiere a la incorporación 
de al menos un aminoácido adicional en una secuencia de aminoácidos predeterminada. Aunque la inserción 
normalmente consistirá en la inserción de uno o dos residuos aminoacídicos, se pueden llevar a cabo las presentes 5 
"inserciones peptídicas" más grandes, p. ej., la inserción de aproximadamente tres a aproximadamente cinco o 
incluso hasta aproximadamente diez, quince o veinte residuos aminoacídicos. El(los) residuo(s) insertado(s) puede(n) 
ser de origen natural o de origen no natural, según se describió anteriormente. Una "eliminación de aminoácido" se 
refiere a la extracción de al menos un residuo aminoacídico de una secuencia de aminoácidos predeterminada. 

Los polipéptidos pueden ser monómeros o multímeros. Por ejemplo, en una realización, una proteína de la invención 10 
es un dímero. En una realización, los dímeros de la invención son homodímeros, que comprenden dos subunidades 
monoméricas o polipéptidos idénticos (p. ej., dos restos Fc idénticos o dos restos biológicamente activos idénticos). 
En otra realización, los dímeros de la invención son heterodímeros, que comprenden dos subunidades monoméricas 
o polipéptidos no idénticos (p. ej., que comprenden dos restos biológicamente activos idénticos diferentes, un resto 
biológicamente activo solo, y/o una región Fc que comprende restos Fc no idénticos que se dimerizan para formar 15 
una región Fc heteromérica). Los dímeros polipeptídicos pueden comprender dos cadenas polipeptídicas o pueden 
consistir en una cadena polipeptídica. 

Según se usa en la presente memoria, el término "polipéptido scFc" se refiere a un polipéptido que comprende una 
región Fc de cadena simple (scFc). Los polipéptidos de la invención comprenden enlazadores cscFc (L de fórmula I) 
que enlazan los restos Fc de la región scFc. El enlazador cscFc está intercalado entre los restos Fc que comprenden 20 
la región scFc y están flanqueado por al menos un sitio de escisión enzimática, p. ej., un sitio de procesamiento 
enzimático intracelular. Según se usa en la presente memoria, el término polipéptido scFc se refiere a un polipéptido 
que comprende una región 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 
polipeptídica lineal, se trata de un enlace "directo". En cambio, los enlazadores cscFc pueden enlazar el primer resto 25 
Fc con un resto diferente (p. ej., un resto de unión, 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 realización, un polipéptido de la invención comprende modificaciones adicionales. Las modificaciones 
ilustrativas se describen en mayor detalle más adelante. Por ejemplo, en una realización, un polipéptido se puede 
modificar para agregar un resto funcional (p. ej., PEG, un fármaco o una etiqueta). 30 

Un "resto biológicamente activo" se refiere a una molécula, porción, fragmento, derivado o componente de una 
molécula capaz de uno o más de llevar a cabo una función, una acción o una reacción en un contexto biológico. Un 
resto biológicamente activo puede comprender una proteína completa o una porción biológicamente activa de esta. 
Por ejemplo, el término "resto biológicamente activo" incluye moléculas activas y funcionales, dominios de unión de 
moléculas que se unen a componentes de un sistema biológico (p. ej., proteínas en suero o sobre la superficie de 35 
células o en matriz celular) y cuya unión resulta en un efecto biológico (p. ej., según se mide mediante un cambio en 
el resto activo y/o el componente al cual se une (p. ej., una escisión del resto activo y/o del componente al cual se 
une, la transmisión de una señal, o el aumento o inhibición de una respuesta biológica en una célula o en un sujeto)). 
Los restos biológicamente activos ilustrativos pueden comprender moléculas naturales, p. ej., un componente de la 
cascada de coagulación, un sitio o fragmento de unión a antígeno de una molécula de anticuerpo (p. ej., F(ab) o 40 
scFv) (p. ej., para impartir, inducir o bloquear una respuesta biológica), una porción de unión a ligando de un 
receptor o una porción de unión a receptor de un ligando o un dominio catalítico. En una realización, un resto 
biológicamente activo comprende la forma madura de una proteína. En otra realización, un resto biológicamente 
activo comprende una proteína de longitud completa o una porción de una proteína de longitud completa que 
conserva la actividad biológica. 45 

Según se usa en la presente memoria, el término "resto biológicamente activo" incluye, por ejemplo, un primer resto 
que puede no tener actividad cuando está presente solo en forma monomérica, pero que tiene una actividad 
biológica cuando se aparea con un segundo resto en el contexto de una construcción de la invención. En algunas de 
dichas realizaciones, el primer resto se puede representar mediante A (o B) en la Fórmula I y el segundo resto se 
puede representar mediante B (o A). Cuando A y B después se asocian en el polipéptido, forman una molécula 50 
funcional (los ejemplos incluyen, p. ej., las cadenas ligera y pesada de FVII o p. ej., las subunidades de FSH). 

El término "resto biológicamente activo" incluye restos que requieren actividad enzimática para ser completamente 
activos biológicamente. Por ejemplo, los factores de coagulación, ya sea en su forma zimógena o en su forma 
completamente activada (p. ej., FVII, FVIIa, FIX, FIXa, FX o FXa) están abarcados por el término "resto 
biológicamente activo". 55 

El término "dominio de unión a ligando" según se usa en la presente memoria, se refiere a un receptor natural (p. ej., 
receptor de superficie celular) o una región o derivado de este que conserva al menos una capacidad de unión a 
ligando cualitativa y, preferiblemente, la actividad biológica del receptor natural correspondiente. El término "dominio 
de unión a receptor" según se usa en la presente memoria, se refiere a un ligando o región o derivado de este que 
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conserva al menos una capacidad de unión a receptor cualitativa y, preferiblemente, la actividad biológica del 
ligando natural correspondiente. 

En una realización, los polipéptidos de la invención comprenden al menos un resto biológicamente activo que se une 
a una molécula dirigida a la reducción o eliminación, p. ej., un antígeno de superficie celular o un antígeno soluble. 
En una realización, el resto biológicamente activo comprende o consiste en un sitio de unión a antígeno (p. ej., que 5 
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. ej., regiones de marco humanas que comprenden 
opcionalmente una o más sustituciones de aminoácidos). En otra realización preferida, un resto biológicamente 
activo comprende una porción biológicamente activa de un componente de la cascada de coagulación. 

El término "especificidad" incluye la cantidad de posibles sitios de unión que se unen específicamente (p. ej., hacen 10 
inmunorreacción con) una diana dada. Un polipéptido puede ser monoespecífico y contener uno o más sitios de 
unión que se unen específicamente a la misma diana (p. ej., el mismo epítopo) o el polipéptido puede ser 
multiespecífico y contener dos o más sitios de unión que se unen específicamente a diferentes regiones de la misma 
diana (p. ej., diferentes epítopos) o dianas diferentes. 

Según se usa en la presente memoria, el término "valencia" se refiere a la cantidad de restos biológicamente activos 15 
(p. ej., dominios de unión) en un polipéptido o proteína. Cuando un polipéptido comprende más de un resto 
biológicamente activo, cada dominio de unión puede unirse específicamente a las mismas o a diferentes moléculas 
(p. ej., puede unirse a diferentes ligandos o diferentes antígenos, o diferentes epítopos en el mismo antígeno). En 
una realización, los polipéptidos de la invención son monovalentes. En otra realización, los polipéptidos de la 
invención son multivalentes (p. ej., bivalentes). 20 

Según se usa en la presente memoria, el término "enlazadores polipeptídicos" se refiere a una secuencia peptídica o 
polipeptídica (p. ej., una secuencia peptídica o polipeptídica sintética) que conecta dos dominios en una secuencia 
de aminoácidos lineal de una cadena polipeptídica. Los enlazadores preferidos incluyen, p. ej., enlazadores 
polipeptídicos gly-ser. Los polipéptidos de la invención se codifican mediante moléculas de ácido nucleico que 
comprenden una secuencia nucleotídica que codifica enlazadores polipeptídicos que enlazan los dos restos Fc que 25 
componen la construcción, 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 polipeptídica 
lineal, el enlazador cscFc puede, por ejemplo, enlazar el primer resto Fc con un resto diferente (p. ej., un resto 
biológicamente 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 formación de una construcción genética de cadena simple. Sin 30 
embargo, los polipéptidos también pueden comprender sitios de escisión enzimática que resultan en la escisión del 
enlazador cscFc y, en una realización, su extirpación sustancial (p. ej., durante el procesamiento por una célula). Por 
lo tanto, la molécula procesada es una molécula dimérica que comprende al menos dos cadenas de aminoácidos y 
carece sustancialmente de secuencias de aminoácidos enlazadoras extrañas. En algunas realizaciones, todo o 
sustancialmente todo el enlazador se extirpa, mientras que, en algunas realizaciones, una porción del sitio de 35 
escisión puede permanecer, p. ej., cuatro argininas del sitio de escisión RRRR. En otra instancia, el enlazador se 
escinde en un sitio. 

En otra realización, otro tipo de enlazador polipeptídico, denominado en la presente memoria "espaciador" se puede 
usar para conectar restos diferentes, p. ej., un resto biológicamente activa a un resto Fc. Este tipo de enlazadores 
polipeptídicos pueden proporcionar flexibilidad a la molécula polipeptídica. Los espaciadores no se escinden 40 
típicamente; sin embargo, dicha escisión puede ser deseable. Las posiciones ilustrativas de los espaciadores se 
muestran en los dibujos adjuntos. 

Según se usa en la presente memoria, el término "enlazador polipeptídico gly-ser" se refiere a un enlazador 
polipeptídico que consiste en los residuos glicina y serina. Un enlazador polipeptídico gly/ser ilustrativo comprende la 
secuencia de aminoácidos (Gly4 Ser)n. (SEQ ID NO:4) Otro enlazador polipeptídico gly/ser ilustrativo comprende la 45 
secuencia de aminoácidos S(Gly4 Ser)n. 

En una realización, n=1. En una realización, n=2. En otra realización, n=3, es decir, (Gly4 Ser)3. En otra realización, 
n=4, es decir, (Gly4 Ser)4 (SEQ ID NO:6). En otra realización, n=5. En aún otra realización, n=6. En otra realización, 
n=7. En aún otra realización, n=8. En otra realización, n=9. En aún otra realización, n=10. Otro enlazador 
polipeptídico gly/ser ilustrativo comprende la secuencia de aminoácidos Ser(Gly4 Ser)n (SEQ ID NO:26). En una 50 
realización, n=1. En una realización, n=2. En una realización preferida, n=3. En otra realización, n=4. En otra 
realización, n=5. En aún otra realización, n=6. 

Un polipéptido o secuencia de aminoácidos "derivado de" un polipéptido o proteína designado se refiere al origen del 
polipéptido. Preferiblemente, el polipéptido o secuencia de aminoácidos que deriva de una secuencia particular tiene 
una secuencia de aminoácidos que esencialmente idéntica a dicha secuencia o una porción de esta, en donde la 55 
porción consiste en al menos 10-20 aminoácidos, preferiblemente, al menos 20-30 aminoácidos, más 
preferiblemente, al menos 30-50 aminoácidos, 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 más mutaciones con respecto al polipéptido de 
partida, p. ej., uno o más residuos aminoacídicos que se han sustituido con otro residuo aminoacídico o que tiene 
una o más inserciones o eliminaciones de residuo aminoacídico. Preferiblemente, el polipéptido comprende una 
secuencia de aminoácidos 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 realización preferida, la variante 5 
tendrá una secuencia de aminoácidos de aproximadamente 75 % a menos de 100 % de identidad o similitud de 
secuencia de aminoácidos con respecto a la secuencia de aminoácidos del polipéptido de partida, más 
preferiblemente, de aproximadamente 80 % a menos de 100 %, más preferiblemente, de aproximadamente 85 % a 
menos de 100 %, más preferiblemente, de aproximadamente 90 % a menos de 100 % (p. ej., 91 %, 92 %, 93 %, 
94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %) y, lo más preferiblemente, de aproximadamente 95 % a menos de 100 %, p. 10 
ej., a lo largo de la longitud de la molécula variante. En una realización, hay una diferencia de un aminoácido entre 
una secuencia polipeptídica 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 aminoacídicos en la secuencia 
candidata que son idénticos (es decir, el mismo residuo) a los residuos aminoacídicos de partida, después de alinear 
las secuencias e introducir espacios, si es necesario, para obtener el porcentaje de identidad de secuencia máximo. 15 

Los polipéptidos preferidos de la invención comprenden una secuencia de aminoácidos (p. ej., al menos un resto o 
dominio Fc) derivada de una secuencia de inmunoglobulina humana. Sin embargo, los polipéptidos pueden 
comprender uno o más aminoácidos de otra especie de mamíferos. Por ejemplo, un dominio Fc o sitio de unión de 
primate se puede incluir en los polipéptidos objeto. Alternativamente, uno o más aminoácidos derivados de una 
especie no humana pueden estar presentes en un polipéptido. Los polipéptidos preferidos de la invención son no 20 
inmunógenos. 

También entenderá el experto en la técnica que los polipéptidos de la invención se pueden alterar de manera que 
varíen en la secuencia de aminoácidos 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 nucleótidos o aminoácidos que conducen a sustituciones o cambios conservadores en residuos 25 
aminoacídicos "no esenciales". Una molécula de ácido nucleico aislada que codifica una variante no natural de un 
polipéptido derivado de una inmunoglobulina (p. ej., un dominio, resto o sitio de unión a antígeno Fc) se puede crear 
al introducir una o más sustituciones, adiciones o eliminaciones de nucleótidos en la secuencia nucleotídica de la 
inmunoglobulina de manera que se introduzcan una o más sustituciones, adiciones o eliminaciones de aminoácidos 
en la proteína codificada. Las mutaciones se pueden introducir mediante técnicas estándares, tales como 30 
mutagénesis dirigida al sitio y mutagénesis mediada por PCR. 

Los polipéptidos de la invención pueden comprender sustituciones de aminoácidos conservadoras en uno o más 
residuos aminoacídicos, p. ej., en residuos aminoacídicos esenciales o no esenciales. Por lo tanto, un residuo 
aminoacídico no esencial en un polipéptido se puede reemplazar con otro residuo aminoacídico de la misma familia 
de cadena lateral. En otra realización, una sucesión de aminoácidos se puede reemplazar con una sucesión 35 
estructuralmente similar que difiere en el orden y/o composición de los miembros de familia de cadena lateral. 
Alternativamente, en otra realización, se pueden introducir mutaciones aleatoriamente a lo largo de toda o parte de 
una secuencia codificante, tal como por mutagénesis de saturación, y los mutantes resultantes se pueden incorporar 
en los polipéptidos de la invención y someterse a barrido para determinar su capacidad para unirse a la diana 
deseada. 40 

En el contexto de los polipéptidos, una "secuencia lineal" o una "secuencia" es el orden de los aminoácidos en un 
polipéptido en un sentido de extremo amínico a carboxílico en el que los residuos que flanquean o están adyacentes 
entre sí en la secuencia son contiguos en la estructura primaria del polipéptido, es decir, están enlazados a través de 
una unión peptídica. 

Según se usa en la presente memoria, los términos "enlazado/a", " fusionado/a" o "fusión" se refieren al enlace a 45 
través de una unión peptídica, conjugación química u otros medios. Los términos "genéticamente fusionado/a", 
"genéticamente enlazado/a" o "fusión genética" se usan de manera intercambiable y se refieren al enlace o 
acoplamiento colineal, covalente de dos o más proteínas, polipéptidos, o fragmentos de estos a través de sus 
cadenas principales peptídicas individuales, a través de la expresión genética de una molécula polinucleotídica 
simple que codifica dichas proteínas, polipéptidos o fragmentos. Dicha fusión genética resulta en la expresión de una 50 
secuencia genética contigua simple. En una realización, los restos de un polipéptido scFc están fusionados 
genéticamente. Las fusiones genéticas preferidas están dentro del marco, es decir, dos o más marcos de lectura 
abiertos (ORF, por sus siglas en inglés) se fusionan para formar un ORF contiguo más largo, de tal manera que se 
mantiene el marco de lectura correcto de los ORF originales. Por lo tanto, la proteína de fusión recombinante 
resultante es un polipéptido simple que contiene dos o más segmentos proteicos que corresponden a polipéptidos 55 
codificados por los ORF originales (cuyos segmentos no están 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 polipeptídicas. 

Según se usa en la presente memoria, el término "región Fc" se definirá como la porción de un polipéptido que 
corresponde a la región Fc de la inmunoglobulina natural, es decir, según se forma mediante la asociación dimérica 60 
de los dominios Fc respectivos) de sus dos cadenas pesadas. Una región Fc natural es homodimérica y comprende 
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dos cadenas polipeptídicas. En cambio, el término "región Fc genéticamente fusionada" o "región Fc de cadena 
simple" (región scFc), según se usa en la presente memoria, se refiere a una región Fc dimérica sintética 
comprendida por dominios o restos Fc genéticamente enlazados dentro de una cadena polipeptídica simple (es decir, 
codificados en una secuencia genética contigua simple) en donde los dominios o restos Fc de la cadena 
polipeptídica simple se dimerizan para formar una región Fc. 5 

Según se usa en la presente memoria, el término "dominio Fc" se refiere a la porción de una cadena pesada de 
inmunoglobulina simple que comienza en la región bisagra apenas antes del sitio de escisión por papaína (es decir, 
el residuo 216 en IgG, tomando el primer residuo de la región 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. 10 

Según se usa en la presente memoria, el término "porción de dominio Fc" o "resto Fc" incluye una secuencia de 
aminoácidos 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. ej., región bisagra superior, media y/o inferior), un dominio CH2, un dominio 
CH3, un dominio CH4 o una variante, porción, 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 realización, un 15 
resto Fc comprende un dominio bisagra (o porción de este) fusionado con un dominio CH3 (o porción de este). En 
otra realización, un resto Fc comprende un dominio CH2 (o porción de este) fusionado con un dominio CH3 (o 
porción de este). En otra realización, un resto Fc consiste en un dominio CH3 o porción de este. En otra realización, 
un resto Fc consiste en un dominio bisagra (o porción de este) y un dominio CH3 (o porción de este). En otra 
realización, un resto Fc consiste en un dominio CH2 (o porción de este) y un dominio CH3. En otra realización, un 20 
resto Fc consiste en un dominio bisagra (o porción de este) y un dominio CH2 (o porción de este). En una realización, 
un resto Fc carece de al menos una porción de un dominio CH2 (p. ej., todo o parte de un dominio CH2). 

En una realización, un resto Fc de la invención comprende al menos la porción de una molécula Fc conocida en la 
técnica por ser necesaria para la unión a FcRn, denominada en la presente memoria agente de combinación para 
unión al receptor neonatal (FcRn). El experto en la técnica entenderá que porciones de una región constante de 25 
inmunoglobulina para su uso en la proteína quimérica de la invención pueden incluir mutantes o análogos de esta, o 
pueden incluir regiones constantes de inmunoglobulina químicamente modificadas (p. ej., pegiladas), o fragmentos 
de estas (véase, p. ej., Aslam y Dent 1998, Bioconjugation: Protein Coupling Techniques For the Biomedical 
Sciences Macmilan Reference, Londres). En una instancia, un mutante puede proporcionar una unión mejorada de 
un agente de combinación para la unión a FcRn para el FcRn. También se contemplan para su uso en la proteína 30 
quimérica de la invención miméticos peptídicos de al menos una porción de una región constante de 
inmunoglobulina, p. ej., un mimético peptídico de un fragmento Fc o un mimético peptídico de un agente de 
combinación para unión a FcRn. En una realización, el mimético peptídico se identifica usando visualización en 
fagos o a través de barrido de biblioteca químico (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 realización, una región Fc de la invención (una 35 
región scFc) comprende al menos la porción de una molécula Fc conocida en la técnica por ser necesaria para la 
unión a FcRn. 

En una realización, una región Fc de la invención (una región scFc) comprende al menos la porción de una molécula 
Fc conocida en la técnica por ser necesaria para la unión a Proteína A. En una realización, una región Fc de la 
invención (una región scFc) comprende al menos la porción de una molécula Fc conocida en la técnica por ser 40 
necesaria para la unión a proteína G. 

Según se establece en la presente memoria, el experto en la técnica entenderá que un dominio Fc también se puede 
modificar de manera que varíe 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 función efectora (p. 
ej., unión a FcyR). 45 

Los dominios o restos Fc de un polipéptido de la invención 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 región bisagra derivada de una molécula IgG3. En otro ejemplo, un dominio o 
resto Fc puede comprender una región bisagra quimérica derivada, en parte, de una molécula IgG1 y, en parte, de 
una molécula IgG3. En otro ejemplo, un dominio o resto Fc puede comprender una bisagra quimérica derivada, en 50 
parte, de una molécula IgG1 y, en parte, de una molécula IgG4. 

Las posiciones de aminoácidos en una región constante de cadena pesada, incluidas las posiciones de aminoácidos 
en los dominios CH1, bisagra, CH2 y CH3, se enumeran según el sistema de numeración del índice UE (véase 
Kabat et al., en "Sequences of Proteins of Immunological Interest", U.S. Dept. Health and Human Services, 5a 
edición, 1991). En cambio, las posiciones de aminoácidos en una región constante de cadena ligera (p. ej., dominios 55 
CL) se enumeran en la presente memoria según el sistema de numeración del índice Kabat (véase Kabat et al., ibid). 

Según se usa en la presente memoria, el término "dominio VH" incluye el dominio variable del extremo amínico de 
una cadena pesada de inmunoglobulina, y el término "dominio VL" incluye el dominio variable del extremo amínico de 
una cadena ligera de inmunoglobulina según el sistema de numeración del índice Kabat. 
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Según se usa en la presente memoria, el término "dominio CH1" incluye el primer (y más cercano al extremo 
amínico) dominio de región constante de una cadena pesada de inmunoglobulina que se extiende, p. ej., de 
aproximadamente las posiciones UE 118-215. El dominio CH1 es adyacente al dominio VH y hacia el extremo 
amínico con respecto a la región bisagra de una molécula de cadena pesada de inmunoglobulina, y no forma parte 
de la región Fc de una cadena pesada de inmunoglobulina. En una realización, un polipéptido de la invención 5 
comprende un dominio CH1 derivado de una molécula de cadena pesada de inmunoglobulina (p. ej., una molécula 
IgG1 o IgG4 humana). 

Según se usa en la presente memoria, el término "región bisagra" incluye la porción de una molécula de cadena 
pesada que une el dominio CH1 al dominio CH2. Esta región bisagra comprende aproximadamente 25 residuos y es 
flexible, lo que permite, por lo tanto, que las dos regiones de unión a antígeno en el extremo N se muevan 10 
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). 

Según se usa en la presente memoria, el término "dominio CH2" incluye la porción de una molécula de cadena 
pesada de inmunoglobulina que se extiende, p. ej., 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 15 
ramificadas enlazadas en N se intercalan entre los dos dominios CH2 de una molécula IgG natural intacta. En una 
realización, un polipéptido de la invención comprende un dominio CH2 derivado de una molécula IgG1 (p. ej., una 
molécula IgG1 humana). En otra realización, un polipéptido de la invención comprende un dominio CH2 derivado de 
una molécula IgG4 (p. ej., una molécula IgG4 humana). En una realización ilustrativa, un polipéptido de la invención 
comprende un dominio CH2 (posiciones UE 231-340), o una porción de este. 20 

Según se usa en la presente memoria, el término "dominio CH3" incluye la porción 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 posición 341-446b (sistema de numeración UE). El dominio CH3 típicamente 
forma la porción de extremo C del anticuerpo. En algunas inmunoglobulinas, sin embargo, dominios adicionales se 
pueden extender desde el dominio CH3 para formar la porción de extremo C de la molécula (p. ej., el dominio CH4 25 
en la cadena µ de IgM y la cadena ε de IgE). En una realización, un polipéptido de la invención comprende un 
dominio CH3 derivado de una molécula IgG1 (p. ej., una molécula IgG1 humana). En otra realización, un polipéptido 
de la invención comprende un dominio CH3 derivado de una molécula IgG4 (p. ej., una molécula IgG4 humana). 

Según se usa en la presente memoria, el término "dominio CL" incluye el primer (y más cercano al extremo amínico) 
dominio de región constante de una cadena ligera de inmunoglobulina que se extiende, p. ej., de aproximadamente 30 
la posición según Kabat 107A-216. El dominio CL es adyacente al dominio VL. En una realización, un polipéptido de 
la invención comprende un dominio CL derivado de una cadena ligera kappa (p. ej., una cadena ligera kappa 
humana). 

Los restos Fc para su uso en los polipéptidos de la invención se pueden modificar en posiciones reconocidas en la 
técnica para alterar, p. ej., aumentar o reducir la función efectora. Según se usa en la presente memoria, el término 35 
"función efectora" se refiere a la capacidad funcional de la región Fc o porción de esta para unirse a proteínas y/o 
células del sistema inmunitario y mediar diversos efectos biológicos. Las funciones efectoras pueden ser 
dependientes del antígeno o independientes del antígeno. Una reducción en la función efectora se refiere a una 
reducción en una o más funciones efectoras, mientras se mantiene la actividad de unión a antígeno de la región 
variable del anticuerpo (o fragmento de este). Los aumentos o reducciones en la función efectora, p. ej., unión de Fc 40 
a un receptor Fc o proteína de complemento, se pueden expresar en función del volumen de cambio (p. ej., cambió 
1 vez, 2 veces y similares) y se pueden calcular en función de, p. ej., los cambios porcentuales en la actividad de 
unión determinada usando ensayos que se conocen en la técnica. 

Los restos Fc para su uso en los polipéptidos de la invención se pueden modificar en posiciones reconocidas en la 
técnica para alterar, p. ej., aumentar o reducir la semivida. Según se usa en la presente memoria, el término 45 
"semivida" se refiere a la semivida biológica 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 circulación 
y/u otros tejidos en el animal. 

Según se usa en la presente memoria, el término "sitio de unión a antígeno" o "dominio de unión a antígeno" incluye 
un sitio que se une específicamente (hace inmunorreacción con) a un antígeno tal como un antígeno de superficie 50 
celular o soluble). En una realización, el sitio de unión incluye una región variable de cadena pesada y cadena ligera 
de inmunoglobulina y el sitio de unión formados por estas regiones variables determina la especificidad del 
anticuerpo. Un sitio de unión a antígeno se forma mediante regiones variables (dominios VH y VL) que varían de un 
polipéptido a otro. 

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invención comprenden al menos dos dominios de unión a antígeno (p. 55 
ej., dentro del mismo polipéptido (p. ej., en el extremo N y el extremo C de un polipéptido simple) o enlazados a cada 
componente de unión a polipéptido de una proteína de unión multimérica de la invención) que proporcionan la 
asociación del polipéptido con el antígeno seleccionado. Los dominios de unión a antígeno no tienen que derivar de 
la misma molécula de inmunoglobulina. En este sentido, la región 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 antígeno 
deseado. Como tal, la región variable puede ser, por ejemplo, de origen mamífero, p. ej., 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 5 
naturaleza y que tiene una química de secuencia de aminoácidos o cadena lateral de aminoácidos que difiere de la 
de un anticuerpo derivado naturalmente en al menos un aminoácido o modificación de aminoácido según se 
describe en la presente memoria o una molécula de origen no natural que comprende al menos un sitio de unión a 
antígeno. Según 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. ej., anticuerpos que comprenden al menos 10 
dos porciones cadena pesada, pero no dos cadenas pesadas completas (tales como, anticuerpos o minicuerpos con 
dominio eliminado); formas multiespecíficas de anticuerpos (p. ej., biespecíficas, triespecíficas, etc.) alteradas para 
unirse a dos o más antígenos diferentes o a diferentes epítopos en un antígeno simple); moléculas cadena pesada 
unidas a moléculas scFv; anticuerpos de cadena simple; diacuerpos; triacuerpos; y anticuerpos con función efectora 
alterada y similares. 15 

Según se usa en la presente memoria, el término "molécula scFv" incluye moléculas de unión que consisten en un 
dominio variable de cadena ligera (VL) o porción de este, y un dominio variable de cadena pesada (VH) o porción de 
este, en donde cada dominio variable (o porción 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. 20 
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", según 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 conformación de unión a antígeno. 
En una realización, un enlazador scFv comprende o consiste en un péptido enlazador scFv. En ciertas realizaciones, 25 
un péptido enlazador scFv comprende o consiste en un enlazador polipeptídico gly-ser. En otras realizaciones, un 
enlazador scFv comprende una unión disulfuro. 

El término "glicosilación" se refiere al enlace covalente de uno o más carbohidratos con un polipéptido. Típicamente, 
la glicosilación es un evento que se produce después de la traducción que puede producirse dentro del medio 
intracelular de una célula o extracto de esta. El término glicosilación incluye, por ejemplo, glicosilación enlazada a N 30 
(donde uno o más azúcares están enlazados a un residuo asparagina) y/o glicosilación enlazada a O (donde uno o 
más azúcares están enlazados a un residuo aminoacídico que tiene un grupo hidroxilo (p. ej., serina o treonina). En 
una realización, una molécula de la invención está glicosilada. En otra realización, una molécula de la invención está 
aglicosilada. En otra realización adicional, una molécula de la invención tiene glicosilación reducida en comparación 
con la de una región Fc natural. 35 

Según se usa en la presente memoria, el término "unión disulfuro" incluye la unión covalente formada entre dos 
átomos de azufre. 

Según 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 función deseable al polipéptido. 40 
Preferiblemente, la función se agrega sin alterar significativamente una actividad intrínseca deseable del polipéptido, 
p. ej., actividad de coagulación, solubilidad, o semivida de la molécula. Un polipéptido de la invención puede 
comprender uno o más restos funcionales, que pueden ser iguales o diferentes. Los ejemplos de restos funcionales 
útiles incluyen, pero no se limitan a, un resto detectable, un resto funcional, un resto farmacológico, un resto de 
afinidad y un resto de bloqueo (p. ej., que bloquea estéricamente la unión a una enzima o que bloque la capacidad 45 
para unirse a un receptor particular). Los restos funcionales se pueden enlazar a polipéptidos usando métodos 
conocidos en la técnica, p. ej., a través de restos de enlace escindibles o no escindibles. 

Según se usa en la presente memoria, el término "profármaco" se refiere a un precursor o forma derivada de un 
agente farmacéuticamente activo que es menos activo, reactivo o propenso a efectos secundarios en comparación 
con el fármaco genitor y es capaz de activarse enzimáticamente o de cualquier otra manera convertirse en una 50 
forma más activa in vivo. En una realización, un profármaco de la invención es un polipéptido que comprende una 
región scFc no escindida o no procesada que, tras la administración o antes de la administración a un sujeto se 
escinde para formar una molécula dimérica que comprende al menos dos cadenas polipeptídicas. 

El término "vector" o "vector de expresión" se usa en la presente memoria para hacer referencia a vectores que se 
usan según la presente invención como un vehículo para introducir y expresar un polinucleótido deseada en una 55 
célula. Como saben los expertos en la técnica, dichos vectores se pueden seleccionarse fácilmente del grupo que 
consiste en plásmidos, fagos, virus y retrovirus. En general, los vectores compatibles con la presente invención 
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comprenderán un marcador de selección, sitios de restricción adecuados para facilitar la clonación del gen deseado 
y la capacidad para ingresar y/o replicarse en células eucariotas o procariotas. 

Las construcciones de la invención se pueden expresar en un plásmido simple y evitar la necesidad de múltiples 
plásmidos. Se pueden emplear numerosos sistemas de vector de expresión. 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, 5 
adenovirus, virus de la vacuna de la viruela, baculovirus, retrovirus (RSV, MMTV o MOMLV) o virus SV40. Además, 
las células que han integrado el ADN en sus cromosomas se pueden seleccionar al introducir uno o más marcadores 
que permiten la selección de células hospedantes transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a un 
hospedante auxótrofo, resistencia biocida (p. ej., antibióticos) o resistencia a metales pesados tales como cobre. El 
gen marcador seleccionable puede enlazarse directamente con las secuencias de ADN para expresarse, o 10 
introducirse en la misma célula mediante cotransformación. En una realización, se puede emplear un sistema de 
expresión inducible. También pueden ser necesarios elementos adicionales ara la síntesis óptima de ARNm. Estos 
elementos pueden incluir secuencias señal, señales de empalme, así como promotores, potenciadores y señales de 
terminación de la transcripción. En una realización, una señal de secreción, p. ej., una cualquiera de varios péptidos 
líderes bacterianos caracterizados (p. ej., pelB, phoA o ompA), se puede fusionar dentro del marco con el extremo N 15 
de un polipéptido de la invención para obtener la secreción óptima 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 heterólogo. En descripciones de procesos para el 
aislamiento de proteínas a partir de hospedantes recombinantes, los términos "célula" y "cultivo celular" se usan de 20 
manera intercambiable para denotar la fuente de proteína, a menos que se especifique claramente de cualquier otra 
manera. En otras palabras, la recuperación de proteína 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 línea celular 
hospedante usada para la expresión de la proteína es lo más preferiblemente de origen mamífero; se reconoce que 
los expertos en la técnica tienen la capacidad de determinar preferencialmente las líneas celulares hospedantes 25 
particulares que son más adecuadas para el producto génico deseado que se va a expresar en ellas. Las líneas 
celulares hospedantes ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, DG44 y DUXB11 (líneas de ovario de hámster 
chinp, DHFR menos), HELA (carcinoma de cuello de útero humano), CVI (línea de riñón de mono), COS (un 
derivado de CVI con antígeno T de SV40), R1610 (fibroblasto de hámster chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de ratón), 
HAK (línea de riñón de hámster), SP2/O (mieloma de ratón), P3x63-Ag3.653 (mieloma de ratón), BFA-1c1BPT 30 
(células endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos humanos) y 293 (riñón humano). Las líneas celulares hospedantes 
típicamente están disponibles en servicios comerciales, la colección de cultivos tisulares estadounidense o en la 
literatura publicada. Los polipéptidos de la invención también se pueden expresar en células que no son de 
mamífero, tales como células de bacterias o levadura o planta. En este sentido, se apreciará que se pueden 
transformar también diversos microorganismos no mamíferos unicelulares tales como bacterias; es decir, aquellos 35 
capaces de cultivarse en cultivos o fermentación. Las bacterias, que son susceptibles de transformación, incluyen 
miembros de enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus 
subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y Haemophilus influenzae. Se apreciará, además, que, cuando se expresan 
en bacterias, los polipéptidos típicamente se convierten en parte de cuerpos de inclusión. Los polipéptidos se 
pueden aislar, purificar y después ensamblar en moléculas funcionales. 40 

Además de los procariotas, también se pueden usar microbios eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o la levadura 
de panadería común, es la más usada comúnmente entre los microrganismos eucariotas, aunque existen varias 
otras cepas comúnmente disponibles que incluyen Pichia pastoris. Para la expresión en Saccharomyces, se usa 
comúnmente el plásmido 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 plásmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un 45 
marcador de selección para una cepa mutante de levadura que carece de capacidad para crecer en triptófano, por 
ejemplo, n.° de ATCC 44076 o PEP4-1 (Jones, (1977), Genetics, 85:12). La presencia de la lesión trpl como 
característica del genoma de la célula hospedante de levadura proporciona después un entorno eficaz para detectar 
la transformación por cultivo en ausencia de triptófano. 

Según se usa en la presente memoria, el término "endógeno/a" se refiere a moléculas (p. ej., moléculas de ácido 50 
nucleico y/o proteicas) que están naturalmente presentes en una célula. En cambio, el término "exógeno/a" o 
"heterólogo/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 exógena o heteróloga se puede introducir en una célula y está 
presente después de la manipulación de la célula, (p. ej., mediante transfección u otras formas de ingeniería 
genética) o una secuencia de aminoácidos heteróloga puede estar presente en una proteína en la que no se 55 
encuentra naturalmente 

Según se usa en la presente memoria, el término "sitio de escisión" o "sitio de escisión enzimática" se refiera a un 
sitio reconocido por una enzima. Ciertos sitios de escisión enzimática comprenden un sitio de procesamiento 
intracelular. En una realización, un polipéptido tiene un sitio de escisión enzimática escindido por una enzima que se 
activa durante la cascada de coagulación, de manera que la escisión de dichos sitios se produce en el sitio de la 60 
formación del coágulo. Los sitios ilustrativos de este tipo incluyen los reconocidos por trombina, Factor XIa o Factor 
Xa. Los sitios de escisión por FXIa ilustrativos incluyen, p. ej., TQSFNDFTR y SVSQTSKLTR. Los sitios de escisión 
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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 escisión útiles en la técnica. 

Según se usa en la presente memoria, el término "sitio de procesamiento" o "sitio de procesamiento intracelular" se 
refiere a un tipo de sitio de escisión enzimática en un polipéptido que es la diana para la enzima que funciona 
después de la traducción del polipéptido. En una realización, dichas enzimas funcionan durante el transporte desde 5 
el lumen de Golgi gasta el compartimiento trans-Golgi. Las enzimas de procesamiento intracelular escinden 
polipéptidos antes de la secreción de la proteína a partir de la célula. 

Un ejemplo de sitios de procesamiento incluye sitios dirigidos por la familia PACE/furina (donde PACE es un 
acrónimo en inglés para enzima de escisión de aminoácido básico apareado) de endopeptidasas. Estas enzimas 
están ubicadas en la membrana de Golgi y escinden muchas proteínas en el lado del extremo carboxílico del motivo 10 
de secuencia Arg-[cualquier residuo]-(Lys o Arg)-Arg. Según 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 útiles en la técnica. 

Una "proteína quimérica" o "proteína de fusión", según se usa en la presente memoria, se refiere a cualquier 
proteína comprendida por una primera secuencia de aminoácidos derivada de una primera fuente, unida 15 
covalentemente o no covalentemente, a una segunda secuencia de aminoácidos 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 biológicas diferentes, o dos proteínas diferentes de la misma entidad biológica, o una 
entidad biológica y una entidad no biológica. Una proteína quimérica puede incluir, por ejemplo, una proteína 
derivada de al menos 2 fuentes biológicas diferentes. Una fuente biológica puede incluir cualquier una secuencia de 20 
ácido nucleico o aminoácidos producida no sintéticamente (p. ej., una secuencia genómica o de ADNc, un plásmido 
o vector vírico, un virión natural o un mutante o análogo, según se describe adicionalmente en la presente memoria, 
de cualquiera de los mencionados anteriormente). Una fuente sintética puede incluir una secuencia proteica o de 
ácido nucleico producida químicamente y no mediante un sistema biológica (p. ej., síntesis en fase sólida de 
secuencias de aminoácidos). Una proteína quimérica puede incluir también una proteína derivada de al menos 2 25 
fuentes sintéticas diferentes o una proteína derivada de al menos una fuente biológica y al menos una fuente 
sintética. Una proteína quimérica también puede comprender una primera secuencia de aminoácidos derivada de 
una primera fuente, enlazada covalentemente o no covalentemente con un ácido nucleico, derivado de cualquier 
fuente o una molécula orgánico o inorgánica pequeña derivada de cualquier fuente. La proteína quimérica puede 
comprender una molécula enlazadora entre la primera y segunda secuencia de aminoácidos o entre la primera 30 
secuencia de aminoácidos y el ácido nucleico, o entre la primera secuencia de aminoácidos y la molécula orgánica o 
inorgánica pequeña. Los ejemplos de moléculas quiméricas incluyen las moléculas scFc de la invención. 

Según se usa en la presente memoria, el término "factor de coagulación", se refiere a moléculas, o análogos de 
estas, de origen natural o producidas recombinantemente que evitan o reducan la duración de un episodio 
hemorrágico en un sujeto. En otras palabras, significa moléculas que en su forma activa tienen actividad 35 
procoaguladora, es decir, son responsables de la conversión de fibrinógeno en una malla de fibrina insoluble que 
provoca que la sangre coagule. 

"Actividad coaguladora", según se usa en la presente memoria, significa la capacidad de participar en una cascada 
de reacciones bioquímicas que culmina en la formación de un coágulo de fibrina y/o reduca la gravedad, duración o 
frecuencia de un episodio hemorrágico o de sangrado. 40 

"Hemostasia", según 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 sanguíneo o parte corporal. 

"Trastorno hemostásico", según se usa en la presente memoria, significa una afección heredad genéticamente o 
adquirida caracterizada por una tendencia a la hemorragia, ya sea espontánea o como resultado de un traumatismo, 
debido a una capacidad alterada o a una incapacidad para formar un coágulo de fibrina. Los ejemplos de dichos 45 
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 XI, tendencia leve al 
sangrado), enfermedad de Von Willebrand, carencia de factor Xi (carencia de PTA), carencia de Factor XII, 
carencias o anomalías estructurales en fibrinógeno, protrombina, Factor V, Factor VII, Factor X o factor XIII, el 
síndrome de Bernard-Soulier es un defecto o carencia de GPIb. GPIb, el receptor para vWF, puede ser defectuoso y 50 
conducir a una falta de formación de coágulo primaria (hemostasia primaria) y mayor tendencia al sangrado), y 
trombastenia de Glanzman y Naegeli (trombastenia de Glanzmann). En la insuficiencia hepática (formas aguda y 
crónica), existe una producción insuficiente de factores de coagulación por parte del hígado; esto aumenta el riesgo 
de sangrados. 

Según se usa en la presente memoria, el término "resto de direccionamiento" se refiere a una molécula, fragmento 55 
de esta o un componente de un polipéptido que ubica o dirige los polipéptidos de la invención hasta un sitio o célula 
deseado. En una realización, una construcción de la invención comprende un "resto de direccionamiento" que 
potencia la actividad del polipéptido, p. ej., al ubicar la molécula en un sitio deseado. Dicho resto puede ser, p. ej., un 
anticuerpo o variante de este (p. ej., un scFv) o un péptido. En otra realización, dicho resto de direccionamiento 
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puede ser un polipéptido, una porción de unión a receptor de un ligando, o una porción de unión a ligando de un 
receptor, que se enlaza a un polipéptido de la invención y se une a la diana deseada, p. ej., en una célula o tejido. El 
resto de direccionamiento puede estar genéticamente fusionado con una construcción, químicamente conjugado con 
la construcción o enlazado con la construcción a través de una unión peptídica, p. ej., un espaciador polipeptídico. 
Por ejemplo, se pueden acoplar restos de direccionamiento a una construcción de la invención mediante la 5 
formación de una unión entre el resto de direccionamiento y un resto Fc de una construcción, 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 reacción entre sí para formar una unión 
química (véase, p. ej., la patente estadounidense 7381408). En una realización de la invención, un resto de 
direccionamiento se une a plaquetas según se describe en más detalle en la presente memoria. 10 

Según se usa en la presente memoria, la frase "sujeto que se beneficiaría de la administración de un polipéptido" 
incluye sujetos, tales como sujetos mamíferos, que se beneficiarían de la administración de polipéptidos de la 
invención, p. ej., para el tratamiento de un trastorno. Por ejemplo, en una realización, el sujeto puede beneficiarse de 
la reducción o eliminación de una molécula soluble o particulada de la circulación o suero (p. ej., una toxina o 
patógeno) o de la reducción o eliminación de una población de células que expresan la diana (p. ej., células 15 
tumorales). En otra realización, un sujeto puede beneficiarse de la actividad biológica impartida por la porción de 
unión de la construcción, p. ej., como en el caso de un polipéptido que comprende un factor de coagulación. Según 
se describió anteriormente, el polipéptido se puede usar en forma no conjugada o puede estar químicamente 
conjugado o enlazado, p. ej., a un resto funcional, para formar un polipéptido modificado para la administración a 
dicho sujeto. 20 

Tratar, tratamiento, según se usa en la presente memoria, se refieren a, p. ej., la reducción en la gravedad de una 
enfermedad o afección; la reducción en la duración de una evolución de la enfermedad; la mejora de uno o más 
síntomas asociados con una enfermedad o afección; el suministro de efectos beneficiosos a un sujeto con una 
enfermedad o afección, sin necesariamente curar la enfermedad o afección. En otra instancia, la administración de 
una composición producida según la invención resulta en la profilaxis de uno o más síntomas asociados con una 25 
enfermedad o afección. 

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

En una realización, la invención proporciona moléculas de ácido nucleico que codifican polipéptidos que 
comprenden al menos una región Fc genéticamente fusionada o porción de esta dentro de una cadena polipeptídica 
simple (es decir, polipéptidos que comprenden una región Fc de cadena simple (scFc)). Una molécula de ácido 30 
nucleico de la invención codifica un polipéptido en el que los restos Fc están genéticamente fusionados en una 
secuencia lineal contigua de aminoácidos a través de un enlazador cscFc. 

La invención también proporciona polipéptidos especificados por dichas moléculas de ácido nucleico. En una 
realización, la invención proporciona polipéptidos no procesados en los que al menos dos restos o dominios Fc (p. 
ej., 2, 3, 4, 5, 6 o más restos o dominios Fc) dentro de la misma cadena polipeptídica lineal son capaces de plegarse 35 
(p. ej., plegarse intramolecularmente o intermolecularmente) para formar una región scFc funcional que está 
enlazada mediante un enlazador polipeptídico Fc. Por ejemplo, en una realización preferida, un polipéptido de la 
invención es capaz de unirse, a través de su región scFc, a al menos un receptor Fc (p. ej., un FcRn, un receptor 
FcγR (p. ej., FcγRIII), o una proteína de complemento (p. ej., C1q)) para mejorar la semivida o desencadenar una 
función efectora inmunitaria (p. ej., citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis, o citotoxicidad 40 
dependiente de complemento (CDCC) y/o para mejorar la capacidad de fabricación). 

En una instancia, la descripción se refiere a polipéptidos procesados (p. ej., maduros) en los que el al menos un sitio 
de escisión adyacente a un enlazador polipeptídico cscFc se ha escindido de manera que la molécula ya no es una 
cadena polipeptídica simple. El polipéptido procesado resultante está comprendido por al menos dos cadenas 
polipeptídicas (debido a la escisión en el(los) sitio(s) de escisión enzimática) P1 y/o P2). 45 

En una instancia, dichos polipéptidos procesados comprenden un resto biológicamente activo enlazado al segundo 
resto Fc (es decir, el segundo resto Fc cuando se cuenta desde el extremo amínico hacia el extremo carboxílico 
antes de la escisión del enlazador polipeptídico) que tiene un extremo amínico libre después de la escisión del 
enlazador polipeptídico. 

En una realización, un resto biológicamente activo acoplado al extremo N del segundo resto Fc comprende un sitio 50 
de unión a antígeno (p. ej., una molécula scFv). En otra realización, un resto biológicamente activo acoplado al 
extremo N del segundo resto Fc es catalíticamente activo, p. ej., tiene actividad enzimática. En otra realización, un 
resto biológicamente activo acoplado al extremo N del segundo resto Fc se secreta mediante una célula como un 
zimógeno que requiere procesamiento enzimático adicional del resto biológicamente activo para activarse 
completamente, p. ej., FVII, IX, o X). 55 

En una realización, la invención se refiere a factores de coagulación que se secretan a partir de células en forma 
activa o activada sin la necesidad de activación adicional durante el procesamiento. Por ejemplo, el Factor VII se 
produce generalmente de forma recombinante como un zimógeno y requiere la activación durante la fabricación para 
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producir la forma activa para la administración. En una realización, un polipéptido de la invención se secreta a partir 
de la célula en la cual se expresa en forma activa para mejorar su capacidad de fabricación. Como se estable en 
mayor detalle más adelante, dichos factores de coagulación se pueden producir al expresar la cadena ligera de un 
factor de coagulación y la cadena pesada de un factor de coagulación por separado en el contexto de una molécula 
cscFc. La activación de dicha construcción se retrasa hasta más tarde en la vía de secreción durante el 5 
procesamiento, p. ej., cuando la proteína se coubica con enzimas de procesamiento activas en el aparato de trans-
Golgi. 

Una variedad de polipéptidos de diseños alternativos está dentro del alcance de la invención. Por ejemplo, en una 
realización, una molécula de ácido nucleico de la invención especifica un polipéptido representado mediante la 
fórmula: 10 

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

en secuencia lineal desde el extremo amínico al carboxílico en donde A es un resto biológicamente activo, F1 es un 
primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escisión enzimática, L es un enlazador cscFc, P2 es un sitio de escisión 
enzimática, B es un resto biológicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" representa una unión 
peptídica. La fórmula (I) comprende al menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos están presentes, 15 
pueden ser iguales o diferentes. La fórmula (I) comprende al menos un P1 o P2 y opcionalmente ambos. P1 y P2, si 
ambos están presentes, pueden ser iguales o diferentes. La fórmula (I) comprende al menos un F1 y F2. F1 y F2, si 
ambos están presentes, pueden ser iguales o diferentes. 

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

En una realización, F1 y F2 comprenden cada uno un resto CH2 y uno CH3. 20 

A. Restos o dominios Fc 

Los restos Fc útiles como F1 y F2 para producir los polipéptidos de la presente invención 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 
mamífero, incluida, por ejemplo, una especie de roedor (p. ej., un ratón, rata, conejo, cobayo) o primate no humano 25 
(p. ej., chimpancé, macaco). Además, el dominio Fc del polipéptido o porción de este puede derivar de cualquier 
clase de inmunoglobulina, incluidas IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina, incluidos IgG1, 
IgG2, IgG3 e IgG4. En una realización preferida, se usa el isotipo humano IgG (p. ej., IgG1). 

Una variedad de secuencias génicas de resto Fc (p. ej., secuencias génicas de región constante) están disponibles 
en forma de depósitos de acceso al público. Los dominios de región constante que comprenden una secuencia de 30 
resto Fc se pueden seleccionar por tener una función efectora particular (o por carecer de una función efectora 
particular) o con una modificación 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. ej., 
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 continuación puede 35 
alterarse o sintetizarse para obtener polipéptidos de la presente invención. Se apreciará, además, que el alcance de 
la presente invención abarca alelos, variantes y mutaciones de secuencias de ADN de región constante. 

Las secuencias de resto Fc se pueden clonar, p. ej., usando la reacción 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 40 
amplificar los genes de anticuerpo mediante PCR. Los métodos de amplificación por PCR se describen en detalle en 
las patentes estadounidenses núms. 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 región 
constante consenso o mediante cebadores más específicos en función de las secuencias de aminoácidos y ADN de 45 
cadena pesada y ligera publicadas. Según se describió 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 homólogas más grandes, tales como sondas de región 
de constante de ratón. Se conocen numerosos conjuntos de cebadores adecuados para la amplificación de genes 
de anticuerpo en la técnica (p. ej., los cebadores hacia 5' basados en la secuencia del extremo N de anticuerpos 50 
purificados (Benhar y Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509); amplificación rápida de extremos de ADNc (Ruberti, 
F. et al. 1994. J. Immunol. Methods 173:33); secuencias líderes de anticuerpo (Larrick et al. 1989 Biochem. Biophys. 
Res. Commun. 160:1250). La clonación 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 invención pueden comprender dos o más restos Fc (p. ej., 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más 55 
restos Fc). Estos dos o más restos Fc pueden formar una región Fc. En una realización, los restos Fc pueden ser de 
diferentes tipos. En una realización, al menos un resto Fc presente en el polipéptido comprende un dominio bisagra 
o porción de este. En otra realización, el polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que 
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comprende al menos un dominio CH2 o porción de este. En otra realización, el polipéptido de la invención 
comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un dominio CH3 o porción de este. En otra realización, el 
polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un dominio CH4 o porción de 
este. En otra realización, el polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende al menos 
un dominio bisagra o porción de este y al menos un dominio CH2 o porción de este (p. ej., en el sentido bisagra-5 
CH2). En otra realización, el polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende al menos 
un dominio CH2 o porción de este y al menos un dominio CH3 o porción de este (p. ej., en el sentido CH2-CH3). En 
otra realización, el polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un dominio 
bisagra o porción de este, al menos un dominio CH2 o porción de este y al menos un dominio CH3 o porción de este, 
por ejemplo, en el sentido bisagra-CH2-CH3, bisagra-CH3-CH2 o CH2-CH3-bisagra). 10 

En ciertas realizaciones, el polipéptido comprende al menos una región Fc completa derivada de una o más cadenas 
pesadas de inmunoglobulina (p. ej., 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 más cadenas pesadas de inmunoglobulina. En realizaciones preferidas, el resto Fc 
completo deriva de una cadena pesada de inmunoglobulina IgG humana (p. ej., IgG1 humana). 15 

En otra realización, un polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio CH3 
completo (aproximadamente los aminoácidos 341-438 de una región Fc de anticuerpo según la numeración UE). En 
otra realización, un polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio CH2 
completo (aproximadamente los aminoácidos 231-340 de una región Fc de anticuerpo según la numeración UE). En 
otra realización, un polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende al menos un 20 
dominio CH3 y al menos uno de una región bisagra (aproximadamente los aminoácidos 216-230 de una región Fc 
de anticuerpo según la numeración UE) y un dominio CH2. En una realización, un polipéptido de la invención 
comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio bisagra y uno CH3. En otra realización, un polipéptido 
de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende un dominio bisagra, uno CH2 y uno CH3. En una 
realización, un resto Fc comprende o consiste en aminoácidos correspondientes a los números UE 221 a 447. 25 

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

En otra realización, un polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que comprende un agente de 
combinación FcRn. Un agente de combinación de unión a FcRn es una molécula o porción de esta que se puede 
unir específicamente al receptor FcRn con el consecuente transporte activo por el receptor FcRn del agente de 30 
combinación de unión a FcRn. Unirse específicamente se refiere a dos moléculas que forman un complejo que es 
relativamente estable en condiciones fisiológicas. La unión específica se caracteriza por una afinidad elevada y una 
capacidad baja a moderada, según se diferencia de la unión no específica que normalmente tiene una afinidad baja 
con una capacidad moderada a alta. Típicamente, la unión se considera específica cuando la constante de afinidad 
KA es mayor que 106 M-1 o, más preferiblemente, mayor que 108 M-1. Si es necesario, la unión no específica se 35 
puede reducir sin afectar sustancialmente la unión específica al variar las condiciones de unión. El experto en la 
técnica puede optimizar las condiciones de unión adecuadas tales como la concentración de las moléculas, fuerza 
iónica de la disolución, temperatura, tiempo para la unión, concentración de agente de bloqueo (p. ej., seroalbúmina, 
caseína láctea), etc., usando técnicas rutinarias. 

El receptor FcRn se ha aislado a partir de diversas especies de mamíferos, incluidos humanos. Se conocen las 40 
secuencias de FcRn humano, FcRn de mono, FcRn de rata y FcRn de ratón (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 más alto que se encuentra en los fluidos intersticiales. Se expresa en el 
tejido epitelial adulto (patentes estadounidenses núms. 6.485.726, 6.030.613, 6.086.875; WO 03/077834; US2003-45 
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) así como en el epitelio nasal, superficies 
vaginales y superficies del tracto biliar. 

Los agentes de combinación de unión a FcRn de la presente invención abarcan moléculas que se pueden unir 
específicamente al receptor FcRn, incluida IgG entera, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos que incluyen la 50 
región de unión completa del receptor FcRn. La región de la porción Fc de IgG que se une al receptor FcRn se ha 
descrito en base a cristalografía de rayos X (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). La principal área de contacto 
de Fc con FcRn es cerca de unión de los dominios CH2 y CH3. Los contactos entre Fc-FcRn están todos dentro de 
una cadena pesada de Ig simple. Los agentes de combinación de unión a FcRn incluyen IgG entera, el fragmento Fc 
de IgG y otros fragmentos de IgG que incluyen la región de unión completa de FcRn. Los principales sitios de 55 
contacto incluyen los residuos aminoacídicos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 
y los residuos aminoacídicos 385-387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Las referencias hechas a la numeración de 
aminoácidos 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 región Fc de IgG se puede modificar según 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 unirá FcRn. Dichas 
modificaciones incluyen modificaciones remotas con respecto a los sitios de contacto con FcRn, así como 
modificaciones dentro de los sitios de contacto que conservan o incluso potencian la unión al FcRn. Por ejemplo, los 
siguientes residuos aminoacídicos simples en Fc de IgG1 humana (Fc γ1) se pueden sustituir sin pérdida 5 
significativa de la afinidad de unión 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, 10 
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 posición número 238. Como un ejemplo, una realización específica 
incorpora la mutación N297A que elimina un sitio de N-glicosilación altamente conservado. Además de la alanina, 15 
otros aminoácidos se pueden sustituir por los aminoácidos naturales en las posiciones especificadas anteriormente. 
Las mutaciones se pueden introducir solamente en Fc para originar más de cien agentes de combinación de unión a 
FcRn diferentes de Fc natural. Además, se pueden introducir combinaciones de dos, tres o más de estas mutaciones 
individuales juntas para originar cientos de agentes de combinación de unión a FcRn más. Asimismo, uno de los 
agentes de combinación de unión a FcRn de una construcción de la invención se puede mutar y el otro agente de 20 
combinación de unión 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 biológicamente activa (p. ej., EPO, IFN, Factor VII, Factor IX, T20). 

Ciertas mutaciones de las mencionadas anteriormente pueden conferir una nueva funcionalidad al agente de 
combinación de unión a FcRn. Por ejemplo, una realización incorpora N297A, que elimina un sitio de N-glicosilación 25 
altamente conservado. El efecto de esta mutación es reducir la inmunogenicidad, potenciado así la semivida en 
circulación del agente de combinación de unión a FcRn y hacer que el agente de combinación de unión FcRn se 
vuelva incapaz de unirse a FcγRI, FcγRIIA, FcγRIIB y FcγRIIIA, 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 30 
anteriormente, la afinidad por FcRn se puede aumentar más allá de la natural en algunas instancias. Esta afinidad 
aumentada puede reflejar una "asociación" mayor, una "disociación" o una "asociación" mayor y una "disociación" 
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). 

Además, al menos tres receptores gamma Fc humanos parecen reconocer un sitio de unión en IgG dentro de la 35 
región bisagra inferior, generalmente los aminoácidos 234-237. Por lo tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad y 
posible inmunogenicidad reducida pueden surgir de mutaciones en esta región, como por ejemplo al reemplazar los 
aminoácidos 233-236 de la IgG1 humana "ELLG" por la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA" (con una 
eliminación de aminoácido). Se ha mostrado que FcγI, FcγRII y FcγRIII, que median diversas funciones efectoras no 
se unirán a IgG1 cuando se han introducido dichas mutaciones. Ward y Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77 40 
y Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613. 

En una realización, el agente de combinación de unión a FcRn es un polipéptido que incluye la secuencia 
PKNSSMISNTP (SEQ ID NO: 12) y, opcionalmente, incluye además una secuencia seleccionada de HQSLGTQ 
(SEQ ID NO: 13), HQNLSDGK (SEQ ID NO: 14), HQNISDGK (SEQ ID NO: 24), o VISSHLGQ (SEQ ID NO: 25) 
(patente estadounidense n.° 5.739.277). 45 

Dos receptores FcRn se pueden unir a una molécula Fc simple. Los datos cristalográficos sugieren que cada 
molécula FcRn se une a un polipéptido simple del homodímero Fc. En una realización, enlazar el agente de 
combinación de unión a FcRn, p. ej., un fragmento Fc de una IgG, con una molécula biológicamente activa 
proporciona un medio para suministrar la molécula biológicamente activa por vía oral, bucal, sublingual, rectal, 
vaginal, como un aerosol administrado nasalmente o a través de una vía pulmonar o a través de una vía ocular. En 50 
otra realización, la proteína quimérica se puede administrar de manera invasiva, p. ej., subcutáneamente, 
intravenosamente. 

Los dominios de región constante o porciones de estos que componen un resto Fc de un polipéptido de la invención 
se pueden derivar de diferentes moléculas de inmunoglobulina. Por ejemplo, un polipéptido de la invención puede 
comprender un dominio CH2 o porción de este derivado de una molécula IgG1 y una región CH3 o porción de esta 55 
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. Según se establece en 
la presente memoria, el experto en la técnica entenderá que un resto Fc se puede alterar de manera que varíe en la 
secuencia de aminoácidos con respecto a una molécula de anticuerpo de origen natural. 

En otra realización, un polipéptido de la invención comprende una región scFc que comprende uno o más restos Fc 60 
truncados que sin embargo son suficientes para conferir propiedades de unión al receptor Fc (FcR) a la región Fc. 
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Por ejemplo, la porción de un dominio Fc que se une a FcRn (es decir, la porción de unión a FcRn) comprende de 
aproximadamente los aminoácidos 282-438 de IgG1, numeración UE (con los sitios de contacto primarios que son 
los aminoácidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los residuos aminoacídicos 
385-387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Por lo tanto, un resto Fc de un polipéptido de la invención puede 
comprender o consistir en una porción de unión a FcRn. Las porciones de unión a FcRn pueden derivarse de 5 
cadenas pesadas de cualquier isotipo, incluido IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realización, se usa una porción de 
unión a FcRn de un anticuerpo del isotipo humano IgG1. En otra realización, se usa una porción de unión a FcRn de 
un anticuerpo del isotipo humano IgG4. 

En una realización, un polipéptido de la invención carece de uno o más dominios de región constante de una región 
Fc completa, es decir, se han eliminado parcialmente o completamente. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de 10 
la invención carecerán de un dominio CH2 completo (construcciones ∆CH2). Los expertos en la técnica apreciarán 
que dichas construcciones pueden preferirse debido a las propiedades reguladoras del dominio CH2 sobre la tasa 
catabólica del anticuerpo. En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invención comprenden regiones Fc 
eliminadas del dominio CH2 derivadas de un vector (p. ej., de IDEC Pharmaceuticals, San Diego) que codifican un 
dominio de región constante de IgG1 humana (véase, p. ej., WO 02/060955A2 y WO02/096948A2). Este vector 15 
ilustrativo se manipula para eliminar el dominio CH2 y proporcionar un vector sintético que expresa una región 
constante de IgG1 con dominio eliminado. Se señala que estas construcciones ilustrativas preferiblemente se 
manipulan para fusionar un dominio CH3 de unión directamente con una región bisagra del dominio Fc respectivo. 

En otras construcciones puede ser deseable proporcionar un resto espaciador entre uno o más restos Fc 
constituyentes. Por ejemplo, un resto espaciador se puede colocar entre una región bisagra y un dominio CH2 y/o 20 
entre un dominio CH2 y uno CH3. Por ejemplo, las construcciones compatibles podrían expresarse en donde el 
dominio CH2 se ha eliminado y el dominio CH3 restante (sintético o no sintético) se une a la región bisagra con un 
espaciador de 5 - 20 aminoácidos. Dicho espaciador se puede agregar, por ejemplo, para garantizar que los 
elementos reguladores del dominio de región constante permanezcan libres y accesibles o que la región bisagra 
permanezca flexible. Preferiblemente, cualquier péptido enlazador compatible con la presente invención será 25 
relativamente no inmunógeno y no evitará el plegado adecuado de la región scFc. 

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invención pueden comprender una región Fc dimérica que comprende 
restos Fc de la misma composición de secuencia, o sustancialmente la misma (denominada en la presente memoria 
"región Fc homodimérica"). En otras realizaciones, los polipéptidos de la invención pueden comprender una región 
Fc dimérica que comprende al menos dos restos Fc que tienen una composición de secuencia diferente (es decir, 30 
denominada en la presente memoria "región Fc heterodimérica"). En una realización ilustrativa, la región Fc 
heterodimérica comprende una sustitución de aminoácido en un primer resto Fc (p. ej., una sustitución de 
aminoácido de Asparagina en la posición UE 297), pero no en un segundo resto Fc. 

En determinadas realizaciones, la región Fc está hemiglicosilada. Por ejemplo, la región scFc heteromérica puede 
comprender un primer resto Fc glicosilado (p. ej., una región CH2 glicosilada) y un segundo resto Fc aglicosilado (p. 35 
ej., una región CH2 aglicosilada), en donde un enlazador se intercala entre los restos Fc glicosilados y aglicosilados. 
En otras realizaciones, la región Fc está completamente glicosilada, es decir, todos los restos Fc están glicosilados. 
En realizaciones adicionales, la región Fc puede estar aglicosilada, es decir, ninguno de los restos Fc está 
glicosilado. 

En ciertas realizaciones, un resto Fc empleado en un polipéptido de la invención se altera, p. ej., mediante mutación 40 
de aminoácido (p. ej., adición, eliminación o sustitución). Según se usa en la presente memoria, el término "resto Fc 
variante" se refiere a un resto Fc que tiene al menos una sustitución de aminoácido en comparación 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 mutación de aminoácido (p. ej., sustitución) en comparación con un aminoácido 
natural en la posición correspondiente de la región Fc de IgG1 humana. 45 

La(s) sustitución(es) de aminoácido de una variante Fc se puede ubicar en una posición dentro del resto Fc a la que 
se hace referencia como correspondiente al número de posición que se le daría a dicho residuo en una región Fc en 
un anticuerpo (según se establece usando la convención de numeración UE). Un experto en la técnica puede 
generar sin inconvenientes alineaciones para determinar cuál sería el número UE correspondiente a una posición en 
un resto Fc. 50 

En una realización, la variante Fc comprende una sustitución en una posición de aminoácido ubicada en un dominio 
bisagra o porción de este. En otra realización, la variante Fc comprende una sustitución en una posición de 
aminoácido ubicada en un dominio CH2 o porción de este. En otra realización, la variante Fc comprende una 
sustitución en una posición de aminoácido ubicada en un dominio CH3 o porción de este. En otra realización, la 
variante Fc comprende una sustitución en una posición de aminoácido ubicada en un dominio CH4 o porción de este. 55 

En ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invención comprenden una variante Fc que comprende más de una 
sustitución de aminoácido. Los polipéptidos de la invención pueden comprender, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 
o más sustituciones de aminoácidos. Preferiblemente, las sustituciones de aminoácidos están ubicadas 
espacialmente entre sí con un intervalo de al menos 1 posición de aminoácido o más, por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 
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5, 6, 7, 8, 9 o 10 posiciones de aminoácido o más. Más preferiblemente, los aminoácidos manipulados están 
ubicados espacialmente separados entre sí mediante un intervalo de al menos 5, 10, 15, 20 realizaciones, los 
polipéptidos de la invención comprenden una variante Fc que comprende más de una sustitución de aminoácido. 
Los polipéptidos de la invención pueden comprender, por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o más sustituciones de 
aminoácidos. Preferiblemente, las sustituciones de aminoácidos están ubicadas espacialmente entre sí con un 5 
intervalo de al menos 1 posición de aminoácido o más, por ejemplo, al menos 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10 posiciones de 
aminoácido o más. Más preferiblemente, los aminoácidos manipulados están ubicados espacialmente separados 
entre sí mediante un intervalo de al menos 5, 10, 15, 20 o 25 posiciones de aminoácidos o más. 

En ciertas realizaciones, la variante Fc confiere un cambio en al menos una función efectora impartida por una 
región Fc que comprende dicho dominio Fc natural (p. ej., una mejora o reducción en la capacidad de la región Fc 10 
para unirse a receptores Fc (p. ej. FcγRI, FcγRII, o FcγRIII) o proteínas de complemento (p. ej., 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 cisteína manipulado 

Los polipéptidos de la invención pueden emplear variantes Fc reconocidas en la técnica que se conocen por impartir 
un cambio (p. ej., una mejora o reducción) en la función efectora y/o la unión a FcR o FcRn. Específicamente, una 15 
molécula de unión de la invención puede incluir, por ejemplo, un cambio (p. ej., una sustitución) en una o más 
posiciones de aminoácidos divulgadas en las Publicaciones PCT Internacionales WO88/07089A1, WO96/14339A1, 
WO98/05787A1, WO98/23289A1, WO99/51642A1, WO99/58572A1, WO00/09560A2, WO00/32767A1, 
WO00/42072A2, WO02/44215A2, WO02/060919A2, WO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, 
WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2, WO05/040217A2, WO04/044859, 20 
WO05/070963A1, WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2, y 
WO06/085967A2; las publicaciones de patentes estadounidenses núms. 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. 25 

En una realización, el cambio específico (p. ej., la sustitución específica de uno o más aminoácidos descrita en la 
técnica) se puede hacer en una o más de las posiciones de aminoácidos descritas. En otra realización, se puede 
hacer un cambio diferente en una o más de las posiciones de aminoácidos descritas (p. ej., la sustitución diferente 
de una o más posiciones de aminoácidos descritas en la técnica). 

En ciertas realizaciones, un polipéptido de la invención comprende una sustitución de aminoácido en un resto Fc que 30 
altera las funciones efectoras independientes del antígeno del anticuerpo, en particular la semivida en circulación del 
anticuerpo. 

Dichos polipéptidos exhiben unión 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 más extensas, y 35 
dichas moléculas tienen aplicaciones útiles en métodos para tratar mamíferos donde se desea la semivida extensa 
del polipéptido administrado, p. ej., para tratar una enfermedad o trastorno crónico (véase, p. ej., las patentes 
estadounidenses 7.348.004, 7.404.956 y 7.862.820). En cambio, se espera que las variantes Fc con afinidad de 
unión a FcRn reducida tengan semividas más cortas, y dichas moléculas son también útiles, por ejemplo, para la 
administración a un mamífero donde un tiempo de circulación reducido puede ser ventajoso, p. ej., para la 40 
generación de imágenes de diagnóstico in vivo o en situaciones donde el polipéptido de partida tiene efectos 
secundarios tóxicos cuando está presente en la circulación durante períodos prolongados. Las variantes Fc con 
afinidad de unión por FcRn reducida tienen también menos probabilidad de cruzar la placenta y, por lo tanto, son 
también útiles en el tratamiento de enfermedades o transtorno en mujeres embarazadas. Además, otras aplicaciones 
en las que la afinidad de unión a FcRn reducida puede desearse incluyen aquellas aplicaciones en las que se desea 45 
la localización en el cerebro, riñón e/o hígado. En una realización ilustrativa, los polipéptidos de la invención exhiben 
transporte reducido a través del epitelio de glomérulos renales desde la vasculatura. En otra realización, los 
polipéptidos de la invención exhiben transporte reducido a través de la barrera hematoencefálica (BBB, por sus 
siglas en inglés) desde el cerebro hacia el espacio vascular. En una realización, un polipéptido con unión a FcRn 
alterada comprende al menos un resto Fc (p. ej., uno o dos restos Fc) que tiene una o más sustituciones de 50 
aminoácidos dentro del "bucle de unión a FcRn" de un resto Fc. El bucle de unión a FcRn está comprendido por los 
residuos aminoacídicos 280-299 (según la numeración UE) de un resto Fc de longitud completa natural. En otras 
realizaciones, un polipéptido de la invención que tiene afinidad de unión a FcRn alterada comprende al menos un 
resto Fc (p. ej., uno o dos restos Fc) que tiene una o más sustituciones de aminoácidos dentro de la "zona de 
contacto" con FcRn de 15 Å. Según se usa en la presente memoria, el término "zona de contacto" con FcRn de 15 Å 55 
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 (numeración UE). En realizaciones 
preferidas, un polipéptido de la invención que tiene afinidad de unión a FcRn alterada comprende al menos un resto 
Fc (p. ej., uno o dos restos Fc) que tiene una o más sustituciones de aminoácidos en una posición de aminoácido 
correspondiente a una cualquiera de las siguientes posiciones UE: 256, 277-281, 283-288, 303-309, 313, 338, 342, 60 
376, 381, 384, 385, 387, 434 (p. ej., N434A o N434K) y 438. Las sustituciones de aminoácidos ilustrativas que 
alteraron la actividad de unión a FcRn se describen en la Publicación PCT Internacional n.° WO05/047327. 
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Un polipéptido de la invención también puede comprender una sustitución de aminoácido reconocida en la técnica 
que altera la glicosilación del polipéptido. Por ejemplo, la región scFc del polipéptido de unión puede comprender un 
resto Fc que tiene una mutación que conduce a glicosilación reducida (p. ej., glicosilación enlazada a N u O) o puede 
comprender una glicoforma alterada del resto Fc natural (p. ej., un glicano con bajo contenido de fucosa o sin 
fucosa). 5 

En otras realizaciones, un polipéptido de la invención comprende al menos un resto Fc que tiene un residuo cisteína 
manipulado o análogo de esto que está ubicado en la superficie expuesta a disolvente. Preferiblemente, el residuo 
cisteína manipulado o análogo de esto no interfiere con una función efectora conferida por la región scFc. Más 
preferiblemente, la alteración no interfiere con la capacidad de la región scFc de unirse a receptores Fc (p. ej., FcγRI, 
FcγRII o FcγRIII) o proteínas de complemento (p. ej., C1q), o de desencadenar una función efectora inmunitaria (p. 10 
ej., citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis o citotoxicidad dependiente de complemento 
(CDCC)). 

En una realización, un polipéptido no procesado de la invención puede comprender una región Fc genéticamente 
fusionada (es decir, región scFc) que tiene dos o más de sus restos Fc constituyentes seleccionados 
independientemente de los restos Fc descritos en la presente memoria. En una realización, los restos Fc de una 15 
región Fc dimérica son iguales. En otra realización, al menos dos de los restos Fc son diferentes. Por ejemplo, los 
restos Fc de los polipéptidos de la invención comprenden la misma cantidad de residuos aminoacídicos o pueden 
diferir en longitud en uno o más residuos aminoacídicos (p. ej., en aproximadamente 5 residuos aminoacídicos (p. ej., 
1, 2, 3, 4 o 5 residuos aminoacídicos), aproximadamente 10 residuos, aproximadamente 15 residuos, 
aproximadamente 20 residuos, aproximadamente 30 residuos, aproximadamente 40 residuos o aproximadamente 20 
50 residuos). En aún otras realizaciones, los restos Fc de los polipéptidos de la invención pueden diferir en 
secuencia en una o más posiciones de aminoácidos. Por ejemplo, al menos dos de los restos Fc pueden diferir en 
aproximadamente 5 posiciones de aminoácidos (p. ej., 1, 2, 3, 4 o 5 posiciones de aminoácidos), aproximadamente 
10 posiciones, aproximadamente 15 posiciones, aproximadamente 20 posiciones, aproximadamente 30 posiciones, 
aproximadamente 40 posiciones o aproximadamente 50 posiciones). 25 

B. Enlazadores polipeptídicos 

Las construcciones genéticas de la presente invención codifican polipéptidos que comprenden dos o más dominios o 
restos Fc enlazados a través de un enlazador cscFc para formar una región Fc comprendida en una cadena 
polipeptídica simple. El enlazador cscFc está flanqueado por dos sitios de escisión enzimática, p. ej., sitios para el 
procesamiento mediante una enzima intracelular. La escisión del polipéptido en el al menos un sitio de escisión 30 
enzimática resulta en un polipéptido que comprende al menos dos cadenas polipeptídicas. 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 
polipeptídica lineal, se trata de un enlace "directo". En cambio, los enlazadores cscFc pueden enlazar el primer resto 
Fc con un resto de unión que, a su vez, se enlaza con el segundo resto Fc y forma, de esta manera, un enlace 35 
indirecto. 

Según se estableció anteriormente, se pueden usar opcionalmente otros enlazadores polipeptídicos en una 
construcción de la invención, p. ej., para conectar un resto biológicamente activo con un resto Fc. Estos enlazadores 
polipeptídicos se denominan en la presente espaciadores. Algunas ubicaciones ilustrativas de espaciadores que se 
pueden usar en conexión con la invención incluyen, p. ej., polipéptidos que comprenden aminoácidos GlySer tales 40 
como los establecidos en las figuras adjuntas y descritos en más detalle a continuación. 

En una realización, el enlazador polipeptídico es sintético, es decir, de origen no natural. En una realización, un 
enlazador polipeptídico incluye péptidos (o polipéptidos) (que pueden ser o no de origen natural) que comprenden 
una secuencia de aminoácidos que enlaza o fusiona genéticamente una primera secuencia de aminoácidos lineal 
con una segunda secuencia de aminoácidos lineal con la cuales no está naturalmente enlazada ni fusionada 45 
genéticamente en la naturaleza. Por ejemplo, en una realización, el enlazador polipeptídico puede comprender 
polipéptidos de origen no natural que son formas modificadas de polipéptidos de origen natural (p. ej., que 
comprenden una mutación tal como una adición, sustitución o eliminación). En otra realización, el enlazador 
polipeptídico puede comprender aminoácidos de origen no natural. En otra realización, el enlazador polipeptídico 
puede comprender aminoácidos de origen natural que están en una secuencia lineal que no se encuentra en la 50 
naturaleza. En aún otra realización, el enlazador polipeptídico puede comprender una secuencia polipeptídica de 
origen natural. 

En ciertas realizaciones, un enlazador polipeptídico se puede usar para fusionar restos Fc idénticos para formar, de 
esta manera una región scFc homomérica. En otras realizaciones, un enlazador polipeptídico 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 55 
región scFc heteromérica. 

En otra realización, un enlazador polipeptídico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. En una realización, un 
enlazador cscFc comprende al menos una porción de una bisagra de inmunoglobulina y un enlazador gly-ser. Según 
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 aminoácidos de la fórmula (Gly4Ser)n 
(SEQ ID NO: 4), en donde es un número entero positivo (p. ej., 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 o 10). Un enlazador gly/ser 
preferido es (Gly4Ser)2(SEQ ID NO:29), (Gly4Ser)4(SEQ ID NO:6) o (Gly4Ser)6. (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 polipeptídico (p. ej., cualquiera de las secuencias del enlazador 5 
polipeptídico descritas en la presente memoria). En otras realizaciones, un enlazador gly-ser se acopla en uno o 
ambos extremos de otra secuencia del enlazador polipeptídico (p. ej., cualquiera de las secuencias del enlazador 
polipeptídico descritas en la presente memoria). En aún otras realizaciones, dos o más enlazador gly-ser se 
incorporan en serie en un enlazador polipeptídico. En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención 
comprende al menos una porción de una región bisagra superior (p. ej., derivada de una molécula IgG1, IgG2, IgG3 10 
o IgG4), al menos una porción de una región bisagra media (p. ej., derivada de una molécula IgG1, IgG2, IgG3 o 
IgG4) y una serie de residuos aminoacídicos gly/ser (p. ej., un enlazador gly/ser tal como (Gly4Ser)n) (SEQ ID NO:4)). 

Los enlazadores polipeptídicos de la invención tienen al menos un aminoácido de longitud y pueden tener longitudes 
variables. En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene de aproximadamente 1 a 
aproximadamente 50 aminoácidos de longitud. Según se usa en este contexto, el término "aproximadamente" indica 15 
+/- dos residuos aminoacídicos. Dado que la longitud del enlazador debe ser un número entero positivo, la longitud 
de aproximadamente 1 a aproximadamente 50 aminoácidos de longitud, significa una longitud de 1-3 a 48-52 
aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene de aproximadamente 
10-20 aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene de 
aproximadamente 15 a aproximadamente 50 aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador 20 
polipeptídico de la invención tiene de aproximadamente 20 a aproximadamente 45 aminoácidos de longitud. En otra 
realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 o 
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 aminoácidos de longitud. En otra realización, un enlazador 
polipeptídico de la invención 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 aminoácidos de longitud. 25 

En una realización, un enlazador polipeptídico de la invención tiene 20 o 30 aminoácidos de longitud. 

Los enlazadores polipeptídicos se pueden introducir en secuencias polipeptídicas usando técnicas conocidas en la 
técnica. Las modificaciones se pueden confirmar mediante análisis de secuencia de ADN. 

El ADN plasmídico se puede usar para transformar células hospedantes para la producción estable de los 
polipéptidos producidos. 30 

C. Sitios de escisión enzimática 

En una instancia, uno o más sitio(s) de escisión enzimática flanquea(n), es decir, está(n) adyacente a (antes o 
después de) un enlazador cscFc (L) de un polipéptido no procesado de la descripción que forma(n) un enlazador 
scFc escindible. En una realización de una construcción que codifica un polipéptido de la invención, un sitio de 
escisión se fusiona en ambos extremos de un enlazador cscFc (L). Por ejemplo, en una realización, el polipéptido se 35 
representa mediante la fórmula: 

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

en secuencia lineal desde el extremo amínico al carboxílico en donde A es un resto biológicamente activo, F1 es un 
primer resto o dominio Fc, P1 es un sitio de escisión enzimática, L es un enlazador cscFc, P2 es un sitio de escisión 
enzimática, B es un resto biológicamente activo, F2 es un segundo resto o dominio Fc y "-" representa una unión 40 
peptídica. La fórmula (I) comprende al menos un A o B y opcionalmente ambos. A y B, si ambos están presentes, 
pueden ser iguales o diferentes. La fórmula (I) comprende P1 y P2, P1 y P2 pueden ser iguales o diferentes. La 
fórmula (I) comprende al menos un F1 y F2. F1 y F2, si ambos están presentes, pueden ser iguales o diferentes. En 
una realización, P1 y P2 están ambos presentes y son reconocidos por la misma o por enzimas diferentes. 

En una realización, uno o ambos sitios de escisión enzimática son un sitio de procesamiento intracelular reconocido 45 
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 escisión ilustrativos para esta familia de enzimas incluyen una secuencia de 
aminoácidos que comprende el motivo Arg-Xaa-Lys/Arg-Arg(SEQ ID NO:34). Se conocen otros sitios de escisión en 
la técnica. 

En otra realización, un sitio de escisión por Factor XIa o Xa se puede incorporar en una construcción de la invención. 50 
Los sitios de escisión por FXIa ilustrativos incluyen, p. ej., TQSFNDFTR y SVSQTSKLTR. Los sitios de escisión 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. ej., cuando P1 está presente). En una realización, un 
enlazador scFc se escinde en dos sitios (p. ej., cuando P1 y P2 están presentes). En una realización, alguna porción 55 
del enlazador puede permanecer después de la escisión en el al menos un sitio de escisión enzimática. Para 
minimizar la presencia de secuencias de aminoácidos extrañas, se pueden incluir dos sitios de escisión en un 
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polipéptido de la invención. En algunas realizaciones, todo o sustancialmente todo el enlazador se extirpa, mientras 
que, en algunas realizaciones, una porción del sitio de escisión puede permanecer, p. ej., cuatro argininas del sitio 
de escisión RRRR. 

D. Restos biológicamente activos 

Los polipéptidos de la invención comprenden al menos un resto biológicamente activo. Dicho resto puede ser 5 
biológicamente activo como una cadena simple, o puede necesitar la asociación con otra cadena polipeptídica (p. ej., 
mediante dimerización), o puede necesitar escindirse enzimáticamente para impartir actividad biológica. 

Los polipéptidos de la invención pueden comprender solo un resto biológicamente activo (que crea una molécula 
que es monovalente con respecto al resto biológicamente activo, pero que es multimérica (p. ej., dimérica) con 
respecto a la cantidad de cadenas polipeptídicas presente después del procesamiento o escisión). Los ejemplos de 10 
dichas moléculas se muestran en el documento US 7404956. 

En una realización, un resto biológicamente activo está enlazado funcionalmente (p. ej., a través de un enlazador 
polipeptídico) o directamente mediante una unión peptídica con el extremo C y/o el extremo N de un resto Fc. En 
ciertas realizaciones, los polipéptidos de la invención pueden comprender dos o más restos biológicamente activos. 
En una realización, los restos biológicamente activos son idénticos. En otra realización, los restos biológicamente 15 
activos son diferentes o son cada uno subunidades o cadenas separadas de una molécula funcional. 

En ciertos aspectos, un polipéptido de la invención comprende más de un resto biológicamente activa y es 
multivalente, es decir, tiene al menos un resto biológicamente activo que tiene una primera actividad biológica y al 
menos un segundo resto biológicamente activo que tiene una segunda actividad biológica. En ciertas realizaciones, 
al menos un resto biológicamente activo de la invención es una región de unión a antígeno de un anticuerpo o un 20 
fragmento de unión a antígeno de este (p. ej., un anticuerpo o fragmento de unión a antígeno descrito supra). 

En otras realizaciones, dos o más restos biológicamente activos iguales o diferentes están enlazados entre sí (p. ej., 
a través de un enlazador polipeptídico) en serie, y la matriz en tándem de restos biológicamente activos está 
enlazada funcionalmente (p. ej., conjugada químicamente o fusionada genéticamente (p. ej., directamente o a través 
de un enlazador polipeptídico)) con el extremo C o el extremo N de una región Fc simple genéticamente fusionada 25 
(es decir, una región scFc simple) o una matriz en tándem de regiones Fc genéticamente fusionadas (es decir, 
regiones scFc en tándem). En otras realizaciones, la matriz en tándem de restos biológicamente activos está 
enlazada funcionalmente con el extremo C y el extremo N de una región Fc simple genéticamente fusionada o una 
matriz en tándem de regiones Fc genéticamente fusionadas. 

En una realización, un polipéptido de la invención comprende al menos uno de un resto biológicamente activo que 30 
es un sitio de unión a antígeno (p. ej., un sitio de unión a antígeno de un anticuerpo, variante de anticuerpo o 
fragmento de anticuerpo), una porción de unión a receptor de un ligando, o una porción de unión a ligando de un 
receptor. 

En una realización, el resto biológicamente activo modula la activación o inhibición celular (p. ej., al unirse a un 
receptor de superficie celular y resultar en la transmisión de una señal de activación o inhibición). En una realización, 35 
el resto biológicamente activo es capaz de iniciar la transducción de una señal que resulta en la muerte de la célula 
(p. ej., mediante una vía inducida por señal celular, mediante fijación de complemento o exposición a un carga eficaz 
(p. ej., una carga eficaz tóxica) presente en la molécula de unión), o que modula una enfermedad o trastorno en un 
sujeto (p. ej., al mediar o promover la destrucción celular, al promover la lisis de un coágulo de fibrina o promover la 
formación del coágulo, o al modular la cantidad de una sustancia que está biodisponible (p. ej., al potenciar o reducir 40 
la cantidad de un ligando tal como TNFα en el sujeto)). En otra realización, los polipéptidos de la invención tienen al 
menos un sitio de unión específico para un antígeno dirigido a la reducción o eliminación, p. ej., un antígeno de 
superficie celular o un antígeno soluble, junto con al menos una región Fc genéticamente fusionada (es decir, una 
región scFc). 

En otra realización, la unión de un resto biológicamente activo de la invención con una molécula diana (p. ej., 45 
antígeno) resulta en la reducción o eliminación de la molécula diana o una célula que expresa la molécula diana, p. 
ej., desde un tejido o desde la circulación. En otra realización, el resto biológicamente activo tiene al menos un sitio 
de unión específico para una molécula diana que se puede usar para detectar la presencia de la molécula diana (p. 
ej., para detectar un contaminante o diagnosticar una afección o trastorno). Los restos biológicamente activos se 
describen adicionalmente más adelante. 50 

i Porciones de unión a antígeno 

En ciertas realizaciones, un polipéptido de la invención comprende al menos un resto biológicamente activo que es 
un sitio de unión, p. ej., una porción de unión a antígeno de un anticuerpo. 

En otras realizaciones, un sitio de unión de un polipéptido de la invención puede comprender una porción de unión a 
antígeno de un anticuerpo. El término "porción de unión a antígeno" se refiere a un fragmento polipeptídico de una 55 
inmunoglobulina, anticuerpo o variante de anticuerpo que se une al antígeno o compite con el anticuerpo intacto (es 
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decir, con el anticuerpo intacto del cual deriva) por la unión al antígeno (es decir, unión específica). Por ejemplo, 
dichas porciones de unión a antígeno se pueden derivar de cualesquiera de los anticuerpos o variantes de 
anticuerpo conocidas en la técnica. Las porciones de unión a antígeno se pueden producir mediante métodos 
recombinantes o bioquímicos que se conocen en la técnica. Los fragmentos de unión a antígeno ilustrativos incluyen 
regiones VH y VL, Fv, Fab, Fab', y (Fab')2. 5 

En realizaciones ilustrativas, una construcción genética que codifica un polipéptido de la invención comprende una 
secuencia nucleotídica que codifica al menos un fragmento de unión a antígeno que está enlazado funcionalmente 
(p. ej., conjugado químicamente o fusionado genéticamente (p. ej., directamente fusionado o fusionado a través de 
un enlazador polipeptídico)) con el extremo C y/o el extremo N de una región Fc genéticamente fusionada (es decir, 
una región scFc). En una realización ilustrativa, un polipéptido inmaduro de la invención comprende un fragmento de 10 
unión a antígeno (p. ej., un Fab) que está enlazado funcionalmente con el extremo N (o extremo C) de al menos una 
región Fc fusionada genéticamente a través de un dominio bisagra o porción de este (p. ej., una bisagra IgG1 o 
porción de esta, p. ej., una bisagra IgG1 humana). Una porción de dominio bisagra ilustrativa comprende la 
secuencia DKTHTCPPCPAPELLGG(SEQ ID NO: 28). 

En otras realizaciones, un resto biológicamente activo de la invención puede comprender un sitio de unión de una 15 
molécula de unión de cadena simple (p. ej., una región variable de cadena simple o scFv). Las técnicas descritas 
para la producción 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 región Fv a través de un puente de aminoácidos, 20 
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 región variable de cadena simple comprenden un polipéptido simple que tiene uno o más sitios 
de unión a antígeno, p. ej., un dominio VL enlazado mediante un enlazador flexible a un dominio VH. Los dominios VL 
y/o VH pueden derivar de cualesquiera de los anticuerpos o variantes de anticuerpo descritos supra. Las moléculas 25 
scFv se pueden construir en un sentido VH-enlazador-VL o en un sentido VL-enlazador-VH. El enlazador flexible que 
enlaza los dominios VL y VH que componen el sitio de unión a antígeno preferiblemente comprende de 
aproximadamente 10 a aproximadamente 50 residuos aminoacídicos. En una realización, el enlazador polipeptídico 
es un enlazador polipeptídico gly-ser. Un enlazador polipeptídico gly/ser ilustrativo tiene la fórmula (Gly4Ser)n, en 
donde n es un número entero positivo (p. ej., 1, 2, 3, 4, 5 o 6). Se conocen otros enlazadores polipeptídicos en la 30 
técnica. Los anticuerpos que tienen secuencias de región variable de cadena simple (p. ej., 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 invención es una molécula scFv 35 
estabilizada. En una realización, la molécula cFv estabilizada puede comprender un enlazador scFv intercalado 
entre un dominio VH y un dominio VL, en donde los dominios VH y VL están enlazados mediante una unión disulfuro 
entre un aminoácido en el VH y un aminoácido en el dominio VL. En otras realizaciones, la molécula scFv 
estabilizada puede comprender un enlazador scFv que tiene una longitud o composición optimizada. En aún otras 
realizaciones, la molécula scFv estabilizada puede comprender un dominio VH o VL que tiene al menos una(s) 40 
sustitución(es) de aminoácidos estabilizante(s). En aún otra realización, una molécula scFv estabilizada puede tener 
al menos dos de las características 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 invención mejoran la 
estabilidad térmica de un polipéptido de la invención en al menos aproximadamente 2 °C o 3 °C en comparación con 45 
un polipéptido convencional. Se pueden hacer comparaciones, por ejemplo, entre las moléculas scFv de la invención. 
En ciertas realizaciones preferidas, la molécula scFv estabilizada comprende un enlazador scFv (Gly4Ser)4 y una 
unión disulfuro que enlaza el aminoácido 44 de VH y el aminoácido 100 de VL. Otras moléculas scFv estabilizadas 
ilustrativas que se pueden emplear en los polipéptidos de la invención 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 50 
estadounidense n.° 11/725.970, presentada el 19 de marzo de 2007. 

En ciertas realizaciones ilustrativas, los polipéptidos de la invención comprenden al menos una molécula scFv que 
está funcionalmente enlazada (p. ej., químicamente conjugada o genéticamente fusionada (p. ej., directamente 
fusionada o fusionada a través de un enlazador polipeptídico) con el extremo C y/o el extremo N de una región Fc 
genéticamente fusionada (es decir, una región scFc). En una realización ilustrativa, un polipéptido de la invención 55 
comprende al menos una molécula scFv (p. ej., una o más moléculas scFv estabilizadas) que están enlazadas 
funcionalmente con el extremo N (o el extremo C) de al menos una región Fc genéticamente fusionada a través de 
un enlazador gly/ser. 
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Los polipéptidos de la invención pueden comprender una región variable o porción de esta (p. ej., 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 biología molecular estándares. 

Los expertos en la técnica también apreciarán 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 5 
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. ej., 
Marks et al. (1992), Bio/Technology 10:779-783) han descrito la producción de anticuerpos humanos con alta 
afinidad mediante transposición de cadena, así como infección combinatoria y recombinación in vivo como una 10 
estrategia para construir grandes bibliotecas de fagos. En otra realización, se puede usar la visualización ribosómica 
para reemplazar al bacteriófago como la plataforma de visualización (véase, p. ej., 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). 15 

Además, las secuencias de región variable útiles para producir los restos biológicamente activos de la presente 
invención se pueden obtener de varias fuentes diferentes. Por ejemplo, según se describió anteriormente, una 
variedad de secuencias génicas humanas está disponible en forma de depósitos de acceso al público. Muchas 
secuencias de anticuerpos y genes que codifican anticuerpos se han publicado y se pueden sintetizar químicamente 
secuencias de región variable adecuadas (p. ej., secuencias VL y VH) a partir de estas secuencias usando técnicas 20 
reconocidas en la técnica. 

Además, un resto biológicamente activo de la invención 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 unión para su uso en las moléculas de la 25 
invención se conocen en la técnica. Por ejemplo, los anticuerpos aprobados actualmente por la FDA (Administración 
de alimentos y fármacos estadounidense) se pueden usar para derivar sitios de unión. 

En una realización, un polipéptido de la invención se une a una molécula que es útil para tratar el cáncer. 

En aún otras realizaciones, un resto biológicamente activo de la invención se une a una molécula que es útil para 
tratar una enfermedad o trastorno autoinmunitario o inflamatorio. 30 

Por ejemplo, un polipéptido puede unirse a un antígeno presente en una célula inmunitaria (p. ej., un linfocito B o T) 
o un autoantígeno responsable de una enfermedad o trastorno autoinmunitario. El antígeno asociado con un 
trastorno autoinmunitario o inflamatorio puede ser un antígeno asociado a un tumor descrito supra. Por lo tanto, un 
antígeno asociado a un tumor también puede ser un trastorno autoinmunitario o inflamatorio asociado. Según se usa 
en la presente memoria, el término "enfermedad o trastorno autoinmunitario" se refiere a trastornos o afecciones en 35 
un sujeto en donde el sistema inmunitario ataca a las propias células del cuerpo, provocando la destrucción del 
tejido. Las enfermedades autoinmunitarias incluyen enfermedades autoinmunitarias generales, es decir, en las que 
la reacción autoinmunitaria se produce simultáneamente en varios tejidos, o enfermedades autoinmunitarias 
específicas de un órgano, es decir, en las que la reacción autoinmunitaria se dirige a un único órgano. Los ejemplos 
de enfermedades autoinmunitarias que se pueden diagnosticar, prevenir o tratar mediante los métodos y 40 
composiciones de la presente invención 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; 
síndrome de Goodpasture; enfermedad de Grave; tiroiditis de Hashimoto; pénfigo vulgar; miastenia grave; 
esclerodermia; anemia hemolítica autoinmunitaria; púrpura trombocitopénica autoinmunitaria; polimiositis y 
dermatomiositis; anemia perniciosa; síndrome de Sjögren; espondilitis anquilosante; vasculitis; diabetes mellitus tipo 45 
I; trastornos neurológicos, esclerosis múltiple y enfermedades secundarias causadas como resultado de 
enfermedades autoinmunitarias. 

En otras realizaciones, un resto biológicamente activo de la invención que se une a una molécula diana asociada 
con una enfermedad o trastorno inflamatorio. Según 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 50 
la inflamación, p. ej., flujo sanguíneo aumentado, edema, activación de células inmunitarias (p. ej., proliferación, 
producción de citocina o fagocitosis potenciada). Por ejemplo, un polipéptido de la invención puede unirse a un 
factor inflamatorio (p. ej., una metaloproteinasa de matriz (MMP, por sus siglas en inglés), TNFα, una interleucina, 
una proteína plasmática, una citocina, un metabolito lipídico, una proteasa, un radical tóxico, una proteína 
mitocondrial, una proteína apoptótica, una molécula de adhesión, etc.) que participa o está presente en un área en 55 
cantidades aberrantes, p. ej., en cantidades que puede ser ventajoso alterar, p. ej., para beneficiar al sujeto. El 
proceso inflamatorio es la respuesta del tejido vivo al daño. La causa de la inflamación puede deberse a daño físico, 
sustancias químicas, microorganismos, necrosis de tejido, cáncer u otros agentes. La inflamación aguda es de corta 
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duración, p. ej., dura apenas pocos días. Sin embargo, si es de larga duración, puede denominarse inflamación 
crónica. 

Los trastornos inflamatorios incluyen trastornos inflamatorios agudos, trastornos inflamatorios crónicos y trastornos 
inflamatorios recurrentes. Los trastornos inflamatorios agudos son generalmente de duración relativamente corta, y 
duran de aproximadamente unos pocos minutos a aproximadamente uno a dos días, aunque pueden durar varias 5 
semanas. Las principales características de los trastornos inflamatorios agudos incluyen el flujo sanguíneo 
aumentado, la exudación de fluido y proteínas plasmáticas (edema) y la emigración de leucocitos, tales como 
neutrófilos. Los trastornos inflamatorios crónicos, generalmente, son de larga duración, p. ej., semanas a meses a 
años o incluso más y se asocian histológicamente con la presencia de linfocitos y macrófagos y con la proliferación 
de vasos sanguíneos y tejido conjuntivo. Los trastornos inflamatorios recurrentes incluyen trastornos que vuelven a 10 
aparecer después de un período de tiempo o que tienen episodios periódicos. Los ejemplos de trastornos 
inflamatorios recurrentes incluyen asma y esclerosis múltiple. Algunos trastornos pueden entrar dentro de una o más 
categorías. Los trastornos inflamatorios están caracterizados generalmente por calor, enrojecimiento, hinchazón, 
dolor y pérdida de función. Los ejemplos de causas de trastornos inflamatorios incluyen, pero no se limitan a, 
infecciones microbianas (p. ej., infecciones bacterianas, víricas y fúngicas), agentes físicos (p. ej., quemaduras, 15 
radiación y traumatismo), agentes químicos (p. ej., toxinas y sustancias cáusticas), necrosis de tejido y diversos tipos 
de reacciones inmunológicas. Los ejemplos de trastornos inflamatorios incluyen, pero no se limitan a, osteoartritis, 
artritis reumatoide, infecciones agudas y crónicas (bacterianas, víricas y fúngicas); bronquitis aguda y crónica, 
sinusitis, y otras infecciones respiratorias, incluido el resfriado común; gastroenteritis y colitis aguda y crónica; cistitis 
y uretritis aguda y crónica; síndrome de dificultad respiratoria agudo; fibrosis quística; dermatitis aguda y crónica; 20 
conjuntivitis aguda y crónica; serositis aguda y crónica (pericarditis, peritonitis, sinovitis, pleuritis y tendinitis); 
pericarditis urémica; colecistis aguda y crónica; vaginitis aguada y crónica; uveítis aguda y crónica; reacciones a 
fármacos; y quemaduras (térmicas, químicas y eléctricas). 

En aún otras realizaciones, un resto biológicamente activo de la invención se une a una molécula que es útil para 
tratar una enfermedad o trastorno neurológico. Por ejemplo, un polipéptido puede unirse a un antígeno presente en 25 
una célula neural (p. ej., una neurona, una célula glial, o una). En ciertas realizaciones, el antígeno asociado con un 
trastorno neurológico puede ser un trastorno autoinmunitario o inflamatorio descrito supra. Según se usa en la 
presente memoria, el término "enfermedad o trastorno neurológico" incluye trastornos o afecciones en un sujeto en 
donde el sistema nervioso se degenera (p. ej., trastornos neurodegenerativos, así como trastornos donde el sistema 
nervioso no se desarrolla adecuadamente o no se regenera después de una lesión, p. ej., lesión de la médula 30 
espinal. Los ejemplos de trastornos neurológicos que se pueden diagnosticar, prevenir o tratar mediante los métodos 
y composiciones de la presente invención incluyen, pero no se limitan a, esclerosis múltiple, enfermedad de 
Huntington, enfermedad de Alzheimer, enfermedad de Parkinson, dolor neuropático, lesión cerebral traumática, 
síndrome de Guillain-Barre y polineuropatía desmielinizante inflamatoria crónica (CIDP, por sus siglas en inglés). 

En otros aspectos, los restos biológicamente activos de la invención pueden comprender sitios de unión a antígeno, 35 
o 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. ej., Jendreyko et al. 2003. J. Biol. Chem. 278:47813), proteínas de fusión (p. ej., proteínas de fusión de 
anticuerpo citocina, proteínas fusionadas con al menos una porción de un receptor Fc) y anticuerpos específicos. 
Otros anticuerpos modificados se describen, por ejemplo, en la patente estadounidense n.° 4.745.055; EP 256.654; 40 
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 45 
mencionadas en ellas. 

En otra realización, un resto biológicamente activo de la invención comprende un sitio o región de unión a antígeno 
que es un diacuerpo o un sitio de unión a antígeno 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 aminoacídicos corto (p. ej., menos de 10 y preferiblemente 1-5) que conecta ambos dominios 50 
variables, de manera que los dominios VL y VH en la misma cadena polipeptídica no puedan interactuar. En cambio, 
el dominio VL y VH de una cadena polipeptídica interactúa con el dominio VH y VL (respectivamente) en una segunda 
cadena polipeptídica (véase, por ejemplo, WO 02/02781). En una realización, un polipéptido inmaduro de la 
invención comprende un diacuerpo que está enlazado funcionalmente con el extremo N y/o el extremo C de al 
menos una región Fc fusionada genéticamente (es decir, una región scFc). 55 

En ciertas realizaciones, un resto biológicamente activo de la invención comprende una molécula de unión 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 60 
anticuerpos de dominio simple ilustrativos empleados en las moléculas de la invención incluyen, por ejemplo, el 
dominio variable de cadena pesada de camélido (aproximadamente 118 a 136 residuos aminoacídicos) según se 

E11738539
24-07-2019ES 2 739 503 T3

 



28 

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 tiburón 
(p. ej., Ig-NAR de tiburón). Los Ig-NAR de tiburón comprenden un homodímero de un dominio variable (V-NAR) y 
cinco dominios constantes similares a C (C-NAR), en donde la diversidad se concentra en una región CDR3 5 
alargada que varía de 5 a 23 residuos de longitud. En las especies de camélidos (p. ej., llamas), la región variable de 
cadena pesada, denominada VHH, forma el dominio de unión a antígeno completo. Las principales diferencias entre 
las regiones variables VHH de camélidos y las derivadas de anticuerpos convencionales (VH) incluyen (a) 
aminoácidos más hidrófobos en la superficie de contacto por cadena ligera de VH en comparación con la región 
correspondiente en VHH, (b) una CDR3 más larga en VHH, y (c) la aparición frecuente de una unión disulfuro entre 10 
CDR1 y CDR3 en VHH. Los métodos para producir moléculas de dominio simple se describen en las patentes 
estadounidenses núms. 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 realización, el resto biológicamente activo comprende una porción de unión a antígeno de un anticuerpo que 
se une a un miembro de la familia de receptores de TNF. Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos de varios 15 
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-I p55, TNF-R, TNFRI, TNFAR, TNF-R55, 
p55TNFR, p55R o TNFR60, n.° GI de GenBank 4507575; véase también US 5.395.760)), TNFRSF1B (CD120b, 
también conocido como p75, TNF-R, TNF-R-II, TNFR80, TNFR2,TNF-R75, TNFBR o p75TNFR; n.° GI de GenBank 
4507577), TNFRSF3 (receptor beta de linfotoxina (LTβR), también conocido como TNFR2-RP, CD18, TNFR-RP, 20 
TNFCR o TNF-R-III; núms. GI 4505038 y 20072212), TNFRSF4 (OX40, también conocido como ACT35, TXGP1L o 
antígeno CD134; núms. GI 4507579 y 8926702), TNFRSF5 (CD40, también conocido como p50 o Bp50; núms. GI 
4507581 y 23312371), TNFRSF6 (FAS, también conocido como FAS-R, DcR-2, DR2, CD95, APO-1 o APT1; núms. 
GI de GenBank 4507583, 23510421, 23510423, 23510425, 23510427, 23510429, 23510431 y 23510434)), 
TNFRSF6B (DcR3, DR3; núms. GI de GenBank 4507569, 23200021, 23200023, 23200025, 23200027, 23200029, 25 
23200031, 23200033, 23200035, 23200037 y 23200039), TNFRSF7 (CD27, también conocido como Tp55 o S152; 
n.° GI de GenBank 4507587), TNFRSF8 (CD30, también conocido como Ki-1 o D1S166E; núms. GI de GenBank 
4507589 y 23510437), TNFRSF9 (4-1-BB, también conocido como CD137 o ILA; núms. GI 5730095 y 728738), 
TNFRSF10A (TRAIL-R1, también conocido como DR4 o Apo2; n.° GI de GenBank 21361086), TNFRSF10B (TRAIL-
R2, también conocido como DR5, KILLER, TRICK2A o TRICKB; núms. GI de GenBank 22547116 y 22547119), 30 
TNFRSF10C (TRAIL-R3, también conocido como DcR1, LIT o TRID; n.° GI de GenBank 22547121), TNFRSF10D 
(TRAIL-R4, también conocido como DcR2 o TRUNDD), TNFRSF11A (RANK; n.° GI de GenBank 4507565; véanse 
las patentes estadounidenses núms. 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; núms. GI 38530116, 22547122 y 
33878056), TNFRSF12 (proteína de membrana de asociación con cadena de translocación (TRAMP), también 35 
conocida como DR3, WSL-1, LARD, WSL-LR, DDR3, TR3, APO-3, Fn14 o TWEAKR; n.° GI de GenBank 7706186; 
la publicación de solicitud de patente estadounidense n.° 2004/0033225A1), TNFRSF12L (DR3L), TNFRSF13B 
(TACI; n.° GI 6912694), TNFRSF13C (BAFFR; n.° GI 16445027), TNFRSF14 (mediador de ingreso del virus del 
herpes (HVEM), también conocido como ATAR, TR2, LIGHTR o HVEA; núms. GI de GenBank 23200041, 12803895, 
y 3878821), TNFRSF16 (receptor del factor de crecimiento nervioso de baja afinidad (LNGFR), también conocido 40 
como receptor de neurotrofina o p75(NTR); núms. GI de GenBank 128156 y 4505393), TNFRSF17 (BCM, también 
conocido como BCMA; n.° GI 23238192), TNFRSF18 (AITR, también conocido como GITR; núms. GI de GenBank 
4759246, 23238194 y 23238197), TNFRSF19 (Troy/Trade, también conocido como TAJ; núms. GI de GenBank 
23238202 y 23238204), TNFRSF20 (RELT, también conocido como FLJ14993; núms. GI 21361873 y 23238200), 
TNFRSF21 (DR6), TNFRSF22 (SOBa, también conocido como Tnfrh2 o 2810028K06Rik), y TNFRSF23 (mSOB, 45 
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, EDA3, EDA1R, EDA-A1R; n.° GI de GenBank 11641231; 
la patente estadounidense n.° 6.355.782), XEDAR (también conocido como EDA-A2R; n.° GI de GenBank 
11140823); y CD39 (núms. de GI 2135580 y 765256). 

ii. Moléculas de unión distintas de inmunoglobulina 50 

En ciertas realizaciones distintas, un resto biológicamente activo de la invención comprende uno o más sitios de 
unión derivados de una molécula de unión distinta de inmunoglobulina. Según se usa en la presente memoria, el 
término "moléculas de unión distintas de inmunoglobulina" son moléculas de unión cuyos sitios de unión 
comprenden una porción (p. ej., un cóntigo o marco) que deriva de un polipéptido distinto de una inmunoglobulina, 
pero que se puede manipular (p. ej., mutagenizar) para conferir una especificidad de unión deseada. 55 

Otros ejemplos de restos biológicamente activos no derivados de moléculas de anticuerpo incluyen sitios de unión 
de receptor y sitios de unión de ligando que se describen en más detalle infra. 

Los restos biológicamente activos distintos de inmunoglobulina pueden comprender porciones de sitio de unión que 
derivan de un miembro de la superfamilia de inmunoglobulinas que no es una inmunoglobulina (p. ej., un receptor de 
linfocito T o una proteína de adhesión celular (p. ej., CTLA-4, N-CAM, telocina)). Dichas moléculas de unión 60 
comprenden una porción de sitio de unión que conserva la conformación de un pliegue de inmunoglobulina y es 
capaz de unirse específicamente a un epítopo de IGF1-R. En otras realizaciones, las moléculas de unión distintas de 
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inmunoglobulina de la invención también comprenden un sitio de unión con una topología de proteína que no se 
base en el pliegue de inmunoglobulina (p. ej., tal como las proteínas de repetición de anquirina o fibronectinas), pero 
que sin embargo son capaces de unirse específicamente a una diana (p. ej., un epítopo de IGF-1R). 

Los restos biológicamente activos distintos de inmunoglobulina se pueden identificar mediante selección o 
aislamiento de una variante de unión a diana a partir de una biblioteca de moléculas de unión que tienen sitios de 5 
unión diversificados artificialmente. Las bibliotecas diversificadas se pueden generar usando estrategias 
completamente aleatorias (p. ej., PCR propensa a errores, transposición de exones o evolución dirigida) o mediante 
el auxilio de estrategias de diseño reconocidas en la técnica. Por ejemplo, las posiciones de aminoácidos que 
normalmente participan cuando el sitio de unión interactúa con su molécula diana afín se pueden aleatorizar 
mediante la inserción de codones, trinucleótidos, péptidos aleatorios o bucles enteros degenerados en las 10 
posiciones correspondientes dentro del ácido nucleico que codifica el sitio de unión (véase, p. ej., la publicación 
estadounidense n.° 20040132028). La ubicación de las posiciones de aminoácidos se puede identificar mediante la 
investigación de la estructura de cristal del sitio de unión en complejo con la molécula diana. Las posiciones 
candidatas para la aleatorización incluyen bucles, superficies planas, hélices y cavidades de unión del sitio de unión. 
En ciertas realizaciones, los aminoácidos dentro del sitio de unión que son probables candidatos para la 15 
diversificación se pueden identificar mediante su homología 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 unión a fibronectina (véase, p. ej., Koide et al., J. Mol. Biol., 284: 1141-1151 (1998)). Otras porciones 
del sitio de unión que se pueden aleatorizar incluyen superficies planas. Después de la aleatorización, la biblioteca 
diversificada a continuación se puede someter a un procedimiento de selección o barrido para obtener moléculas de 20 
unión con las características de unión deseadas, p. ej., unión específica a un epítopo de IGF-1R descrito supra. Por 
ejemplo, la selección se puede lograr mediante métodos reconocidos en la técnica tales como visualización en fago, 
visualización en levadura y visualización en ribosoma. 

En una realización, un resto biológicamente activo deriva de una molécula de unión a fibronectina. Las moléculas de 
unión a fibronectina (p. ej., moléculas que comprenden los dominios de fibronectina tipo I, II o III) exhiben bucles 25 
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 núms. 6.673.901, 6.703.199, 7.078.490 y 7.119.171. En una realización ilustrativa, el polipéptido de 
fibronectina es un AdNectin® (Adnexus Therpaeutics, Waltham, MA). 

En otra realización, un resto biológicamente activo de la invención comprende un sitio de unión de un Affibody® 30 
(Abcam, Cambridge, MA). Los Afficuerpos derivan de los dominios de unión de inmunoglobulina de la proteína A 
estafilocócica (SPA, por sus siglas en inglés) (véase, p. ej., Nord et al., Nat. Biotechnol., 15: 772-777 (1997)). Los 
sitios de unión Affibody empleados en la invención se pueden sintetizar al mutagenizar una proteína relacionada con 
SPA (p. ej., Proteína Z) derivada de un dominio de SPA (p. ej., el dominio B) y seleccionar los polipéptidos 
relacionados con SPA mutantes que tienen afinidad de unión por un epítopo de IGF-1R. Otros métodos para 35 
producir sitios de unión affibody se describen en las patentes estadounidenses 6.740.734 y 6.602.977 y en WO 
00/63243. 

En otra realización, un resto biológicamente activo de la invención comprende un sitio de unión de un Anticalin® 
(Pieris AG, Friesing, Alemania). Las anticalinas (también conocidas como lipocalinas) son miembros de una familia 
de proteínas de barril β diversas cuya función es unirse a moléculas diana en su región barril/bucle. Los sitios de 40 
unión a lipocalina se pueden manipular para unirse a un epítopo 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 unión a anticalina empleados en las moléculas de unión de la invención 
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 polipeptídica lineal que comprende las posiciones de 45 
aminoácidos 28 a 45, 58 a 69, 86 a 99 y 114 a 129 de la proteína de unión a bilina (BBP, por sus siglas en inglés) de 
Pieris brassica. Otros métodos para producir sitios de unión a anticalina se describen en WO99/16873 y WO 
05/019251. 

En otra realización, un resto biológicamente activo de la invención comprende un sitio de unión de un polipéptido rico 
en cisteína. Los dominios ricos en cisteína empleados en la puesta en práctica de la presente invención típicamente 50 
no forman una estructura de hélice α, lámina β o barril β. Típicamente, las uniones disulfuro promueven el plegado 
del dominio en una estructura tridimensional. Normalmente, los dominios ricos en cisteína tienen al menos dos 
uniones disulfuro, más típicamente, al menos tres uniones disulfuro. Un polipéptido rico en cisteína ilustrativo es una 
proteína de dominio A. Los dominios A (a veces llamados "repeticiones de tipo complemento") contienen 
aproximadamente 30-50 o 30-65 aminoácidos. En algunas realizaciones, los dominios comprenden 55 
aproximadamente 35-45 aminoácidos y en algunos casos aproximadamente 40 aminoácidos. Dentro de los 30-50 
aminoácidos, existen aproximadamente 6 residuos cisteína. De las seis cisteínas, típicamente se encuentran 
uniones disulfuro entre las siguientes cisteínas: C1 y C3, C2 y C5, C4 y C6. El dominio A constituye un resto de 
unión a ligando. Los residuos cisteína del dominio están enlazados mediante disulfuro para formar un resto 
compacto, estable, funcionalmente independiente. Las aglomeraciones de estas repeticiones componen un dominio 60 
de unión a ligando y la aglomeración diferencial puede impartir especificidad con respecto a la unión al ligando. Las 
proteínas ilustrativas que contienen dominios A incluyen, p. ej., componentes de complemento (p. ej., C6, C7, C8, 

E11738539
24-07-2019ES 2 739 503 T3

 



30 

C9 y Factor I), serina proteasas (p. ej., enteropeptidasa, matriptasa y corina), proteínas transmembranarias (p. ej., 
ST7, LRP3, LRP5 y LRP6) y receptores endocíticos (p. ej., receptor relacionado con sortilina, receptor de LDL, 
VLDLR, LRP1, LRP2 y ApoER2). Los métodos para producir proteínas de dominio A con una especificidad de unión 
deseada se describen, por ejemplo, en las publicaciones internacionales WO 02/088171 y WO 04/044011. 

En otras realizaciones, un resto biológicamente activo de la invención comprende un sitio de unión de una proteína 5 
de repetición. Las proteínas de repetición son proteínas que contienen copias consecutivas de unidades 
estructurales pequeñas (p. ej., de aproximadamente 20 a aproximadamente 40 residuos aminoacídicos) o 
repeticiones que se apilan entre sí para forman dominios contiguos. Las proteínas de repetición se pueden modificar 
para adaptarlas a un sitio de unión a diana específico mediante el ajuste de la cantidad de repeticiones en la 
proteína. Las proteínas de repetición ilustrativas incluyen (es decir, un DARPins®, Molecular Partners, Zúrich, Suiza) 10 
(véase, p. ej., Binz et al., Nat. Biotechnol., 22: 575-582 (2004)) o proteínas de repetición 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 repetición de anquirina comparte una característica compuesto por una horquilla β 
seguida de dos hélices α antiparalelas y que termina con un bucle que conecta la unidad de repetición con la 
próxima. Los dominios construidos con unidades de repetición de anquirina se forman al apilar las unidades de 15 
repetición hasta una estructura extendida y curvada. Los sitios de unión 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 recombinación de un conjunto de genes de repetición ricos en leucina durante la maduración de los linfocitos. 
Los métodos para producir sitios de unión a DARpin o LRRP se describen en las publicaciones internacionales WO 
02/20565 y WO 06/083275. 20 

Otros sitios de unión distintos de inmunoglobulina que se pueden emplear en moléculas de la invención incluyen 
sitios de unión derivados de dominios de homología Src (p. ej., los dominios SH2 o SH3), dominios PDZ, beta-
lactamasa, inhibidores de proteasa de afinidad alta o pequeños cóntigos proteicos de unión a disulfuro tales como 
toxinas de escorpión. Los métodos para producir sitios de unión 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: 25 
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 unión pueden derivar de un dominio de unión 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 
pancreático bovino/Kunitz, un dominio inhibidor de serina proteasa de tipo Kazal, un dominio Trefoil (tipo P), un 30 
dominio tipo C de factor de von Willebrand, un dominio similar a anafilatoxina, un dominio CUB, un repetición tipo I 
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 núcleo de cuatro 
disulfuros de tipo WAP, un dominio F5/8 tipo C, un dominio de hemopexina, un dominio similar a EGF de tipo 35 
laminina, un dominio C2, un dominio CTLA-4 y otros de dichos dominios conocidos para los expertos en la técnica, 
así como derivados y/o variantes de estos. Los polipéptidos distintos de inmunoglobulina adicionales incluyen 
Avimers® (Avidia, Inc., Mountain View, CA - véase la Publicación PCT internacional n.° WO 06/055689 y la 
publicación de patente estadounidense 2006/0234299), Telobodies® (Biotech Studio, Cambridge, MA), Evibodies® 
(Evogenix, Sídney, Australia, véase la patente estadounidense n.° 7.166.697) y Microbodies® (Nascacell 40 
Technologies, Múnich, Alemania). 

iii. Porciones de unión de receptores o ligandos 

En otros aspectos, un polipéptido de la invención comprende un sitio de unión a ligando de un receptor y/o una 
porción de unión a receptor de un ligando que está enlazado funcionalmente con al menos una región Fc fusionada 
genéticamente. 45 

En ciertas realizaciones, las regiones transmembranarias o secuencias de reconocimiento de anclaje de lípido o 
fosfolípido del receptor de unión a ligando preferiblemente se inactivan o eliminan antes de la fusión. El ADN que 
codifica el ligando o agente de combinación de unión a ligando se escinde mediante una enzima de restricción 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 región 50 
Fc fusionada genéticamente. El sitio preciso en el que se hace la fusión se puede seleccionar empíricamente para 
optimizar las características de secreción o de unión de la proteína de fusión soluble. El ADN que codifica la proteína 
de fusión a continuación se puede subclonar en un vector de expresión adecuado que se pueden transfectar en una 
célula hospedante para la expresión. 

Las porciones de unión de receptores o ligandos ilustrativas que pueden estar presentes en un polipéptido de la 55 
invención se establecen a continuación: 

a. Citocinas y receptores de citocina 

Las citocinas tienen efectos pleiotrópicos sobre la proliferación, diferenciación y activación funcional de los linfocitos. 
Se pueden utilizar diversas citocinas, o porciones de unión a receptor de estas, en las proteínas de fusión de la 
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invención como moléculas biológicamente activas, sitios y/o dominios de unión. 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-macrófagos (GM-CSF, por sus siglas en inglés) y CFS de monocitos macrófagos (M-
CSF, por sus siglas en inglés)), factor de necrosis tumoral (TNF, por sus siglas en inglés) alfa y beta, antígeno de 5 
linfocito T citotóxico 4 (CTLA-4, por sus siglas en inglés) e interferones tales como interferón-α, β o γ (patentes 
estadounidenses núms. 4.925.793 y 4.929.554). 

Los receptores de citocina típicamente consisten en una cadena alfa específica de ligando y una cadena beta común. 
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, IPNγ 10 
(EP0240975), y la familia TNF de receptores (p. ej., TNFα (p. ej. TNFR-1 (EP 417. 563), TNFR-2 (EP 417.014) 
receptor de linfotoxina beta). 

b. Proteínas de adhesión 

Las moléculas de adhesión son proteínas unidas a la membrana que permiten que las células interactúen entre sí. 
Se pueden incorporar diversas proteínas de adhesión, receptores de migración dirigida de leucocitos y moléculas de 15 
adhesión celular, o porciones de unión a receptor de estas, en una proteína de fusión de la invención como 
moléculas biológicamente activas, sitios y/o dominios de unión. Los receptores de migración dirigida de leucocitos se 
expresan en las superficies celulares de los leucocitos durante la inflamación e incluyen las integrinas β-1 (p. ej., 
VLA-1, 2, 3, 4, 5 y 6) que median la unión con los componentes de la matriz extracelular y las integrinas β2 (p. ej., 
LFA-1, LPAM-1, CR3 y CR4) que se unen a moléculas de adhesión celular (CAM, por sus siglas en inglés) en el 20 
endotelio vascular. Las CAM ilustrativas incluyen ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1 y MAdCAM-1. Otras CAM incluyen las 
de la familia de selectina que incluyen E-selectina, L-selectina y P-selectina. 

c. Quimiocinas 

Las quimiocinas, proteínas quimiotácticas que estimulan la migración de los leucocitos hacia un sitio de infección, 
también se pueden incorporar en una proteína de fusión de la invención. Las quimiocinas ilustrativas incluyen 25 
proteínas inflamatorias de macrófagos (MIP-1-α y MIP-1-β), el factor quimiotáctico de neutrófilos y RANTES (linfocito 
T normalmente expresado y secretado regulado con la activación). 

d. Hormonas 

Las hormonas de crecimiento ilustrativas para su uso como restos biológicamente activos en las proteínas de fusión 
de la invención incluyen renina, hormona del crecimiento humana (HGH, por sus siglas en inglés; patente 30 
estadounidense n.° 5.834.598), hormona de crecimiento humana N-metionilo; hormona de crecimiento bovina; factor 
de liberación 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 
núms. 5.157.021 y 6.576.608); hormona estimulante del folículo (FSH, por sus siglas en inglés); calcitonina, hormona 
luteinizante (LH, por sus siglas en inglés), leptina, glucagones; bombesina; somatropina; sustancia inhibidora de 35 
muleriana; relaxina y prorrelaxina; péptido asociado a gonadotropina; prolactina; lactógeno placentario; proteína OB; 
o sustancia inhibidora de muleriana. 

e. Receptores y ligandos 

En una realización, un polipéptido de la invención combine el(los) sitio(s) de unión del ligando o receptor (p. ej., el 
dominio extracelular (ECD, por sus siglas en inglés) de un receptor) con al menos una región Fc genéticamente-40 
fusionada (es decir, la región scFc). En ciertas realizaciones, el sitio o dominio de unión de la porción de unión a 
ligando de un receptor puede derivar de un receptor unido a un anticuerpo o variante de anticuerpo descrito supra. 
En otras realizaciones, la porción de unión a ligando de un receptor deriva de un receptor seleccionado del grupo 
que consiste en un receptor de la superfamilia de inmunoglobulinas (Ig) (p. ej., un receptor de linfocitos T soluble, p. 
ej., mTCR® (Medigene AG, Munich, Alemania), un receptor de la superfamilia de receptores de TNF descrita supra 45 
(p. ej., un receptor TNFa soluble de una imunoadhesina), un receptor de la familia de receptores de factor 
neurotróficos derivados de células gliales (GDNF, por sus siglas en inglés) (p. ej., GFRα3), un receptor de la 
superfamilia de receptores acoplados a la proteína 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, 50 
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 o dominio de unión de la porción de unión 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 (Ig), un receptor 55 
de la superfamilia de receptores de TNF, un receptor de la superfamilia de receptores acoplados a la proteína 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 realización ilustrativa, el 
sitio de unión de la porción de unión 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 unión a receptor o de unión a ligando 5 
de estos) en las proteínas de fusión de la invención. 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 fibroblásticos (FGF, por sus siglas en inglés), incluidos aFGF y bFGF; factor 
natriurético atrial (ANF, por sus siglas en inglés); factores de crecimiento hepáticos (HGF, por sus siglas en inglés; 
patentes estadounidenses núms. 5.227.158 y 6.099.841), factores neurotróficos tales como factor neurotrófico 10 
derivado de hueso (BDNF, por sus siglas en inglés), ligandos de factor neurotrófico derivado de células gliales (p. ej., 
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-β, factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF, por sus siglas en inglés) 
(patentes estadounidenses núms. 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 15 
osteoinductores incluida la proteína morfogenética ósea (BMP, por sus siglas en inglés); los factores de crecimiento 
similares a insulina I y -II (IGF-I y IGF-II; las patentes estadounidenses núms. 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 biológicamente activos de la invención 20 
incluyen los receptores de EGF; receptores de VEGF (p. ej., Flt1 o Flk1/KDR), receptores de PDGF (WO 90/14425); 
receptores de HGF (las patentes estadounidenses núms. 5.648.273 y 5.686.292) y receptores neurotróficos que 
incluyen el receptor de baja afinidad (LNGFR, por sus siglas en inglés), también denominado p75NTR o 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. ej., trkA, trkB (EP 455.460), trkC (EP 522.530)). 25 

f. Receptores heterodiméricos 

En una realización, los antagonistas para citocinas que usan un componente de determinación de la especificidad α 
que, cuando se combina con la citocina, se une a un primer componente de transducción de señal β para formar un 
intermediario no funcional que después se une a un segundo componente de transducción de señal β que provoca la 
dimerización del receptor β y la consecuente traducción de señal se pueden producir usando los métodos de la 30 
invención. Dichas moléculas se describen en la técnica (véase, p. ej., la patente estadounidense 6.927.044). En un 
ejemplo, un componente de determinación de la especificidad soluble del receptor y el dominio extracelular del 
primer componente de transducción de señal b del receptor de citocina se combinan para formar un heterodímero 
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, 35 
GMCSF, LIF, INFγ y TGFβ. 

E. Factores de coagulación 

Los factores de coagulación ilustrativos (factores de coagulación de la sangre) para su uso como restos 
biológicamente activos en las proteínas de fusión de la invención incluyen los factores de coagulación (p. ej., los 
factores V, VII, VIII, IX, X, XI, XII y XIII, el factor de von Willebrand); el factor tisular (las patentes estadounidenses 40 
núms. 5.346.991, 5.349.991, 5.726.147 y 6.596.84); trombina y protrombina; fibrina y fibrinógeno; plasmina y 
plasminógeno; activadores de plasminógeno, tal como urocinasa o activador de plasminógeno de tipo tisular o de 
orina humana (t-PA). También se pueden usar variantes y porciones biológicamente activas de dichos factores de 
coagulación como moléculas biológicamente activas. Las moléculas ilustrativas que se pueden producir usando las 
regiones scFc de la invención también se establecen en, p. ej., las patentes estadounidenses 7.404.956 y 7.348.004. 45 

Los factores VII, IX y X están todos estructuralmente relacionados en el sentido de que en cada uno el extremo 
amínico de la cadena ligera no está disponible para la incorporación 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 amínico de la cadena pesada de estos tres factores de coagulación no 
está disponible para la incorporación de restos adicionales, con la excepción de restos escindibles, es decir, restos 50 
enlazados a través de un sitio de escisión o restos que consisten en un sitio de escisión, debido a la necesidad de 
un extremo N libre para formar un dominio de proteasa catalíticamente activo. Aunque a menudo se muestra el 
factor VII para ilustrar realizaciones ilustrativas de la invención, las construcciones objeto se pueden producir usando 
el factor IX o X. Por ejemplo, un experto en la técnica entendería que la porción FVII de una construcción de la 
invención podría sustituirse con una porción FIX o FX. 55 

Las construcciones de factor de coagulación ilustrativas de la invención se establecen en las Figuras adjuntas. 
Aunque las Figuras generalmente ilustran el factor de coagulación como una cadena simple (en su forma zimógena) 
se entenderá que el factor de coagulación también puede estar presente en su forma activa en una construcción de 
la invención, p. ej., como una forma de dos cadenas unidas por disulfuro. 
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En una realización, un factor de coagulación de la invención se expresa mediante una célula en forma activa. En otra 
realización, un factor de coagulación se expresa en forma inactiva y posteriormente se activa en las condiciones 
adecuadas in vitro de manera que la forma activa del factor de coagulación esté presente en la construcción. En otra 
realización, un factor de coagulación de la invención comprende un factor de coagulación en forma inactiva y el 
factor de coagulación se activa in vivo después de la administración. 5 

En una realización, un factor de coagulación de la invención es una forma madura del Factor VII o una variante de 
este. El factor VII (FVII, F7; también denominado Factor 7, factor de coagulación VII, factor sérico VII, acelerador de 
conversión de protrombina sérica, SPCA, proconvertina y eptacog alfa) es una serina proteasa que es parte de la 
cascada de coagulación. FVII incluye un dominio Gla, dos dominios EGF (EGF-1 y EGF-2), y un dominio de serina 
proteasa (o dominio peptidasa S1) que está altamente conservado entre todos los miembros de la familia peptidasa 10 
S1 de serina proteasa, tales como, por ejemplo, con quimiotripsina. FVII se produce como un zimógeno de cadena 
simple, un polipeptídica de dos cadenas similar a zimógeno activado y una forma de dos cadenas completamente 
activada. Según se usa en la presente memoria, una proteína o polipéptido "similar a zimógeno" se refiere a una 
proteína que se ha activado mediante escisión proteolítica, pero todavía exhibe propiedades que están asociadas 
con un zimógeno, tales como, por ejemplo, baja a escasa actividad o una conformación que se parece a la 15 
conformación de la forma zimógena de la proteína. Por ejemplo, cuando no está unida a un factor tisular, la forma 
activada de dos cadenas de FVII es una proteína similar a zimógeno; conserva una conformación similar a la del 
zimógeno 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 coagulación. 20 

Las variantes de FVII ilustrativas incluyen aquellas con actividad específica aumentada, p. ej., mutaciones que 
aumentan la actividad de FVII al aumentar su actividad enzimática (Kcat o Km). Dichas variantes se han descrito en 
la técnica e incluyen, p. ej., las formas mutantes de la molécula según 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 realización, 25 
una forma variante de FVII incluye las mutaciones V158D-E296V-M298Q. En otra realización, una forma variante de 
FVII incluye un reemplazo de los aminoácidos 608-619 (LQQSRKVGDSPN, correspondientes al bucle 170) de la 
secuencia madura de FVII con los aminoácidos EASYPGK del bucle 170 de tripsina. También se conocen variantes 
de FIX con actividad específica alta en la técnica. Por ejemplo, Simioni et al. (2009 N.E. Journal of Medicine 
361:1671) describen una mutación R338L. Chang et al. (1988 JBC 273:12089) y Pierri et al. (2009 Human Gene 30 
Therapy 20:479) describen una mutación R338A. Se conocen otras mutaciones en la técnica e incluyen las descritas, 
p. ej., 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 versión del factor IX (el triple mutante V86A/E277A/R338A) con actividades de 
coagulación aumentadas ha sido descrita por Lin et al. 2010. Journal of Thrombosis and Haemostasis 8: 1773). 

La activación completa, que se produce después del cambio conformacional de una forma similar a zimógeno, se 35 
produce después de la unión a su factor tisular cofactor. Además, se pueden introducir mutaciones que resultan en 
el cambio de conformación en ausencia de factor tisular. Por consiguiente, la referencia a FVIIa incluye ambas 
formas de dos cadenas de este, la forma similar a zimógeno y la forma de dos cadenas completamente activada. 

En una realización, un factor de coagulación de la invención es una forma madura del Factor VIII o una variante de 
este. FVIII funciona en la vía intrínseca de la coagulación sanguínea como un cofactor para acelerar la activación del 40 
factor X mediante el factor IXa, una reacción que se produce sobre una superficie fosfolipídica con carga negativa en 
presencia de iones de calcio. FVIII se sintetiza como un polipéptido de cadena simple de 2351 aminoácidos 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 coagulación homólogo, 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 45 
(1987). Los dominios A de FVIII tienen 330 aminoácidos y tienen 40 % de identidad de aminoácido entre sí y con 
respecto al dominio A de FV y la proteína ceruloplasmina de unión a cobre plasmática. Takahashi, N. et al., PNAS 
(USA) 81:390-394 (1984). Cada dominio C tiene 150 aminoácidos y exhibe 40 % de identidad con respecto a los 
dominios C de FV, y con respecto a proteínas que se unen a glicoconjugados y fosfolípidos con carga negativa. 
Stubbs, J. D. et al., PNAS (USA) 87:8417-8421 (1990). El dominio B de FVIII se codifica mediante un exón simple y 50 
exhibe escasa homología con respecto a cualquier proteína 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 heterodímero de una cadena pesada (dominios A1-A2-B) y una cadena ligera 
(dominios A3-C1-C2) asociadas a través de un enlace de ion metálico no covalente divalente entre los dominios A1 y 
A3. En el plasma, FVIII se estabiliza mediante la unión con el factor de von Willebrand. Más específicamente, la 55 
cadena ligera de FVIII se une mediante interacciones no covalentes con un sitio de unión primario en el extremo 
amínico del factor de von Willebrand. Después de la activación proteolítica mediante trombina, FVIII se activa como 
un heterotrímero 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 (FVIIIa), por lo tanto, consiste en una 
subunidad A1 asociada a través del enlace de ion metálico divalente con una cadena ligera A3-C1-C2 escindida por 60 
trombina y una subunidad A2 libre asociada con un dominio A1 a través de asociación iónica. 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 heterotrímero de FVIIIa es inestable y está sujeto a una inactivación rápida a través de la 
disociación de la subunidad A2 en condiciones fisiológicas. 

En una realización, un factor de coagulación comprende una versión con el dominio B eliminado del factor VIII. El 
"dominio B" del Factor VIII, según se usa en la presente memoria, es igual al dominio B conocido en la técnica que 
se define mediante identidad de secuencia de aminoácidos interna y sitios de escisión proteolítica, p. ej., los 5 
residuos Ser741-Arg1648 del Factor VIII humano de longitud completa. Los otros dominios del Factor VIII humano 
se definen mediante los siguientes residuos aminoacídicos: 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 región ácida a3. Las ubicaciones de los límites para todos los dominios, incluidos los dominios B, para 10 
el Factor VIII porcino, murino y canino también se conocen en la técnica. En una realización, el dominio B del Factor 
VIII se elimina ("factor VIII con dominio B eliminado" o "BDD FVIII"). Un ejemplo de un BDD FVIII es REFACTO® 
(BDD FVIII recombinante con la fusión 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 núms. 6.316.226, 6.346.513, 7.041.635, 5.789.203, 6.060.447, 5.595.886, 6.228.620, 15 
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 invención comprende una cualquiera de las 
eliminaciones descritas en la col. 4, línea 4 a la col. 5, línea 28 y los ejemplos 1-5 de la patente estadounidense n.° 
6.316.226 (también en US 6.346.513). En otra realización, un Factor VIII con dominio B eliminado es el Factor VIII 
con dominio B eliminado S743/Q1638 (versión SQ del Factor VIII) (p. ej., el Factor VIII que tiene una eliminación del 20 
aminoácido 744 al aminoácido 1637, p. ej., el Factor VIII que tiene los aminoácidos 1-743 y los aminoácidos 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 invención tiene una eliminación descrita en la col. 2, líneas 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 VIII con dominio B eliminado tiene una eliminación descrita en la col. 1, líneas 25 a la col. 2, 25 
línea 40 de la patente estadounidense n.° 5.972.885; col. 6, líneas 1-22 y ejemplo 1 de la patente estadounidense n.° 
6.048.720; col. 2, líneas 17-46 de la patente estadounidense n.° 5.543.502; col. 4, línea 22 a col. 5, línea 36 de la 
patente estadounidense n.° 5.171.844; col. 2, líneas 55-68, figura 2, y ejemplo 1 de la patente estadounidense n.° 
5.112.950; col. 2, línea 2 a col. 19, línea 21 y tabla 2 de la patente estadounidense n.° 4.868.112; col. 2, línea 1 a col. 
3, línea 19, col. 3, línea 40 a col. 4, línea 67, col. 7, línea 43 a col. 8, línea 26, y col. 11, línea 5 a col. 13, línea 39 de 30 
la patente estadounidense no. 7.041.635; o col. 4, líneas 25-53, de la patente estadounidense n.° 6.458.563. En 
algunas realizaciones, un Factor VIII con dominio B eliminado tiene una eliminación de la mayor parte del dominio B, 
pero todavía contiene secuencias del extremo amínico del dominio B que son esenciales para el procesamiento 
proteolítico in vivo del producto de traducción primario en dos cadenas polipeptídicas, según se describe en WO 
91/09122. En algunas realizaciones, un Factor VIII con dominio B eliminado se construye con una eliminación de los 35 
aminoácidos 747-1638, es decir, prácticamente una eliminación completa del dominio B. Hoeben R.C., et al. J. Biol. 
Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Un Factor VIII con dominio B eliminado también puede contener una eliminación 
de los aminoácidos 771-1666 o los aminoácidos 868-1562 del Factor VIII. Meulien P., et al. Proteína Eng. 2(4): 301-6 
(1988). Las eliminaciones adicionales del dominio B que son parte de la invención incluyen: eliminación de los 
aminoácidos 982 a 1562 o 760 a 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562 40 
(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)), o 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 realización, un factor de coagulación de la invención es una forma madura del Factor IX o una variante de 45 
este. El factor IX circula como un zimógeno plasmático de cadena simple de 415 aminoácidos (A. Vysotchin et al., J. 
Biol. Chem. 268, 8436 (1993)). El zimógeno de FIX se activa mediante FXIa o mediante el complejo de factor 
tisular/FVIIa. Las escisiones específicas entre arginina-alanina 145-146 y arginina-valina 180-181 resultan en una 
cadena ligera y una cadena pesada enlazadas mediante una unión disulfuro simple entre la cisteína 132 y cisteína 
289 (S. Bajaj et al., Biochemistry 22, 4047 (1983)). La organización estructural de FIX es similar a la de las proteínas 50 
de coagulación sanguínea dependientes de vitamina K FVII, FX y la proteína C (B. Furie y B. Furie, supra). Los 
aproximadamente 45 aminoácidos del extremo amínico comprenden el dominio de ácido gamma-carboxiglutámico, o 
gla. Le siguen dos dominios de homología con el factor de crecimiento epidérmico (EGF), un péptido de activación y 
la "cadena pesada" catalítica 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. 55 
USA 92, 9796 (1995)). 

En una realización, un factor de coagulación de la invención es una forma madura del Factor X. El Factor X es una 
glicoproteína dependiente de la vitamina K con un peso molecular de 58,5 kDa, que se secreta a partir de células 
hepáticas en el plasma como un zimógeno. Inicialmente, el factor X se produce como un prepropéptido con un 
péptido señal que consiste en un total de 488 aminoácidos. El péptido señal se retira por escisión mediante 60 
peptidasa señal durante la exportación hacia el retículo endoplasmático, la secuencia de propéptido se retira por 
escisión después de que se produce la gamma carboxilación en los primeros 11 residuos ácido glutámico en el 
extremo N de la cadena del extremo N madura. Una etapa de procesamiento adicional se produce por la escisión 
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entre Arg182 y Ser183. Esta etapa de procesamiento también conduce a la eliminación concomitante del tripéptido 
Arg180-Lys181-Arg182. El zimógeno de factor X resultante secretado consiste en una cadena ligera en el extremo N 
de 139 aminoácidos (M, 16.200) y una cadena pesada en el extremo C de 306 aminoácidos (M, 42.000) que están 
enlazadas covalentemente a través de un puente disulfuro entre Cys172 y Cys342. Las etapas de procesamiento 
después de la traducción adicionales incluyen la .beta.-hidroxilación de Asp103, así como la glicosilación de tipo N y 5 
O. 

Se entenderá que, además de las versiones naturales (WT, por sus siglas en inglés) de estos factores de 
coagulación o porciones biológicamente activas de estos, la presente invención 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 %, 10 
65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o más de identidad secuencial con respecto a 
la forma madura del factor de coagulación y que conservan la capacidad de promover la formación de coágulos. 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 unión a TF, unión al factor X, unión a fosfolípido y/o actividad coagulante de un FVII. 
Al conservar la actividad, la actividad se puede alterar, tal como reducir o aumentar, en comparación con un factor 15 
de coagulación natural, siempre que el nivel de actividad conservado sea suficiente para proporcionar un efecto 
detectable. Las secuencias de factores de coagulación ilustrativas que se pueden usar en las construcciones de la 
invención se encuentran en el listado de secuencias adjunto. 

Los polipéptidos modificados ilustrativos incluyen, pero no se limitan a, isoformas específicas para tejido y variantes 
alélicas de estas, moléculas sintéticas preparadas mediante traducción de ácidos nucleicos, proteínas generadas 20 
mediante síntesis química, tales como síntesis que incluyen la ligadura de polipéptidos más cortos, a través de 
métodos recombinantes, proteínas aisladas a partir de tejido o células humanos y no humanos, polipéptidos 
quiméricos y formas modificadas de estos. 

Otras variantes de factores de coagulación incluyen versiones que están modificadas para alterar la actividad. Por 
ejemplo, se conocen en la técnica versiones de los factores de coagulación con actividad específica alta y se pueden 25 
usar para producir un polipéptido de la invención. Los ejemplos de dichas variantes con actividad específica 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 realización, una versión con actividad específica alta del Factor VII retira los 
aminoácidos 311 a 322 de la secuencia madura de FVII (LQQSRKVGDSPN, correspondiente al bucle 170) y los 
reemplaza con los aminoácidos EASYPGK del bucle 170 de tripsina. Se ha demostrado que esta sustitución confiere 30 
actividad específica alta. Una versión con actividad específica alta adicional del Factor VII contiene tres mutaciones 
puntuales en la cadena pesada de FVII, V158D, E296V y M298Q. 

Los presentes factores de coagulación 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 activación, si es necesaria) de un polipéptido maduro de longitud completa. Se conocen variantes de factor de 35 
coagulación ilustrativas en la técnica. 

Los factores de coagulación ilustrativos son los de origen mamífero, p. ej., humano. Las secuencias de los factores 
de coagulación ilustrativos están presentes en el listado de secuencias adjunto, p. ej., solas o en el contexto de una 
construcción de factor de coagulación. 

En una realización, puede haber más de un factor de coagulación presente en un polipéptido de la invención. En otra 40 
realización, un polipéptido de la invención comprende una cadena ligera de un factor de coagulación genéticamente 
fusionada con un resto Fc de una construcción de la invención y una cadena pesada de un factor de coagulación 
genéticamente fusionada con un segundo resto Fc de una construcción de la invención, o viceversa. 

Las construcciones ilustrativas que comprenden factores de coagulación como restos biológicamente activos se 
muestran en los ejemplos de trabajo. Por ejemplo, en una realización, un zimógeno de factor de coagulación (p. ej., 45 
la cadena pesada y ligera del factor VII) se acopla a través de un enlazador opcional (p. ej., el enlazador 6x(G4S)) o 
directamente al extremo amínico de un primer resto Fc (que comprende los dominios CH1, CH2 y CH3). El extremo 
carboxílico del primer resto Fc tiene un enlazador cscFc (p. ej., un enlazador 6x(G4S) o un enlazador 4x(G4S)) que 
comprende un primer sitio de procesamiento (p. ej., el sitio de procesamiento RRRRS). El otro extremo del 
enlazador cscFc comprende un segundo sitio de procesamiento (p. ej., un sitio de procesamiento RKRRKR o RRRR) 50 
y está opcionalmente enlazado a través de un espaciador con un resto de direccionamiento (p. ej., un resto de 
direccionamiento a plaquetas) o está directamente enlazada con un segundo resto Fc. Cuando el resto de 
direccionamiento está presente, puede enlazarse con el segundo resto Fc a través de un espaciador (p. ej., 6x 
(G4S)). Las moléculas FVII-027, FVII-064 y FIX-044 descritas en la presente memoria son ejemplos de dichas 
construcciones. 55 

Otras construcciones ilustrativas resultan en la secreción de un factor de coagulación activado, en lugar de un 
zimógeno, después del procesamiento del enlazador mediante proteasas. Por ejemplo, en una realización, la cadena 
ligera de un factor de coagulación se fusiona a través de un espaciador (p. ej., un enlazador 4x(G4S)) con el extremo 
amínico de un primer resto Fc (que comprende los dominios CH1, CH2 y CH3). El extremo carboxílico 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. ej., el sitio de procesamiento RRRR). El otro extremo del enlazador comprende un segundo sitio 
de procesamiento, p. ej., un sitio de procesamiento RKRRKR y está genéticamente fusionado con la cadena pesada 
del factor de coagulación (p. ej., la cadena pesada de FVII) que, a su vez, está fusionada con el extremo amínico del 
segundo resto Fc a través de un segundo espaciador (p. ej., un enlazador 4x(G4S)). Un ejemplo de dicha 5 
construcción es la construcción 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 coagulación. 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 construcción adicional se creó para evaluar la capacidad de FVII para expresarse en forma activada. La 10 
construcción FVII-025 se establece en la Figura 9. 

Otra construcción en la que se empleó un resto biológicamente activo diferente, IFNβ, se establece en la Figura 10 
para mostrar que no solo se pueden producir factores de coagulación usando los métodos de la invención. Para 
producir esta construcción, se enlazó IFNβ 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 generación de las 15 
construcciones descritas en la Figura 11. En estas construcciones, FVIIFc se expresa como un heterodímero, donde 
una subunidad comprende la cadena ligera de FVIIy 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). 

F. Restos de direccionamiento 20 

En una realización, la porción de unión a antígeno dirige la composición hacia un tipo de célula o tejido particular. 
Dichos restos de direccionamiento pueden comprender, p. ej., un sitio de unión a antígeno, una porción de unión a 
ligando de un receptor o una porción de unión a receptor de un ligando. En otra realización, un resto de 
direccionamiento es un péptido. 

En una realización, un factor de coagulación de la invención se dirige a plaquetas para potenciar su eficacia al ubicar 25 
el factor de coagulación en el sitio de coagulación 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 específicamente a las plaquetas. 

En una realización, la diana son los receptores/conformaciones que se encuentran en las plaquetas en reposo. Al 
hacerlo, se podrían cebar los sitios para la coagulación para que tengan una eficacia potenciada. Dirigirse a dicha 30 
molécula también puede extender la semivida del factor de coagulación y/o evitar el aclaramiento. Los ejemplos de 
dichas dianas incluyen, p. ej., Gplb del complejo GpIb/V/IX y GpVI y la forma no activa de GPIIb/IIIa. 

En una realización, la diana son los receptores/conformaciones que solo se encuentran en plaquetas activadas para 
ubicar el factor de coagulación en el sitio de coagulación activa. Los ejemplos de dichas dianas incluyen, p. ej., la 
forma activa de GPIIb/IIIa, así como CD62P. 35 

En una realización, un polipéptido de la invención comprende un "resto de direccionamiento" que tiene afinidad por y 
se une a plaquetas. Por ejemplo, en una realización, un resto de direccionamiento se une al complejo GPIb, p. ej., 
GPIb-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 realización, un resto de 
direccionamiento se une a la conformación activa de GPIIbIIIa. Los ejemplos de dichos restos de direccionamiento 40 
incluyen las regiones variables SCE5 y MB9 que se unen solo a las plaquetas activas (Schwarz et al. 2004 FASEB 
Journal express artículo 10.1096/fj.04-1513fje; Schwarz et al. 2006 Circulation Research. 99:25-33; la publicación de 
patente estadounidense 20070218067). En otra realización, un resto de direccionamiento se une a la conformación 
activa/no activa de GPIIbIIIa. Un ejemplo de dicho resto de direccionamiento es la región variable del anticuerpo AP3 
(Peterson et al. 2003. Hemostasis, Thrombosis, and Vascular Biology 101:937; WO 2010115866). 45 

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

Los polipéptidos de la invención pueden comprender uno o más de un resto de direccionamiento. Las 
configuraciones ilustrativas se establecen en las Figuras adjuntas. Además, dos o más restos de direccionamiento 
se pueden enlazar entre sí (p. ej., a través de un espaciador) en serie, y la matriz en tándem se puede enlazar 50 
funcionalmente con una construcción de la invención. Cuando están presentes dos o más restos de 
direccionamiento en un factor de coagulación de la invención, los restos pueden ser iguales o diferentes. 

En una realización, un resto de direccionamiento se fusiona con un polipéptido de la invención mediante un 
enlazador escindible o alternativamente, en otra realización, el polipéptido comprende, además, un sitio de escisión. 
El enlazador escindible o el sitio de escisión se puede escindir para retirar el resto de direccionamiento en el sitio de 55 
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un coágulo. En otra realización, 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 coágulo. 

En una realización, el resto de direccionamiento se ubica en el extremo N o C del factor VIII. En otra realización, un 
resto de direccionamiento se ubica en el extremo C de FVII, FIX, FX, o el extremo C de cualquiera o ambas cadenas 
de FVIIa, FIXa, de FXa. En una realización, el resto de direccionamiento se puede posicionar en el extremo N o C 5 
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 biológicamente activo o el resto Fc a través de un espaciador. 

En una realización, el resto de direccionamiento no se fusiona con una construcción a través de una unión peptídica, 
sino que, en cambio, se conjuga químicamente con la construcción. Por ejemplo, se pueden acoplar restos de 
direccionamiento a una construcción de la invención mediante la formación de una unión entre el resto de 10 
direccionamiento y un resto Fc de una construcción, 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 reacción entre sí para formar una unión química (véase, p. ej., la patente estadounidense 
7381408). 

Los formatos ilustrativos de factores de coagulación diana también se establecen en las Figuras adjuntas. 15 

En una realización, un polipéptido de la invención comprende al menos uno de un sitio de unión a antígeno (p. ej., un 
sitio de unión a antígeno de un anticuerpo, variante de anticuerpo o fragmento de anticuerpo), un polipéptido, una 
porción de unión a receptor de un ligando, o una porción de unión a ligando de un receptor que se une 
específicamente a plaquetas, p. ej., plaquetas en reposo o activadas. Los restos de direccionamiento ilustrativos 
incluyen moléculas o péptidos scFv que se unen a las moléculas que serán diana. Los ejemplos de restos de 20 
direccionamiento se encuentran en los presentes ejemplos. 

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, un polipéptido de la invención comprende al menos una porción de unión a 
antígeno (p. ej., un sitio de unión) de un anticuerpo. En una realización, la porción de unión a antígeno dirige la 
composición a plaquetas. Dicho anticuerpo se puede unir a un epítopo expresado por todas las plaquetas (p. ej., 
activadas e inactivadas) o se puede unir a un epítopo expresado específicamente por plaquetas activadas). 25 

Los anticuerpos ilustrativos de los cuales se pueden derivar sitios de unión o los sitios de unión de anticuerpo 
ilustrativos para su uso en las moléculas polipeptídicas de la invención se conocen en la técnica. Según se 
estableció anteriormente, los anticuerpos conocidos por unirse a plaquetas se pueden usar para derivar sitios de 
unión, por ejemplo, el anticuerpo AP3 o el scFv MB9 descrito en US 2007/0218067 o la región variable o una 
molécula scFv que comprende la región variable se pueden usar como resto de direccionamiento en una 30 
construcción de la invención. Otros sitios de unión de anticuerpo ilustrativos incluyen SCE5 que se dirige a una 
conformación que se encuentra en plaquetas activadas. Otros anticuerpos útiles se pueden seleccionar sin 
inconvenientes entre los conocidos en la técnica. 

En ciertas realizaciones distintas, los polipéptidos de la invención comprenden uno o más sitios de unión derivados 
de una molécula de unión distinta de inmunoglobulina. Según se usa en la presente memoria, el término "moléculas 35 
de unión distintas de inmunoglobulina" son moléculas de unión cuyos sitios de unión comprenden una porción (p. ej., 
un cóntigo o marco) que deriva de un polipéptido distinto de una inmunoglobulina, pero que se puede manipular (p. 
ej., mutageneizar) para conferir una especificidad de unión deseada. 

Otros ejemplos de moléculas de unión que comprenden sitios de unión no derivados de moléculas de anticuerpo 
incluyen sitios de unión de receptor y sitios de unión de ligando que se unen a plaquetas. 40 

Las moléculas de unión distintas de inmunoglobulina se pueden identificar mediante selección o aislamiento de una 
variante de unión a diana a partir de una biblioteca de moléculas de unión que tienen sitios de unión diversificados 
artificialmente. Las bibliotecas diversificadas se pueden generar usando estrategias completamente aleatorias (p. ej., 
PCR propensa a errores, transposición de exones o evolución dirigida) o mediante el auxilio de estrategias de diseño 
reconocidas en la técnica. Por ejemplo, las posiciones de aminoácidos que normalmente participan cuando el sitio 45 
de unión interactúa con su molécula diana afín se pueden aleatorizar mediante la inserción de codones, 
trinucleótidos, péptidos aleatorios o bucles enteros degenerados en las posiciones correspondientes dentro del ácido 
nucleico que codifica el sitio de unión (véase, p. ej., la publicación estadounidense n.° 20040132028). La ubicación 
de las posiciones de aminoácidos se puede identificar mediante la investigación de la estructura de cristal del sitio de 
unión en complejo con la molécula diana. Las posiciones candidatas para la aleatorización incluyen bucles, 50 
superficies planas, hélices y cavidades de unión del sitio de unión. En ciertas realizaciones, los aminoácidos dentro 
del sitio de unión que son probables candidatos para la diversificación se pueden identificar mediante técnicas 
conocidas en la técnica. Después de la aleatorización, la biblioteca diversificada a continuación se puede someter a 
un procedimiento de selección o barrido para obtener moléculas de unión con las características de unión deseadas, 
p. ej., unión específica a plaquetas usando métodos conocidos en la técnica. La selección se puede lograr mediante 55 
métodos reconocidos en la técnica tales como visualización en fago, visualización en levadura o visualización en 
ribosoma. En una realización, las moléculas conocidas en la técnica que se unen a plaquetas se pueden emplear en 
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las construcciones de la invención. Por ejemplo, se pueden usar péptidos que se unen a GPIba según se describen 
en la técnica (p. ej., PS4, 0S1 o 0S2) (Benard et al. 2008. Biochemistry 47:4674-4682). 

III. Preparación de polipéptidos 

Existe una variedad de métodos disponibles para producir un polipéptido de la invención. En una realización, la 
invención se refiere a una construcción de ácido nucleico que comprende una secuencia de ácido nucleico que 5 
codifica una molécula polipeptídica de la invención. Se entenderá que, debido a la degeneración del código, una 
variedad de secuencias de ácido nucleico codificará la secuencia de aminoácidos del polipéptido. El polinucleótido 
deseado se puede producir mediante síntesis de ADN en fase sólida de novo o mediante mutagénesis por PCR de 
un polinucleótido preparado anteriormente que codifica el polipéptido diana. 

Los ácidos nucleicos que codifican una molécula biológicamente activa se pueden sintetizar sin inconvenientes 10 
mediante técnicas recombinantes conocidas en la técnica. Alternativamente, los péptidos en sí se pueden sintetizar 
químicamente. Los ácidos nucleicos de la invención se pueden sintetizar mediante métodos estándares 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 oligonucleótidos de fosforotioato 
mediante el método de Stein et al. 1988, Nucl. Acids Res. 16:3209, se pueden preparar oligonucleótidos de 15 
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 síntesis de ácido nucleico en la 
técnica. (véase, p. ej., las patentes estadounidenses núms. 6.015.881; 6.281.331; 6.469.136). 

Los métodos para enlazar restos biológicamente activos deseados, ya sea derivados de anticuerpos u otras 
moléculas, con cóntigos scFc escindibles se conocen en la técnica. 20 

La mutagénesis mediada por oligonucleótidos es un método para preparar una sustitución, inserción dentro del 
marco o alteración (p. ej., codón alterado) para introducir un codón que codifica una sustitución de aminoácido (p. ej., 
en un resto variante de Fc). Por ejemplo, el ADN polipeptídico de partida se altera al hibridar un oligonucleótido que 
codifica la mutación deseada con una plantilla de ADN monocatenario. Después de la hibridación, se usa una ADN 
polimerasa para sintetizar una segunda cadena complementaria entera de la plantilla que incorpora el cebador de 25 
oligonucleótido. En una realización, la manipulación genética, p. ej., mutagénesis por PCR basada en cebador, es 
suficiente para incorporar una alteración, según se define en la presente memoria, para producir un polinucleótido 
que codifica un polipéptido de la invención. 

Para la producción recombinante, una secuencia polinucleotídica que codifica el polipéptido se inserta en un 
vehículo de expresión adecuado, es decir, un vector que contiene los elementos necesarios para la transcripción y 30 
traducción de la secuencia codificante insertada o, en el caso de un vector vírico de ARN, los elementos necesarios 
para la replicación y traducción. 

En una realización, una molécula de ácido nucleico que codifica la proteína se inserta en el vector en un marco de 
lectura adecuado. El vector de expresión a continuación se transfecta a una célula diana adecuada que expresará el 
polipéptido. Las técnicas de transfección conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a, precipitación de 35 
fosfato cálcico (Wigler et al. 1978, Célula 14 : 725) y electroporación (Neumann et al. 1982, EMBO, J. 1 : 841). Se 
puede usar una variedad de sistemas de hospedante-vector de expresión para expresar las proteínas descritas en la 
presente memoria en células eucariotas. En una realización, la célula eucariota es una célula animal, incluidas 
células de mamíferos (p. ej., las células 293, PerC6, CHO, BHK, Cos, células HeLa). Cuando la proteína se expresa 
en una célula eucariota, el ADN que codifica la proteína también puede codificar una secuencia señal que permitirá 40 
que se secrete la proteína. Un experto en la técnica entenderá que mientras la proteína se traduce, la célula escinde 
la secuencia señal para formar la proteína madura. Se conocen diversas secuencias señal en la técnica, p. ej., 
secuencia señal de factor Vll natural, secuencia señal de factor IX natural y la secuencia señal de cadena ligera de 
IgK de ratón. Alternativamente, cuando no se incluye una secuencia señal, la proteína se puede recuperar mediante 
lisis de las células. 45 

La proteína de la invención 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 extraño 
en su genoma. Debido a que este gen está presente en tejidos de línea germinal, pasa del genitor al descendiente. 
Los genes exógenos 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 50 
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 expresión pueden codificar etiquetas que permiten la fácil purificación o identificación de la proteína 55 
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 proteína descrita en la presente memoria se puede ligar en 
el vector dentro del marco con la región codificante lac z para que se produzca una proteína híbrida; se pueden usar 
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vectores pGEX para expresar proteínas con una etiqueta glutatión S-transferasa (GST). Estas proteínas 
normalmente son solubles y se pueden purificar sin inconvenientes a partir de las células mediante adsorción en 
perlas de glutatión-agarosa y posterior elución en presencia de glutatión libre. Los vectores incluyen sitios de 
escisión (p. ej., PreCission Protease (Pharmacia, Peapack, N. J.)) para retirar con facilidad la etiqueta después de la 
purificación. 5 

A los efectos de la presente invención, se pueden emplear numerosos sistemas de vector de expresión. Estos 
vectores de expresión típicamente son replicables en organismos hospedantes como episomas o como una parte 
integral del ADN cromosómico del hospedante. Los vectores de expresión pueden incluir secuencias de control de la 
expresión que incluyen, pero no se limitan a, promotores (p. ej., promotores asociados naturalmente o heterólogos), 
potenciadores, secuencias de señal, señales de empalme, elementos potenciadores y secuencias de terminación de 10 
la transcripción. Preferiblemente, las secuencias de control de la expresión son sistemas promotores eucariotas en 
vectores capaces de transformar o transfectar células hospedantes eucariotas. Los vectores de expresión 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 MOMLV), 
citomegalovirus (CMV) o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistrónicos con sitios de unión a ribosoma 15 
internos. 

Comúnmente, los vectores de expresión contienen marcadores de selección (p. ej., para resistencia a la ampicilina, 
resistencia a la higromicina, resistencia a la tetraciclina o resistencia a la neomicina) para permitir la detección de las 
células transformadas con las secuencias de ADN deseadas (véase, p. ej., 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 20 
más marcadores que permiten la selección de células hospedantes transfectadas. El marcador puede proporcionar 
prototrofia a un hospedante auxótrofo, resistencia biocida (p. ej., antibióticos) 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 cotransformación. 

Un vector de expresión ilustrativo es NEOSPLA (patente estadounidense n.° 6.159.730). Este vector contiene el 25 
promotor/potenciador de citomegalovirus, el promotor principal de beta globina de ratón, el origen de replicación de 
SV40, la secuencia de poliadenilación de la hormona de crecimiento bovina, el exón 1 y el exón 2 de neomicina 
fosfotransferasa, el gen de dihidrofolato reductasa y la secuencia líder. Se halló que este vector resulta en un nivel 
de expresión muy alto de anticuerpos tras la incorporación de genes de región variable y constante, transfección en 
células, posterior selección en medio que contiene G418 y amplificación con metotrexato. También se describen 30 
sistemas de vectores en las patentes estadounidenses núms. 5.736.137 y 5.658.570. Este sistema proporciona 
niveles de expresión altos, p. ej., >30 pg/célula/día. Otros sistemas de vectores ilustrativos se describen, p. ej., en la 
patente estadounidense n.° 6.413.777. 

En otras realizaciones, los polipéptidos de la invención se pueden expresar usando construcciones policistrónicas. 
En estos sistemas de expresión, se pueden producir múltiples productos génicos de interés tales como múltiples 35 
polipéptidos de proteína de unión a multímero a partir de una construcción policistrónica 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 invención en células hospedantes eucariotas. Las secuencias de 
IRES compatibles se describe en la patente estadounidense n.° 6.193.980 Los expertos en la técnica apreciarán que 
dichos sistemas de expresión se pueden usar para producir de manera eficaz una gama completa de polipéptidos 40 
descritos en la presente solicitud. 

Más generalmente, después de que se ha preparado el vector o secuencia de ADN que codifica un polipéptido, el 
vector de expresión se puede introducir en una célula hospedante adecuada. Es decir, las células hospedantes se 
pueden transformar. La introducción del plásmido 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, transfección 45 
(incluidas electroforesis y electroporación), fusión con protoplasto, precipitación de fosfato cálcico, fusión celular con 
ADN encapsulado, microinyección e infección con virus intacto. Véase, Ridgway, A. A. G. "Mammalian Expression 
Vectors", capítulo 24.2, págs. 470-472 Vectors, Rodriguez y Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988). Lo 
más preferiblemente, la introducción del plásmido en el hospedante es a través de electroporación. Las células 
transformadas se cultivan en condiciones adecuadas para la producción de las cadenas ligeras y cadenas pesadas, 50 
y se someten a ensayo para la síntesis de proteína de cadena pesada y/o ligera. Las técnicas de ensayo ilustrativas 
incluyen ensayo de inmunoadsorción enzimática (ELISA, por sus siglas en inglés), radioinmunoensayo (RIA, por sus 
siglas en inglés) o análisis de clasificación celular activada por fluorescencia (FACS, por sus siglas en inglés), 
inmunohistoquímica y similares. 

Según se usa en la presente memoria, el término "transformación" se usará en sentido amplio para hacer referencia 55 
a la introducción 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 heterólogo. En descripciones de 
procesos para el aislamiento de polipéptidos a partir de hospedantes recombinantes, los términos "célula" y "cultivo 60 
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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 recuperación 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 línea celular hospedante usada para la expresión de la proteína es lo más preferiblemente de origen mamífero; 5 
se reconoce que los expertos en la técnica tienen la capacidad de determinar preferencialmente las líneas celulares 
hospedantes particulares que son más adecuadas para el producto génico deseado que se va a expresar en ellas. 
Las líneas celulares hospedantes ilustrativas incluyen, pero no se limitan a, CHO, p. ej., DG44 y DUXB11 (líneas de 
ovario de hámster chinp, DHFR menos), HELA (carcinoma de cuello de útero humano), CVI (línea de riñón de mono), 
COS (un derivado de CVI con antígeno T de SV40), R1610 (fibroblasto de hámster chino) BALBC/3T3 (fibroblasto de 10 
ratón), HAK (línea de riñón de hámster), SP2/O (mieloma de ratón), P3.times.63-Ag3.653 (mieloma de ratón), BFA-
1c1BPT (células endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos humanos), PerC6 y 293 (riñón humano). Las líneas celulares 
hospedantes típicamente están disponibles en servicios comerciales, la colección de cultivos tisulares 
estadounidense o en la literatura publicada. 

En una realización, una célula hospedante expresa endógenamente una enzima (o las enzimas) necesaria para 15 
escindir el enlazador polipeptídico (L) durante el procesamiento para formar el polipéptido maduro. Durante este 
procesamiento, el enlazador polipeptídico (L) se elimina sustancialmente para reducir la presencia de aminoácidos 
extraños. En otra realización de la invención, una célula hospedante se transforma para expresar una o más 
enzimas que son heterólogas o exógenas con respecto a la célula de manera que se produce o mejorar el 
procesamiento del enlazador polipeptídico (L). 20 

En una realización, una enzima que se puede expresar endógenamente o exógenamente a partir de una célula es 
un miembro de la familia furina de enzimas. El ADNc y las secuencias de aminoácidos 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 coexpresión de 25 
PACE con un polipéptido precursor de sustrato de una proteína heteróloga para mejorar la expresión de la proteína 
heteróloga 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 coexpresión de furina con un polipéptido precursor de sustrato de una proteína 
heteróloga para mejorar la expresión de la proteína heteróloga madura, activa. Los posibles precursores de sustrato 30 
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 mamífera/ subtilisina/proproteína convertasa (PC) similar a Kex2p, además 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 características estructurales generales 
conservadas, difieren en su distribución en el tejido, ubicación subcelular, especificidades de escisión y sustratos 35 
preferidos. Para acceder a un informe, véase Nakayama K (1997) Biochem J. 327:625-35. De manera similar a 
PACE, estas proproteína convertasas generalmente incluyen, comenzando desde el extremo amínico, un péptido 
señal, un propéptido (que se puede escindir autocatalíticamente), un dominio catalítico 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 catalítica y se caracteriza por una secuencia Arg-Gly-Asp (RGD). PACE, PACE4 y PC5 también incluyen 40 
un dominio rico en Cys, cuya función es desconocida. Además, PC5 tiene isoformas con y sin un dominio 
transmembranario; estas isoformas diferentes se conocen como PC5B y PC5A, respectivamente. La comparación 
entre la secuencia de aminoácidos del dominio catalítico de PACE y las secuencias de aminoácidos de los dominios 
catalíticos de otros miembros de esta familia de proproteína 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 45 
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 nucleótidos y 50 
aminoácidos para PC7 humano y la notable capacidad de PC7, en comparación con otros miembros de la familia PC, 
para escindir gp160 a gp120 y gp41 de VIH. 

Las secuencias de nucleótidos y aminoácidos 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 nucleótidos y 55 
aminoácidos para PC5A humano, la isoforma sin el dominio transmembranario (véase, p. ej., las patentes 
estadounidenses 7.795.400 y 7.566.595). 

E11738539
24-07-2019ES 2 739 503 T3

 



41 

Los genes que codifican los polipéptidos de la invención también se pueden expresar en células que no son de 
mamífero, tales como células de bacterias o levadura o planta. En este sentido, se apreciará que se pueden 
transformar también diversos microorganismos no mamíferos unicelulares tales como bacterias; es decir, aquellos 
capaces de cultivarse en cultivos o fermentación. Las bacterias, que son susceptibles de transformación, incluyen 
miembros de enterobacteriaceae, tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tal como Bacillus 5 
subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y Haemophilus influenzae. Se apreciará, además, que, cuando se expresan 
en bacterias, los polipéptidos típicamente se convierten en parte de cuerpos de inclusión. Los polipéptidos se 
pueden aislar, purificar y después ensamblar en moléculas funcionales. 

Además de los microbios procariotas, también se pueden usar eucariotas. Saccharomyces cerevisiae, o la levadura 
de panadería común, es la más usada comúnmente entre los microrganismos eucariotas, aunque existen varias 10 
otras cepas comúnmente disponibles. Para la expresión en Saccharomyces, se usa comúnmente el plásmido 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 plásmido ya contiene el gen TRP1 que proporciona un marcador de selección para una cepa 
mutante de levadura que carece de capacidad para crecer en triptófano, por ejemplo, n.° de ATCC 44076 o PEP4-1 
(Jones, Genetics, 85:12 (1977)). La presencia de la lesión trpl como característica del genoma de la célula 15 
hospedante de levadura proporciona después un entorno eficaz para detectar la transformación por cultivo en 
ausencia de triptófano. Se pueden emplear también otros hospedantes de levadura como Pichia. Se desean 
vectores de expresión de levadura que tengan secuencias de control de la expresión (p. ej., promotores), un origen 
de replicación, secuencias de terminación y similares. Los promotores típicos incluyen 3-fosfoglicerato cinasa y otras 
enzimas glicolíticas. Los promotores de levadura inducibles incluyen, entre otros, promotores de alcohol 20 
deshidrogenasa, isocitocromo C y enzimas responsables del uso de metanol, maltosa y galactosa. 

Alternativamente, las secuencias de nucleótidos que codifican el polipéptido se pueden incorporar en transgenes 
para la introducción en el genoma de un animal transgénico y la posterior expresión 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 25 
potenciador de un gen específico de glándula mamaria, tal como caseína o beta lactoglobulina. 

La producción in vitro permite la ampliación para proporcionar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Las 
técnicas para el cultivo de células de mamíferos en condiciones de cultivo de tejido se conocen en la técnica e 
incluyen cultivo en suspensión homogénea, p. ej., en un reactor de agitación por aire o en un reactor de agitación 
continua, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, p. ej., en fibras huecas, microcápsulas, sobre microperlas de 30 
agarosa o cartuchos de cerámica. Si se necesita y/o desea, las disoluciones de polipéptidos se pueden purificar 
mediante los métodos de cromatografía habituales, por ejemplo, filtración en gel, cromatografía de intercambio 
iónico, cromatografía sobre DEAE-celulosa o cromatografía de (inmuno-)afinidad, p. ej., después de la biosíntesis 
preferencial de un polipéptido de región bisagra sintético o antes o después de la etapa de cromatografía HIC 
descrita en la presente memoria. Una secuencia etiqueta de afinidad (p. ej., una etiqueta His(6)) se puede acoplar o 35 
incluir opcionalmente dentro de la secuencia polipeptídica para facilitar la purificación posterior. 

En una realización, una célula hospedante de la invención puede comprender una construcción genética que 
codifica un polipéptido scFc y una o más enzimas que pueden escindir un enlazador cscFc (L). La construcción y 
la(s) enzima(s) se pueden expresar usando un vector simple o dos vectores. Cuando los polipéptidos se clonan en 
vectores de expresión separados, los vectores se cotransfectan para obtener la expresión y ensamblaje de proteínas 40 
enteras intactas. 

Los métodos objeto resultan en una población de proteínas maduras que está sustancialmente enriquecida con la 
proteína madura de dos cadenas heterodimérica deseada en comparación con métodos de la técnica anterior. En 
una realización, una composición de polipéptido maduro de la descripción carece sustancialmente de no procesado 
(es decir, formas de cadena simple del polipéptido). En una realización, el medio de cultivo celular en el que las 45 
células hospedantes que expresan los polipéptidos de la invención comprenden una población de polipéptidos que 
carece sustancialmente de forma no procesada (es decir, formas de cadena simple) del polipéptido, lo que simplifica 
la purificación. En otra realización, el medio de cultivo celular en el que las células hospedantes que expresan los 
polipéptidos de la invención comprenden una población de polipéptidos que está enriquecida con formas activas de 
una forma biológicamente activa de una molécula. Por ejemplo, en una realización, la expresión de un polipéptido 50 
heterodimérico de la invención usando un enlazador cscFc permite la expresión de formas activas de moléculas, p. 
ej., factores de coagulación, sin la necesidad de activarlos en una etapa adicional. 

Después de expresada, la proteína de dos cadenas madura se puede purificar según procedimientos estándares de 
la técnica, incluida precipitación de sulfato de amonio, cromatografía en columna de afinidad, purificación por HPLC, 
electroforesis en gel y similares (véase generalmente Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., (1982)). Se 55 
prefieren las proteínas sustancialmente puras con al menos aproximadamente 90 a 95 % de homogeneidad y, lo 
más preferible es 98 a 99 % o más de homogeneidad, para usos farmacéuticos. 

La producción in vitro permite la ampliación para proporcionar grandes cantidades de los polipéptidos alterados 
deseados de la invención. Las técnicas para el cultivo de células de mamíferos en condiciones de cultivo de tejido se 
conocen en la técnica e incluyen cultivo en suspensión homogénea, p. ej., en un reactor de agitación por aire o en 60 
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un reactor de agitación continua, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, p. ej., en fibras huecas, microcápsulas, 
sobre microperlas de agarosa o cartuchos de cerámica. Si se necesita y/o desea, las disoluciones de polipéptidos se 
pueden purificar mediante los métodos de cromatografía habituales, por ejemplo, filtración en gel, cromatografía de 
intercambio iónico, cromatografía de interacción hidrófoba (HIC, por sus siglas en inglés), cromatografía sobre 
DEAE-celulosa o cromatografía de afinidad. 5 

IV. Purificación de polipéptidos 

En una instancia, la descripción se refiere a un método para la purificación de moléculas de polipéptido maduro de la 
descripción que se expresan con cadena doble (es decir, diméricas) que comprenden una región Fc que no es Fc 
genéticamente fusionada. Dichas moléculas se pueden separar de las moléculas no procesadas que comprenden 
una región Fc genéticamente fusionada, así como de otros contaminantes. Los métodos para la purificación se 10 
conocen en la técnica e incluyen, p. ej., cromatografía de exclusión por tamaño, columna de filtración en gel, SDS-
PAGE, etc. La descripción también se refiere a poblaciones purificadas de moléculas de cadena doble. 

V. Etiquetado o conjugación de restos funcionales con polipéptidos 

Los polipéptidos de la presente invención se pueden usar en forma no conjugada o se pueden conjugar con al 
menos uno de una variedad de restos funcionales, p. ej., para facilitar la detección de la diana o para generar 15 
imágenes o tratar al paciente. Los polipéptidos de la invención se pueden etiquetar o conjugar antes o después de la 
purificación, cuando se lleva a cabo la purificación. En particular, los polipéptidos de la presente invención se pueden 
conjugar (p. ej., a través de un residuo cisteína manipulado) con un resto funcional. Los restos funcionales se 
acoplan preferiblemente a una porción del polipéptido distinta de un sitio de unión (p. ej., un enlazador polipeptídico 
o un resto Fc de una región Fc genéticamente fusionada (es decir, una región cscFc)). 20 

Los restos funcionales ilustrativos incluyen citotoxinas (tales como radioisótopos, fármacos citotóxicos o toxinas), 
agentes terapéuticos, agentes citostáticos, toxinas biológicas, profármacos, péptidos, proteínas, enzimas, virus, 
lípidos y modificadores de respuesta biológicos, 

VI. Métodos para administrar polipéptidos de la invención 

Los métodos para preparar y administrar polipéptidos de la invención a un sujeto se conocen o los pueden 25 
determinar sin inconvenientes los expertos en la técnica. 

Las composiciones para administración a un sujeto incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden una 
secuencia de nucleótidos que codifica una molécula de la invención ya se procesada o no procesada (para 
aplicaciones de terapia génica), así como moléculas polipeptídicas. 

La vía de administración de los polipéptidos de la invención puede ser oral, parenteral, mediante inhalación o tópica. 30 
El término parenteral, según se usa en la presente memoria, incluye administración intravenosa, intraarterial, 
intraperitoneal, intramuscular, subcutánea, rectal o vaginal. Las formas intravenosa, intraarterial, subcutánea e 
intramuscular de administración parenteral se prefieren generalmente. Aunque todas estas formas de administración 
están claramente contempladas dentro del alcance de la descripción, una forma de administración sería una 
disolución para inyección, en particular, inyección intravenosa o intraarterial o infusión intravenosa. Normalmente, 35 
una composición farmacéutica adecuada para inyección puede comprender un tampón (p. ej., tampón de acetato, 
fosfato o citrato), a tensioactivo (p. ej., polisorbato), opcionalmente, un agente estabilizador (p. ej., albúmina 
humana), etc. Sin embargo, en otros métodos compatibles con las enseñanzas en la presente memoria, los 
polipéptidos se pueden suministrar directamente al sitio de la población celular adversa y aumentar, de esta manera, 
la exposición del tejido enfermo al agente terapéutico. 40 

Las preparaciones para administración parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no 
acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales, tales como 
aceite de oliva y ésteres orgánicos inyectables, tales como oleato de etilo. Los portadores acuosos incluyen agua, 
disoluciones, emulsiones o suspensiones alcohólicas/acuosas, incluidas disolución salina y medios tamponados. En 
la invención objeto, los portadores farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, tampón de fosfato 45 
0,01-0,1M y, preferiblemente, 0,05M o disolución salina al 0,8 %. Otros vehículos parenterales comunes incluyen 
disoluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro de sodio, aceites de Ringer lactados o fijos. 
Los vehículos 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. 50 

Más particularmente, las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones 
acuosas estériles (cuando solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparación extemporánea de 
disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composición debe ser estéril y debe ser fluida en 
la medida que exista un uso fácil con jeringa. Debe ser estable en las condiciones de fabricación y almacenamiento 
y preferiblemente se conservará contra la acción contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. 55 
El portador puede ser un medio disolvente o dispersión que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. ej., glicerol, 
propilenglicol y polietilenglicol líquido, 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 tamaño de 
partícula necesario en el caso de una dispersión, y mediante el uso de tensioactivos. 

La prevención de la acción de microorganismos se puede lograr mediante diversos agentes antibacterianos y 
antifúngicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, ácido ascórbico, timerosal y similares. En muchos casos, 
será preferible incluir agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o cloruro 5 
de sodio en la composición. Se puede lograr la absorción prolongada de las composiciones inyectables mediante la 
inclusión en la composición de un agente que retarda la absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y 
gelatina. 

En cualquier caso, las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar al incorporar un compuesto activo (p. ej., 
un polipéptido solo o en combinación con otros agentes activos) en la cantidad necesaria en un disolvente adecuado 10 
con uno o una combinación de ingredientes indicados en la presente memoria, según sea necesario, y posterior 
esterilización por filtración. Generalmente, las dispersiones se preparan al incorporar el compuesto activo en un 
vehículo estéril, que contiene un medio de dispersión básico y los otros ingredientes necesarios de aquellos 
indicados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparación de disoluciones inyectables estériles, los 
métodos preferidos de preparación son secado al vacío y liofilización, que proporciona un polvo de un ingrediente 15 
activo más cualquier ingrediente deseado adicional a partir de una disolución previamente esterilizada por filtración 
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 según métodos conocidos en la técnica. Además, 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. 20 

Dichos artículos de fabricación preferiblemente tendrán etiquetas o prospectos del envase que indican que las 
composiciones asociados son útiles para tratar a un sujeto que padece o tiene predisposición a trastornos 
autoinmunitarios o neoplásicos. 

Las dosis eficaces de las composiciones de la presente invención para el tratamiento de afecciones varían 
dependiendo de muchos factores diferentes, incluidos medios de administración, sitio diana, estado fisiológico del 25 
paciente, si el paciente es un ser humano o un animal, otros medicamentos administrados y si el tratamiento es 
profiláctico o terapéutico. Normalmente, el paciente es un ser humano, pero también se pueden tratar mamíferos no 
humanos incluidos mamíferos 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 biológicamente activo (p. ej., que comprende FIX) puede variar de 30 
aproximadamente 25 a 100 UI/kg, p. ej., 0,417 mg/kg a 1,67 mg/kg. En otra instancia, la dosis de un resto 
biológicamente activo (p. ej., que comprende FVIII) puede variar de aproximadamente 25 a 65 UI/kg, p. ej., 0,003125 
mg/kg a 0,008125 mg/kg. En otra instancia, la dosis de un resto biológicamente activo (p. ej., 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 dosificación puede variar, p. ej., de aproximadamente 1000 ug/kg a 0,1 ng/kg de peso corporal. 35 
En una instancia, el intervalo de dosificación es 1 ug/kg a 100 ug/kg. En otra instancia, las dosis pueden variar de 
0,0001 a 100 mg/kg y, más 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 o 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 40 
alcance de la descripción. Se pueden administrar dichas dosis a los sujetos diariamente, en días alternantes, 
semanalmente o según cualquier otro régimen determinado por análisis empírico. Un tratamiento ilustrativo implica 
la administración en múltiples dosificaciones a lo largo de un período prolongado, por ejemplo, de al menos seis 
meses. En una instancia, los regímenes de tratamiento ilustrativos adicionales implican la administración una vez 
cada dos semanas o una vez al mes o una vez cada 3 a 6 meses. Los regímenes de dosificación ilustrativos 45 
incluyen 1-10 mg/kg o 15 mg/kg en días consecutivos, 30 mg/kg en días alternos o 60 mg/kg semanalmente. En 
algunos métodos, se administran dos o más polipéptidos con diferentes especificidades de unión simultáneamente, 
en tal caso la dosificación de cada polipéptido administrado está dentro de los intervalos indicados. 

Los polipéptidos de la invención se pueden administrar en múltiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones 
simples pueden semanalmente, mensualmente o anualmente. Los intervalos pueden ser también irregulares según 50 
la indicación al medir los niveles sanguíneos del polipéptido modificado o antígeno en el paciente. En algunos 
métodos, la dosificación se ajusta para lograr una concentración de polipéptido modificado en plasma de 1-1000 
µg/ml y, en algunos métodos, 25-300 µg/ml. Alternativamente, los polipéptidos se pueden administrar como una 
formulación de liberación sostenida, en tal caso, se requieren una administración menos frecuente. La dosificación y 
frecuencia varían dependiendo de la semivida del polipéptido en el paciente. 55 

La dosificación y frecuencia de administración pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profiláctico o 
terapéutico. En aplicaciones profilácticas, las composiciones que contienen los polipéptidos de la invención o un 
cóctel de estos se administran a un paciente que todavía no padece la enfermedad para potencia la resistencia del 

E11738539
24-07-2019ES 2 739 503 T3

 



44 

paciente o reducir los síntomas asociados con una enfermedad o trastorno. Dicha cantidad se define como "una 
dosis eficaz profiláctica". En aplicaciones terapéuticas, a veces se requiere una dosificación relativamente alta (p. ej., 
de aproximadamente 1 a 400 mg/kg de polipéptido por dosis, con dosificaciones de 5 a 25 mg como las más 
comúnmente usadas para radioinmunoconjugados y dosis más altas para polipéptidos modificados por citotoxina-
fármaco) en intervalos relativamente cortos hasta que la progresión de la enfermedad se reduce o termina y, 5 
preferiblemente, hasta que el paciente exhibe una mejora parcial o completa de los síntomas de la enfermedad. A 
continuación, se pueden administrar un régimen profiláctico al paciente. 

Los polipéptidos de la invención se pueden administrar opcionalmente en combinación con otros agentes que son 
eficaces para tratar el trastorno o afección que necesita tratamiento (p. ej., profiláctico o terapéutico). 

Aunque los polipéptidos de la invención se pueden administrar según se describió inmediatamente atrás, se debe 10 
enfatizar que, en otra instancia, los polipéptidos se pueden administrar de cualquier otra manera a pacientes sanos 
como tratamiento de primera línea. 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 están experimentando. Según 
se usa en la presente memoria, la administración de polipéptidos de la invención en conjunto o combinación con un 
tratamiento adjunto significa la administración o aplicación secuencial, simultánea, coextensiva, concurrente, 15 
concomitante o contemporánea del tratamiento y los polipéptidos descritos. Los expertos en la técnica apreciarán 
que la administración o aplicación de los diversos componentes del régimen terapéutico combinado se puede 
cronometrar para potenciar la eficacia general del tratamiento. Por ejemplo, los agentes quimioterapéuticos o 
biológicos se podrían administrar en ciclos de tratamiento estándares, conocidos junto con las moléculas objeto. Un 
experto en la técnica (p. ej., un médico) podría ser capaz de discernir sin inconvenientes los regímenes terapéuticos 20 
combinados eficaces sin experimentación indebida en función del tratamiento adjunto seleccionado y las 
enseñanzas de la presente memoria descriptiva. 

En este sentido, se apreciará que la combinación 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 25 
polipéptidos de la presente invención se administrarán a pacientes que se sometieron a quimioterapia anteriormente. 
En otras instancias, los polipéptidos y el tratamiento quimioterapéutico se administrarán sustancialmente de manera 
simultánea o concurrente. Por ejemplo, se puede suministrar al paciente el polipéptido mientras recibe un ciclo de 
quimioterapia. En instancias preferidas, el polipéptido se administrará después de 1 año de cualquier agente o 
tratamiento. En otras instancias preferidas, el polipéptido se administrará después de 10, 8, 6, 4 o 2 meses de 30 
cualquier agente o tratamiento. En aún otras instancias preferidas, el polipéptido se administrará después de 4, 3, 2 
o 1 semana de cualquier agente o tratamiento. En aún otras instancias, el polipéptido se administrará después de 5, 
4, 3, 2 o 1 día de cualquier agente o tratamiento. Se apreciará, además, que los dos agentes o tratamientos se 
pueden administrar a un paciente después de horas o minutos (es decir, sustancialmente de manera simultánea). 

En una instancia, un polipéptido de la invención se puede administrar como una molécula de ácido nucleico. Las 35 
moléculas de ácido nucleico se pueden administrar usando técnicas conocidas en la técnica, que incluyen a través 
de un vector, plásmido, liposoma, inyección de ADN, electroporación, pistola génica, inyección intravenosa o infusión 
en la arteria hepática. En la técnica se conocen vectores para su uso en terapia génica. 

Se apreciará, además, que las moléculas de la presente invención se pueden usar en conjunto o combinación con 
un agente o agentes (p. ej., para proporcionar un régimen terapéutico combinado). Los agentes ilustrativos con los 40 
cuales se puede combinar una molécula de la invención incluyen agentes que representan el tratamiento de 
referencia actual para un trastorno particular que se está tratando. Dichos agentes pueden ser de naturaleza química 
o biológica. El término "biológico" o "agente biológico" se refiere a cualquier agente farmacéuticamente activo hecho 
a partir de organismos vivos y/o sus productos que está previsto para uso como un agente terapéutico. 

La cantidad de agente para usar en combinación con los polipéptidos de la presente invención puede variar según el 45 
sujeto o se puede administrar según 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. 

Según se describió anteriormente, los polipéptidos de la presente invención se pueden administrar en una cantidad 50 
farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de trastornos de mamíferos. En este sentido, se apreciará que 
la molécula de la invención se puede formular para facilitar la administración y promover la estabilidad del agente 
activo. Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas según la presente invención comprenden un portador 
farmacéuticamente aceptable, no tóxico, estéril tal como disolución salina fisiológica, tampones no tóxicos, 
conservantes y similares. A los efectos de la presente solicitud, una cantidad farmacéuticamente eficaz de un 55 
polipéptido de la invención, conjugado o no conjugado con un agente terapéutico, se considerará que significa una 
cantidad suficiente para lograr un beneficio, p. ej., para mejorar los síntomas de una enfermedad o trastorno o para 
detectar una sustancia o una célula. Es evidente que las composiciones farmacéuticas de la presente invención se 
pueden administrar en dosis simples o múltiples para proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del 
polipéptido. 60 
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Los polipéptidos de la invención tienen muchos usos como reconocerá un experto en la técnica, que incluyen, pero 
no se limitan a, métodos para tratar a un sujeto con una enfermedad o afección. Al mantenerse dentro del alcance 
de la presente descripción, la molécula de la invención se puede administrar a una humano u otro animal según los 
métodos de tratamiento mencionados anteriormente en una cantidad suficiente para producir un efecto terapéutico o 
profiláctico. Se entenderá que el tipo de trastornos que se pueden tratar depende del resto biológicamente activo 5 
presente en el polipéptido y los efectos biológicos conocidos del resto biológicamente activo. Dada la naturaleza 
modular de los polipéptidos descritos, los expertos en la técnica pueden seleccionar los restos biológicamente 
activos y colocarse en un cóntigo scFc con un enlazador cscFc según la invención reivindicada. 

En una instancia, cuando el polipéptido comprende un factor de coagulación como resto biológicamente activo, la 
descripción se refiere a un método para tratar a un sujeto que tiene un trastorno hemostático que comprende 10 
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno polipéptido de la invención. 

Los polipéptidos de la invención que comprenden un factor de coagulación se pueden usar para tratar o prevenir un 
trastorno hemostático al promover la formación de un coágulo de fibrina. Los polipéptidos de la invención se pueden 
usar para tratar trastornos hemostáticos, p. ej., los que se sabe que se pueden tratar con el factor de coagulación 
particular presente en el polipéptido. Los trastornos hemostáticos que se pueden tratar mediante la administración 15 
de la proteína quimérica de la invención incluyen, pero no se limitan a hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de Von 
Willebrand, carencia de factor XI (carencia de PTA), carencia de Factor XII, así como carencias o anomalías 
estructurales en fibrinógeno, protrombina, Factor V, Factor VII, Factor X o Factor XIII. 

En una realización, el trastorno hemostático es un trastorno hereditario. En una realización, el sujeto tiene hemofilia 
A, y los polipéptidos comprenden Factor VII o Factor VIIa. En otra realización, el sujeto tiene hemofilia A y la proteína 20 
quimérica comprende Factor VII o Factor VIIIa. En otra realización, el sujeto tiene hemofilia B y la proteína quimérica 
comprende Factor X o Factor IXa. En otra realización, el sujeto tiene hemofilia B y los polipéptidos comprenden 
Factor VII o Factor VIIIa. En otra realización, el sujeto tiene anticuerpos inhibidores para el Factor VII o Factor VIIa y 
los polipéptidos comprenden el Factor VII o Factor VIIa. En aún otra realización, el sujeto tiene anticuerpos 
inhibidores contra el Factor IX o Factor IXa y los polipéptidos comprenden el Factor VII o Factor VIIa. 25 

Los polipéptidos de la invención se pueden usar para tratar profilácticamente a un sujeto con un trastorno 
hemostático. Los polipéptidos de la invención se pueden usar para tratar un episodio hemorrágico agudo en un 
sujeto con un trastorno hemostático. 

En una realización, el trastorno hemostático es el resultado de una carencia de un factor de coagulación, p. ej., 
Factor IX, Factor VIII. En otra realización, el trastorno hemostático puede ser el resultado de un factor de 30 
coagulación defectuoso. 

En otra realización, el trastorno hemostático puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar 
de una enfermedad o afección secundaria subyacente. La afección no relacionada puede ser, por ejemplo, pero sin 
limitarse a, cáncer, 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 35 
cáncer). 

La descripción también se refiere a métodos para tratar a un sujeto que no tiene un trastorno hemostático ni una 
enfermedad o afección secundaria que resulta en la adquisición de un trastorno hemostático. Por lo tanto, la 
descripción se refiere a un método para tratar a un sujeto que necesita un agente hemostático general que 
comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de al menos uno polipéptido de la invención. Por 40 
ejemplo, en una instancia, el sujeto que necesita un agente hemostático general se está sometiendo o está a punto 
de someterse a una cirugía. Los polipéptidos de la invención se pueden administrar antes o después de la cirugía 
como un profiláctico. Los polipéptidos de la invención se pueden administrar durante o después de la cirugía para 
controlar un episodio hemorrágico agudo. La cirugía puede incluir, pero no se limita a, trasplante de hígado, 
extirpación de hígado o trasplante de célula madre. 45 

En otra instancia, los polipéptidos de la invención se pueden usar para tratar a un sujeto que padece un episodio 
hemorrágico agudo que no tiene un trastorno hemostático. El episodio hemorrágico agudo puede resultar de un 
traumatismo grave, p. ej., cirugía, accidente automovilístico, herida, laceración por arma de fuego o cualquier otro 
evento traumático que resulta en una hemorragia descontrolada. 

La presente invención se ilustra adicionalmente mediante los siguientes ejemplos que no se deben interpretar como 50 
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: Clonación de pSYN-FVII-024 55 
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La secuencia codificante de FVII se obtuvo mediante transcripción inversa acoplada a reacción en cadena de la 
polimerasa a partir de una biblioteca de ARNm de hígado humano (Ambion, Austin, Texas) usando los siguientes 
cebadores:  

FVII-F1 

GGGAATGTCAACAGGCAGGG (SEQ ID NO: 41) 5 

FVII-R1 

CTTGGCTTTCTCTCCACAGGC (SEQ ID NO:42) 

Se llevó a cabo una reacción de 50 µl con 10 pmol de cada cebador usando la RT-PCR Superscript One-step con el 
sistema Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) según el protocolo estándar del fabricante en un termociclador MJ. 
El ciclo usado fue 50 °C durante 30 minutos para la transcripción inversa con posterior desnaturalización a 94 °C 10 
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 tamaño de banda esperado (~1400 bp) se purificó en gel con kit de Gel Extraction (Qiagen, 
Valencia, Calif.) y se clonó en pCR2.1 TOPO usando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) para 
producir el plásmido intermediario pSYN-FVII-001. Para construir un plásmido para la expresión de un heterodímero 
de FVII-Fc y Fc de dos cadenas, la secuencia codificante de FVII se amplificó por PCR usando los siguientes 15 
cebadores:  

HindIII-Kozak-FVII-F 

CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG (SEQ ID NO: 43) 

BspeI-Fc-FVII-R  

 20 

El cebador directo HmdIII-Kozak-FVII-F agrega un sitio de restricción HindIII seguido por una secuencia Kozak 
inmediatamente antes de la región codificante de FVII. El cebador inverso BspeI-Fc-FVII-R agrega un fragmento de 
la región constante de IgG1 (la región Fc) que comprende los aminoácidos 221-233 (numeración UE). Este proceso 
también incorpora un sitio de restricción BspEI en los aminoácidos 231-233 usando la degeneración del código 
genético para conservar la secuencia de aminoácidos correcta (numeración UE). Se llevó a cabo una reacción de 50 25 
ul con 15 pmol de cada cebador y la plantilla pSYN-FVII-001 usando el sistema Platinum Pfx DNA Polymerase 
según 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 plásmido pSYN-FIX-027 (pBUD 
FIXFc/Fc) se digirió con HindIII y BspEI y la banda del tamaño esperado para el vector (aproximadamente 5800 bp) 
se retiró por purificación del inserto de FIX (tamaño de banda esperado de aproximadamente 1480 bp) con un kit Gel 30 
Extraction (Qiagen, Valencia, Calif.). A continuación, la secuencia de FVII amplificada por PCR se subclonó en los 
sitios HindIII y EcoRI del vector derivados de pSYN-FIX-027 después de retirar el inserto de FIX. Esto generó pSYN-
FVII-002 (pBUD FVIIFc/Fc). A continuación, se agregó un enlazador polipeptídico (GGGGS)6x entre las secuencias 
codificantes de FVII y la región Fc en pSYN-FVII-002 usando los siguientes cebadores:  

FVII-enlazador-F: 35 

CATCCCCAGCACGTACGTCC (SEQ ID NO: 45) 

FVII-enlazador-R:  

 

Fc-enlazador-F: 

GACAAAACTCACACATGCCCACC (SEQ ID NO: 47) 40 

Fc-enlazador-R: 

GCAGAATTCTCATTTACCCGGAG (SEQ ID NO: 48) 

Se llevaron a cabo dos reacciones de PCR de 12 µl con 12 pmol de FVII-enlazador-F y FVII-enlazador-R (reacción 1) 
o Fc-enlazador-F y Fc-enlazador-R (reacción 2) usando el Expand High Fidelity System (Boehringer Mannheim, 
Indianápolis, Ind.) según el protocolo estándar del fabricante en un MJ Thermocycler. La primera y segunda 45 
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reacciones se llevaron a cabo con 1 µg 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 tamaño 
esperado (532 bp para la reacción 1 y 670 bp para la reacción 2) se purificaron en gel con un kit Gel Extraction 
(Qiagen, Valencia, Calif.), después se combinaron en una reacción PCR con 25 pmol de FVII-enlazador-F y Fc-
enlazador-R como antes, pero con 30 pasadas de amplificación. La banda del tamaño esperado (aproximadamente 5 
1200 bp) se purificó en gel con un kit Gel Extraction (Qiagen, Valencia, Calif.) y se digirió con las enzimas de 
restricción KpnI y EcoRI. La banda del tamaño esperado (920 bp) se purificó en gel como antes y se clonó en los 
sitios KpnI/EcoRI de pSYN-FVII-002 para generar pSYN-FVII-003 (pBUD FVIIFc/6x(GGGGS) (SEQ ID NO: 36)/Fc). 

Clonación de pSYN-FVII-024 para expresar un heterodímero de dos cadenas 

Se generó el plásmido (pSYN-FVII-024) para la expresión de un heterodímero de dos cadenas donde una cadena 10 
consiste en la cadena ligera de FVII (residuos 1-152) seguida por un enlazador (GGGGS)6x (SEQ ID NO: 36) 
seguido por la región Fc, mientas que la otra cadena contiene una cadena pesada de FVII (residuos 153 a 406) 
seguida por un enlazador (GGGGS)6x (SEQ ID NO: 36) seguido por la región Fc. El plásmido se diseñó para 
expresar el heterodímero como un polipéptido simple donde el extremo C de la cadena de cadena pesada de FVII-
enlazador-Fc está conectado con el extremo N de la cadena de cadena pesada-enlazador-Fc mediante la siguiente 15 
secuencia polipeptídica: RRRRS-(GGGGS)6x-RKRRKR (SEQ ID NO: 50), donde las secuencias RRRRS (SEQ ID 
NO: 38) y RKRRKR (SEQ ID NO: 39) son sitios de escisión por proproteína convertasa. La escisión intracelular 
mediante proproteína convertasas después de la última Arg en cada sitio de escisión puede resultar en la 
eliminación del enlazador polipeptídico. En consecuencia, las células expresarán un heterodímero de 2 cadenas 
donde la cadena de cadena ligera de FVII-enlazador-Fc tiene una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38) en el extremo 20 
C, pero el resto del enlazador y la secuencia RKRRKR (SEQ ID NO: 39) se han retirado de cualquier otra manera. 
La construcción de pSYN-FVII-024 y diversos plásmidos intermediarios requiere el uso de los siguientes cebadores:  

HindIII-SalI-BpEI-Fc-F 

AGTCAAGCTTGTCGACTCCGGAACTCCTGGGCGGACC (SEQ ID NO: 51) 

BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-R  25 

 

HmdIII-Kozak-FVII-F 

CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG (SEQ ID NO: 43) 

BspEI-Fc-enlazador-FVIILC-R  

 30 

BamHI-2xenlac-pace-HC-F  

 

Fc-EcoRI-R 

ATGTCTGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAGAGG (SEQ ID NO: 55) 

Para generar el primer plásmido intermediario, se llevó a cabo una reacción PCR con 25 pmol de los cebadores 35 
HindIII-SalI-BpEI-Fc-F y BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-R y la plantilla pSYN-Fc-001 usando el Expand High Fidelity 
System (Boehringer Mannheim, Indianápolis, Ind.) según el protocolo estándar 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 tamaño correcto (aproximadamente 730 bp) se purificó en gel como 
anteriormente y se clonó en los sitios HindIII/BamHI del vector pBUDCE4 (Invitrogen, Carlsbad, Calif.), generando 40 
pSYN-FVII-014. La amplificación por PCR con los cebadores HindIII-SalI-BpEI-Fc-F y BamHI-enlazador(PACE1)-Fc-
R generó un fragmento de ADN que codifica una porción de la región Fc (Amino A X-Y) seguida por una secuencia 
RRRRS (SEQ ID NO: 38) y el enlazador polipeptídico (GGGGS)2x (SEQ ID NO: 29). El cebador HindIII-SalI-BpEI-Fc-
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F introduce un sitio de restricción HindIII y SalI 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 últimos 2 residuos del enlazador GGGGS (SEQ ID NO: 56) (residuos GS con codones GGA TCC) 

A continuación, se llevó a cabo otra reacción PCR como anteriormente con los cebadores HindIII-Kozak-FVII-F y 
BspEI-Fc-enlazador-FVIILC-R y la plantilla pSYN-FVII-002 usando las mismas condiciones descritas para la 5 
clonación de pSYN-FVII-014, pero con una temperatura de apareamiento de 57 °C. La banda del tamaño esperado 
(aproximadamente 700 bp) se purificó en gel y se clonó en los sitios HindIII y BspEI de pSYN-FVII-014 para generar 
pSYN-FVII-023. Los cebadores HindIII-Kozak-FVII-F y BspEI-Fc-enlazador-FVIILC-R amplificaron un fragmento de 
ADN que codifica la cadena ligera de FVII seguida por un enlazador polipeptídico (GGGGS)6x (SEQ ID NO: 36) y una 
porción de la región Fc hasta el aminoácido 232 (numeración UE). El cebador HmdIII-Kozak-FVII-F introduce un sitio 10 
de restricción HindIII en el extremo hacia 5' de la molécula seguido por una secuencia Kozak mientras que el 
cebador BspEI-Fc-enlazador-FVIILC-R agrega un sitio BspeI en el extremo hacia 3' de la molécula. 

En la etapa final, se llevó a cabo una reacción 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 reacción PCR generó una molécula de 15 
ADN que codifica un enlazador polipeptídico (GGGGS)2x (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 tamaño esperado (aproximadamente 1600 bp) se clonó en los sitios BamHI y EcoRI de pSYN-FVII-023 para 
generar pSYN-FVII-024. La estructura final de traducción de pSYN-FVII-024 se ilustra en la Figura 1B. 20 

Ejemplo 2. Construcciones heterodiméricas que comprenden FIX-Fc 

Clonación de pSYN-FIX-044 

El plásmido pSYN-FIX-044 se construyó para la expresión de un heterodímero de FIX-Fc y Fc de 2 cadenas 
producido en la célula como una proteína de cadena simple donde la región de ADN codificante de FIX-Fc se enlaza 
con la segunda región codificante Fc mediante un fragmento de ADN que codifica la siguiente secuencia 25 
polipeptídica: RRRRS-(GGGGS)4x-RRRR (SEQ ID NO: 57), donde la secuencia RRRR (SEQ ID NO: 40) es un sitio 
de escisión por proproteína convertasa. Las proproteína convertasas después escinden hacia 5' de la última Arg en 
las secuencias RRRRS (SEQ ID NO: 38) y RRRR (SEQ ID NO: 40) intracelularmente. En consecuencia, las células 
expresan un heterodímero 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 30 
retirado de cualquier otra manera. Con este fin, la síntesis de un fragmento de ADN (Genscript-FIX-044) se tercerizó 
(Genscript, Piscataway, NJ). Este fragmento consistía en una secuencia de ADN que codifica una porción de la 
región Fc de los residuos 231-447 (numeración UE) seguida por una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38) seguida 
por el enlazador polipeptídico (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6) y una secuencia RRRR (SEQ ID NO: 40) antes de otra 
porción de la región Fc (residuos 221-230, numeración UE). La región de ADN que codifica los residuos 231-233 de 35 
la región Fc en 5' de la molécula se superpone con el sitio BspEI, mientras que la región que codifica los residuos 
236-238 de la región Fc en 3' de la molécula incluye un sitio de restricción RsrII. Se diseñó Genscript-FIX-044 para 
que el sitio RsrII de la región Fc hacia 5' y el sitio BspEI de la región Fc hacia 3' se retiraran usando la degeneración 
del código genético para conservar la secuencia de aminoácidos correcta. Se escindió Genscript-FIX-044 con las 
enzimas de restricción BspEI y RsrII y se clonó en los mismos sitios de pSYN-FIX-029 para generar pSYN-FIX-044. 40 
La estructura final de traducción de pSYN-FIX-044 se ilustra en la Figura 1B. 

Ejemplo 3. Construcciones heterodiméricas que comprenden FVII-Fc y MB9-Fc 

Clonación de pSYN-FVII-027 

El plásmido (pSYN-FVII-027) se generó para la expresión del heterodímero FVII-Fc y MB9-Fc, donde MB9 es un 
scFv que se mostró anteriormente que se unía al receptor GPIIb/IIIa en plaquetas activadas. La proteína de pSYN-45 
FVII-027 se expresó en la célula como un polipéptido simple donde el extremo C de la subunidad FVII-Fc está 
enlazado con el extremo N de la subunidad MB9-Fc mediante un enlazador polipeptídico (GGGGS)6x (SEQ ID NO: 
36). Además, las secuencias RRRRS (SEQ ID NO: 38) y RKRRKR (SEQ ID NO: 39) se insertaron en los extremos 5' 
y 3' del enlazador polipeptídico, respectivamente, para la escisión intracelular mediante proproteína convertasas 
después de la última Arg en cada secuencia. En consecuencia, las células expresarán un heterodímero FVII-50 
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 generó una serie de plásmidos intermediarios usando los siguientes cebadores:  

HindIII-SalI-BpsEI-Fc-F 

AGTCAAGCTTGTCGACTCCGGAACTCCTGGGCGGACC (SEQ ID NO: 51) 55 

BamHI-enlazador-Fc-R  
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BclI-Fc-F 

CAGTCTTGATCAGACAAAACTCACACATGCCCACC (SEQ ID NO: 59) 

scFc-EcoRI-R 

ACTGACGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAG (SEQ ID NO: 60) 5 

HmdIII-Kozak-FVII-F: 

CGACAAGCTTGCCGCCACCATGGTCTCCCAGGCCCTCAGG (SEQ ID NO: 43) 

FVII-HC-BspEI-R:  

 

Se llevó a cabo una reacción PCR de 50 ul con 25 pmol de HindIII-SalI-BpEI-Fc-F y BamHI-enlazador-Fc-R y la 10 
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 tamaño esperado (~700 bp) se purificó en gel con un kit Gel Extraction 
(Qiagen, Valencia, Calif.) y se clonó en los sitios de restricción HindIII y BamHI de pBUDCE4 (Invitrogen, Carlsbad, 
Calif.) para generar el intermediario pSYN-FVII-007. Los cebadores HindIII-SalI-BpEI-Fc-F y BamHI-enlazador-Fc-R 
amplifica la región Fc comenzando en el aminoácido 221 (numeración UE) y agregan un HindIII y un sitio de enzima 15 
de restricción SalI inmediatamente antes de la región Fc de sitio, así como un fragmento de ADN que codifican un 
enlazador (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6) seguido por un sitio BamHI inmediatamente después de la región codificante 
Fc. A continuación, se llevó a cabo una reacción de 50 ul con 25 pmol de BclI-Fc-F y scFc-EcoRI-R y la plantilla 
pSYN-Fc-011 usando los mismos ciclos que anteriormente. La banda de tamaño esperando (~700 bp) se purificó en 
gel como anteriormente, se cortó con enzimas de restricción BamHI y EcoRI, y se clonó en los sitios de restricción 20 
BclI/EcoRI de pSYN-FVII-007 para generar el plásmido intermediario pSYN-FVII-008. El par de cebadores BclI-Fc-F 
y scFc-EcoRI-R amplifica la región Fc mientras agrega los sitios de restricción BclI y EcoRI inmediatamente antes y 
después de la región codificante Fc, respectivamente. Para generar el último plásmido intermediario, se llevó a cabo 
una reacción PCR de 50 ul con 25 pmol de HindIII-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 25 
segundos). El par de cebadores amplifica la región codificante de FVII mientras agrega un fragmento de ADN en el 
extremo hacia 3' de la molécula que codifica un enlazador polipeptídico (GGGGS)6x (SEQ ID NO: 36) seguido por un 
fragmento de la región Fc que termina en el aminoácido 221 (numeración UE). El cebador HindIII-Kozak-FVII-F 
genera un sitio de restricción HindIII en el extremo hacia 5' de la molécula seguido por una secuencia Kozak 
directamente antes de la región codificante de FVII. El cebador FVII-HC-BspEI-R introduce ADN que codifica el 30 
enlazador polipeptídico, así como la porción Fc. La banda del tamaño esperado (~1500 bp) se purificó en gel como 
anteriormente y se clonó en los sitios HindII/BspEI de pSYN-FVII-008 para generar pSYN-FVII-011. 

A continuación, 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 porción de la región Fc (que comienza en el 
nucleótido 1306, numeración UE) seguida por la secuencia RRRRS-(GGGGS)6x-RKRRKR (SEQ ID NO: 50) seguida 35 
por una porción de MB9 scFv (los residuos 1-142). Un sitio EcoRI se introdujo en la secuencia codificante de MB9 
usando la degeneración del código genético para conservar la secuencia de aminoácidos adecuada y se superpone 
con las últimas 6 bases de Genescript-FVII-027-1. Además, las primeras 6 bases en 5' incluyen un sitio SapI que se 
encuentra dentro de la región Fc. Genescript-FVII-026-2 consiste en un fragmento de ADN que codifica una porción 
de MB9 (residuos 143-273) seguida por el enlazador polipeptídico (GGGGS)6x (SEQ ID NO: 36) seguido por la 40 
región Fc y un sitio EcoRI. Un sitio EcoRI se introdujo en la secuencia codificante de MB9 usando la degeneración 
del código genético para conservar la secuencia de aminoácidos adecuada y se superpone con las primeras 6 bases 
de Genescript-FVII-026-2. 

Genescript-FVII-027-1 se clonó en los sitios SapI y EcoRI de pSYN-FVII-011 para generar pSYN-FVII-036. A 
continuación, se clonó Genescript-FVII-026-2 en el sitio EcoRI de pSYN-FVII-036 para generar pSYN-FVII-027. El 45 
sentido correcto de la última etapa de clonación se confirmó mediante análisis con enzima de restricción y 
secuenciación de ADN. La estructura final de traducción 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 suspensión en medios Freestyle (Invitrogen) complementado con vitamina 
K3 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) hasta 2 µg/litro (medios de cultivo) como células en suspensión a 37 °C/CO2 al 
10 %. Las células se subcultivaron cada tres a cuatro días mediante sembrado a una densidad celular de 5x105 
células/ml. 

Veinticuatro horas antes de la transfección, las células se sembraron a una densidad de 7x105 células/ml en medios 5 
de cultivo complementados con LONG™R3IGF-1 (Sigma Aldrich, St. Louis, MO) hasta 20 µg/litro (medios de 
transfección). El día de la transfección, se produjo una disolución de transfección con un volumen igual a 5 % del 
volumen total del cultivo celular a transfectar. En la disolución de transfección se agregó ADN (concentración final de 
20 mg/L) a una disolución recientemente producida de PEI (60 mg/L) en medios de transfección. La disolución se 
agitó durante 30 segundos y se incubó durante cinco minutos a temperatura ambiente antes de agregarla 10 
directamente al cultivo celular. Cuatro horas después se agregó 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 dejó crecer como se mostró anteriormente y 
se tomaron diariamente muestras de medios para evaluar la expresión proteica. 

Ejemplo 5. Análisis de proteína generado a partir de transfecciones transitorias 15 

Para el análisis de proteína a partir de transfecciones transitorias, los medios acondicionados a partir de las 
transfecciones se sometieron a inmunoprecipitación de proteína A. En resumen, el sobrenadante del cultivo celular 
se mezcló con aproximadamente 50 ul de suspensión de proteína A-Sepharose al 50 % y se incubó a 4 °C con 
agitación durante 1 hora, a continuación, se centrifugó para aglomerar las perlas de proteína A. Las perlas se 
lavaron dos veces al resuspenderlas en 1 ml de PBS, agitarlas y aspirarlas. Las perlas se resuspendieron con 20 
electroforesis en gel de dodecilsulfato sódico-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 según 
los protocolos estándares. Los geles se transfirieron a membranas de nitrocelulosa y se llevaron a cabo 
transferencias Western para detectar la región Fc o la cadena ligera de FVII. Para la detección de Fc, se usó un 
anticuerpo anti-IgG humana de cabra (específico para Fc) conjugado con peroxidasa de rábano picante (anticuerpo 25 
de Pierce ImmunoPure, n.° de catálogo 31413). Para la detección de la cadena ligera de FVII, se usó un anticuerpo 
monoclonal anticadena ligera (Green Mountain, clon 6MA-219). Los anticuerpos se diluyeron 1:15.000 (para la 
detección de Fc) o 1:200 (para la detección 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 continuación, la 
membrana se lavó en PBST 3 veces durante 10 minutos y se detectó la señal mediante un método 30 
quimioluminiscente para la detección de Fc. Para la detección de la cadena ligera de FVII, la membrana se incubó 
adicionalmente durante una hora en una disolución que contenía anticuerpo anti-ratón de cabra etiquetado con HRP 
(Southern Biotech, n.° 1010-05) diluido 1:5000 en PBST. La membrana también se lavó en PBST 3 veces durante 10 
minutos y se detectó la señal mediante un método quimioluminiscente. La detección quimioluminiscente se llevó a 
cabo usando ECL Plus Western Blotting Detection System (n.° de catálogo de Amersham Biosciences RPN2132) 35 
según el protocolo del fabricante. La señal se visualizó en un Storm 840 Phosphorimager (Molecular Devices). 
Alternativamente, los geles de proteína se podrían haber analizado mediante tinción con Coomassie Blue. 

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

Clonación del intermediario pSYN-FIX-056: La síntesis del fragmento de ADN Genscript-FVII-043 se tercerizó 
(Genscript). Este fragmento consistía en una molécula de ADN que codifica una porción de la región Fc (residuos 40 
232 a 447, numeración UE) seguida por un enlazador polipeptídico (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6) y otra porción de la 
región Fc (residuos 221 a 238, numeración UE). Este fragmento de ADN se digirió con BspEI y RsrII y se subclonó 
en los sitios BspEI/RsrII de pSYN-FIX-044 para generar pSYN-FIX-049. El fragmento HindII|/EcoRI de pSYN-FIX-
049 que comprende la región codificante de FIX seguido por la región codificante de Fc de cadena simple se 
subclonó en los sitios HindII|/EcoRI de pBUDCE4.1 (Invitrogen) para generar pSYN-FIX-056. 45 

Clonación de pSYN-FIX-050, -052 y -053: La síntesis de los fragmentos de ADN Genscript-FIX-050, -052, -053 se 
tercerizó (Genscript). Estos fragmentos comprenden una porción de la región Fc (desde el sitio SalI en pSYN-FIX-
056), una secuencia RRRRS (SEQ ID NO: 38), un polipéptido (GGGGS)4x (SEQ ID NO: 6), un sitio de escisión por 
propéptido convertasa variable y una porción de la región Fc (hasta el RsrII en la segunda Fc de pSYN-FIX-056). 
Cada fragmento de ADN codifica un sitio de escisión por propéptido convertasa variable diferente: genscript-FIX-050, 50 
RAGR; genscript-FIX-052 RSKR; y genscript-FIX-053, RKRRKR (SEQ ID NO: 39) (por lo tanto, son idénticos a 044 
con la excepción de estas secuencias; 044 comprende el sitio RRRR(SEQ ID NO: 40)). Los fragmentos SalI/RsrII de 
Genscript-FIX-050, -052 y -053 se subclonaron en los sitios SalI/RsrII de pSYN-FIX-056 para generar pSYN-FIX--
050, -052 y -053, respectivamente. 

Ejemplo 7: Construcciones de FIXFc con enlazador cscFc 55 

Se produjo la construcción FIX-044 (Figura 3A) que comprenden una molécula de FIX seguida por una región Fc con 
un enlazador cscFc que conecta ambos restos Fc según se describe en la Figura 3A. La Figura 3B muestra los 
datos de transferencia western (western de Fc) para FIX-044 después de la transfección y la precipitación de la 
proteína A. FIX-044 se cotransfectó con Kex2, PC7, PACE o PC5. 
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Clonación de PC5 

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

Cebadores SEQ ID NO Secuencias 

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

PC5 NotI-R:   5'-AAGGCGGCCGCTCAGCCTTGAAATGTACATGTTTTGC-3' 

PC5-UTR-F:   5'-AGCGAGGGAGCAGCGAGG-3' 

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

PC5-Af12-F:   5'-CAGCGACTTAAGCCACCATGGGCTGGGGGAGCCG-3' 

PC5-KpnI-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-KpnI-F y PC5-NotI-R con RT-PCR de Invitrogen 5 
SUPERSCRIPT™ con el kit PLATINUM™ Taq según el protocolo estándar del fabricante, a partir de ARNm de 
hígado humano. El ciclo que se usó para la transcripción inversa fue de 30 min a 50 °C seguido por 
desnaturalización 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 extensión de 10 min a 72 °C y después almacenamiento a 4 °C. Esto produjo un fragmento del sitio 
KpnI interno en la secuencia codificante de PC5 a través del codón de terminación, con un sitio NotI agregado en el 10 
extremo 3'. Este fragmento a continuación se clonó en pCR2.1 TOPO según el protocolo del fabricante para generar 
pSYN-PC5-001 (pCR2.1/PC5 (KpnI-NotI)). A continuación, este fragmento se subclonó en pcDNA3.1/hygro usando 
los sitios de restricción KpnI y NotI para generar pSYN-PC5-002 (pcDNA3.1/hygro/PC5 (KpnI-NotI)). 

Los ~1100 bp hacia 5' de PC5 se obtuvieron en dos etapas. Primero se amplificó mediante RT-PCR usando los 
cebadores PC5-UTR-F y PC5-HindIII-R para amplificar un fragmento de ~1520 bp del ARNm de hígado humano, 15 
usando condiciones similares a las anteriores, con una temperatura de apareamiento de 57 °C. Estos cebadores 
tienen homología completa con la secuencia de PC5 natural, en la secuencia hacia 5' y la secuencia hacia 3' no 
traducida desde el sitio HindIII interno único, respectivamente. Cabe señalar que este sitio HindIII no está presente 
en la construcción final debido a una sustitución de nucleótido silenciosa. Este fragmento de ADN a continuación se 
purificó en gel y se usó como plantilla para una segunda reacción PCR con PC5-Afl2-F, que agrega un sitio de 20 
clonación AflII seguido por una secuencia Kozak a la secuencia codificante en el extremo N hacia el extremo 5' y 
PC5-KpnI-R, que se aparea hacia 3' con el sitio KpnI interno único, para generar un fragmento de ∼1100 bp. La 
reacción se llevó a cabo con el EXPAND™ High Fidelity Sistema según el protocolo estándar 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 continuación, este fragmento se subclonó en pSYN-PC5-002 usando los sitios de 25 
restricción AflII y KpnI para generar pSYN-PC5-003 (pcDNA3.1/hygro/PC5). 
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La secuencia de nucleótidos que codifica PC5 en pSYN-PC5-003 tiene la siguiente secuencia (SEQ ID NO:): 

 

 

SEQ ID NO: contiene sustituciones con respecto a la secuencia de GenBank que no afectan la secuencia codificante 
de aminoácidos. Específicamente, el nucleótido en la posición 399 (correspondiente a la posición 876 del n.° de 5 
acceso de GenBank NM-006200) es una T en lugar de una C, pero conserva el aminoácido Ser 133 
(correspondiente a la numeración de aminoácidos en el n.° de acceso de GenBank NP-006191); la posición de 
nucleótido 1473 (posición 1950 de GenBank) es una C en lugar de una T, pero conserva el aminoácido Ala 491; y la 
posición de nucleótido 1485 (posición 1962 de GenBank) es una A en lugar de una G, pero conserva el aminoácido 
Ser 496. El cambio de nucleótido en la posición 1473 elimina un sitio de restricción HindIII. 10 

Clonación de PACE-SOL 

La secuencia codificante para PACE humano se obtuvo por RT-PCR. Se usaron los siguientes cebadores (las áreas 
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 HindIII al extremo hacia 5' de la secuencia de PACE que comienza con 3 
nucleótidos antes del codón de inicio, mientras que el cebador PACE-R2 agrega un codón de terminación después 
del aminoácido 715, que se producen en el extremo del dominio extracelular de PACE, así como también agrega un 
sitio EcoRI en el extremo hacia 3' del codón de terminación. Los cebadores PACE-R1 y PACE-F2 se aparean en los 5 
lados hacia 3' y 5' de un sitio BamHI interno, respectivamente. A continuación, 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 hígado 
humano adulto (Clontech; Palo Alto, Calif.) en una reacción RT-PCR de 50 µl usando la RT-PCR SUPERSCRIPT™ 
One-Step con el sistema PLATINUM® Taq (Invitrogen, Carlsbad, CA.) según el protocolo del fabricante. La reacción 
se llevó a cabo en un MJ Thermocycler usando los siguientes ciclos: 50 °C 30 minutos; 94 °C 2 minutos; 30 ciclos de 10 
(94 °C 30 segundos, 58 °C 30 segundos, 72 °C 2 minutos), seguido por 72 °C 10 minutos. Cada uno de estos 
fragmentos se ligó en el vector pGEM T-Easy (Promega, Madison, WI) y se secuenció completamente. A 
continuación, el fragmento F2-R2 se subclonó en pcDNA6 V5/His (Invitrogen, Carlsbad, CA) usando los sitios 
BamHI/EcoRI, y después el fragmento F1-R1 se clonó en esta construcción usando los sitios HindIII/BamHI. El 
plásmido final, pcDNA6-PACE, produce una forma soluble de PACE (aminoácidos 1-715), dado que la región 15 
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. 

Clonación 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 áreas que se 20 
aparean con el ADNc se indican en negrita):  

Cebadores SEQ ID NO Secuencias 

KEX2-F:   

 
  

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

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

KEX2-675-R:   

 
  

 

Estos cebadores se usaron para obtener la secuencia codificante para KEX2 (aminoácidos 1-675), el homólogo de 
levadura para PACE, en dos partes de manera similar a la usada para PACE-SOL, Ejemplo 3 anterior; de manera 
similar, la región transmembranaria se retiró para generar la forma soluble de la proteína. 25 

Clonación de PC7-SOL 

La secuencia codificante para PC7 se obtuvo por RT-PCR a partir de ARNm de hígado adulto humano usando los 
siguientes cebadores (las áreas que se aparean con el ADNc se indican en negrita):  
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  SEQ ID NO   

PC7-BamMut-F:   5'-GCATGGACTCCGATCCCAACG-3' 

PC7-BamMut-R:   5'-CGTTGGGATCGGAGTCCATGC-3' 

PC7-F:   

 

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 (aminoácidos 1-663) en tres partes de 
manera similar a la usada para PACE-SOL, anteriormente; de manera similar, la región transmembranaria se retiró 
para generar la forma soluble de la proteína. 

La escisión más eficaz del enlazador cscFc se observó cuando se cotransfectó con PC5 y PACE (condiciones 5 
reductoras, carriles 11 y 12). Se generó una serie de construcciones (FIX-050, FIX-052 y FIX-053) donde el segundo 
sitio de procesamiento se modificó como se muestra en la Figura 3A. Estas construcciones se transfectaron 
transitoriamente (con o sin cotransfección de PC5) y las proteínas se analizaron mediante transferencia western de 
Fc y posterior precipitación de proteína A como se muestra en la Figura 3C. La escisión óptima de cscFc se observó 
para FIX-052 y -053 con cotransfección de PC5 10 

Ejemplo 7: Procesamiento intracelular del enlazador cscFc en el heterodímero FVIIaFc que resulta en la expresión 
de proteasa activa 

La Figura 2 revela una construcción de FVIIFc (FVII-024) expresada como un heterodímero de dos cadenas donde 
una cadena consiste en la cadena ligera de FVII seguida por un enlazador (GGGGS)6x seguido por el primer resto Fc, 
mientas que la otra cadena contiene una cadena pesada de FVII seguida por un enlazador (GGGGS)6x seguido por 15 
el segundo resto Fc. El plásmido se diseñó para expresar el heterodímero como un polipéptido simple donde el 
extremo C de la cadena de cadena pesada de FVII-enlazador-Fc está conectado con el extremo N de la cadena de 
cadena pesada-enlazador-Fc mediante la siguiente secuencia polipeptídica: RRRRS-(GGGGS) 6x-RKRRKR donde 
las secuencias RRRRS y RKRRKR son sitios de escisión por proproteína convertasa. Se clonó FVII-024, se expresó 
transitoriamente y se analizó mediante análisis de transferencia western, según se describió en la presente memoria. 20 
El plásmido que expresa FVII-024 se cotransfectó 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 escisión por proproteína convertasa en el 
enlazador FVII-024 se evaluó como se muestra en la Figura 2. En condiciones no reductoras, el efecto de PC5 sobre 
el procesamiento del sitio de escisión no se puede detectar porque las subunidades cadena ligera de FVII-Fc y 25 
cadena pesada de FVII-Fc permanecen enlazadas a través de 2 uniones disulfuro en la región Fc (carriles 2 y 3). En 
condiciones reductoras, se observó 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 escisión completa de los sitios de procesamiento resulta en la generación de la forma activa de 
FVIIa, que requiere un extremo N libre de la cadena pesada para adoptar una conformación activa 30 

Ejemplo 8: Procesamiento del enlazador cscFc en FVIIIFc 

La construcción FVIIIFc ilustrada en la Figura 4 se clonó y purificó. En resumen, la secuencia codificante de FVIII 
con dominio B eliminado recombinante humana se obtuvo mediante transcripción inversa-reacción en cadena de la 
polimerasa (RT-PCR) a partir de ARN poli A de hígado humano (Clontech) usando cebadores específicos para FVIII. 
La secuencia de FVIII incluye la secuencia señal natural para FVIII. La eliminación del dominio B comienza después 35 
de la serina 743 (S743; 2287 bp) y termia antes de la glutamina 1638 (Q1638; 4969 bp) para una eliminación total de 
2682 bp (versión 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 específicos para Fc. Los cebadores se diseñaron de manera 
que la secuencia FVIII con el dominio B eliminado se fusionara directamente con el extremo N de la secuencia Fc sin 40 
enlazador intercalado. La secuencia de ADN de FVIIIFc se clonó en el vector de expresión doble de mamífero 
pBUDCE4.1 (Invitrogen) bajo el control de un promotor de CMV. 
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Una segunda secuencia de Fc idéntica que incluía la secuencia señal de Igk de ratón se obtuvo mediante RT-PCR y 
se clonó después del segundo promotor, EF1α, en el vector de expresión pBUDCE4.1. Se diseñó esta construcción 
final pSYN-FVIII-013. 

Se creó un segundo plásmido con construcciones similares usando PCR y técnicas de biología molecular 
estándares, para expresar rFVIIIBDD-Fc-Fc en el que la secuencia codificante de rFVIIIBDDFc se fusionó con la 5 
segunda secuencia Fc con un enlazador (GGGGS)4, que permitió la producción de solo el híbrido monómero-dímero 
rFVIIIBDD-Fc en transfección transitoria. Se diseñó esta construcción pSYN-FVIII-041. Para producir pSYN-FVIII-
049, se generó el intermediario pSYN-FVIII-048 al clonar el fragmento NheI/XhoI de pBUD-CE4.1 en pSYN-FVIII-013. 
La síntesis de un fragmento de ADN que comprende la región de RsrII en los sitios Xbal de pSYN-FVIII-049 se 
tercerizó. Este fragmento se subclonó en los sitios RsrII/XbaI de pSYN-FVIII-048 para generar pSYN-FVIII-049. 10 

La proteína se expresó mediante transfección transitoria según se describe en la presente memoria. Se cotransfectó 
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 análisis 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 había procesado. 15 

Ejemplo 9 Procesamiento del enlazador cscFc en FVII-Fc 

Clonación de pSYN-FVII-064 

La síntesis de la secuencia de ADN de HindIII en EcoRI de pSYN-FVII-064 se tercerizó y se clonó en los sitios 
HindIII/EcoRI de pBUDCE4.1 (Invitrogen) 

Expresión y purificación de FVII-064 20 

El ADN se transfectó transitoriamente según se describe en la presente memoria. El ADN de transfección contenía 
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. 

Caracterización de la escisión del enlazador cscFc de FVII-064 

Se purificó FVII-064 usando intercambio iónico: Q sepharose 4FF de GE healthcare. La captura secundaria se llevó 25 
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 análisis SDS 
PAGE de FVII-064 después de la expresión transitoria (cotransfectado con PC5) y purificación. En condiciones 
reductoras, observamos 2 bandas distintas para FVII-Fc y Fc, lo que demuestra la escisión completa del enlazador 
cscFcr 30 

Ejemplo 10. Procesamiento de cscFc de una proteína FVIIFc con una construcción dirigida a plaquetas 

En este ejemplo, se expresó transitoriamente FVII-027 (Figura 6) con cotransfección de PC5 para eliminar el 
enlazador cscFc descrito en la secuencia proteica. La construcción se clonó, se expresó y purificó según se describe 
en la presente memoria. El análisis SDS PAGE de la proteína purificada en la Figura 6 reveló dos bandas distintas 
para FVII-Fc y MB9-Fc en condiciones reductoras, lo que muestra que el enlazador cscFc se procesó 35 
completamente. 

Ejemplo 11 Procesamiento de cscFc de una proteína de fusión Interferón-beta Fc 

En este ejemplo, generamos una construcción (IFN-beta-018) que expresa interferón-beta seguido por un enlazador 
y una región Fc, donde ambos restos Fc están conectados mediante un enlazador cscFc. La construcción se clonó 
de la siguiente manera: la síntesis de un fragmento de ADN de BsiWI/BspEI de pSYN-IFN-b-018 se tercerizó y 40 
subclonó en los sitios BsiWI/BspEI de pSYN-FIX-053 para generar pSYN-IFN-b-018. La Figura 10 ilustra el análisis 
de transferencia Western de especie IFN-beta-018 después de la transfección transitoria de células HEK 293 (con o 
sin contransfección de PC5) y la precipitación de proteína A. Los datos de la transferencia Western revelaron la 
escisión completa de los enlazadores cscFc cuando se contransfectaron con PC5. 

Ejemplo 12. Intentos adicionales de expresión de construcciones activadas 45 

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. 

Clonación de pSYN-FVII-010 

La construcción FVII-010 es una en la que la cadena pesada del factor VII se expresó en el contexto de un cóntigo 
scFc y la cadena ligera se expresó por separado. 50 
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Se amplificó por PCR con los pares de cebadores FVII-HC-Hind3-IggKss-F/FVII-HC-BspEI-R, usando pSYN-FVII-
001. Se clonó en los sitios BspEI/HindIII de pSYN-FVII-008 (véase supra) y generó pSYN-FVII-009. 

Se amplificó por PCR la cadena ligera de FVII a partir de pSYN-FVII-003 (consultar P0830) con los cebadores FVII-
LC-NotI-F/ FVII-LC-XhoI-R y se clonó en pSYN-FVII-009 para generar pSYN-FVII-010 

Cebadores 5 

FVII-HC-BspEI-R  

 

FVII-HC-Hind3-IggKss-f  

 

FVII-LC-NotI-F 10 
ACTGACGCGGCCGCGCCGCCACCATGGTCTCCCAGG 

FVII-LC-XhoI-R 
ACTGACCTCGAGTTATCGGCCTTGGGGTTTGCTGG 

Clonación de pSYN-FVII-013 

La construcción FVII-013 es una en la que la cadena ligera se expresó en el contexto de un cóntigo scFc y la cadena 15 
pesada se expresó por separado. 

Se amplificó por PCR con los pares de cebadores FVII-LC-enlazador-BamHI-R/ HindIII-Kozak-FVII-F a partir de 
pSYN-FVII-001. La secuencia codificante de FVII se obtuvo mediante transcripción inversa acoplada a reacción en 
cadena de la polimerasa a partir de una biblioteca de ARNm de hígado humano (Ambion, Austin, Texas) usando los 
siguientes cebadores:  20 

FVII-F1 

GGGAATGTCAACAGGCAGGG 

FVII-R1 

CTTGGCTTTCTCTCCACAGGC 

Se llevó a cabo una reacción de 50 µl con 10 pmol de cada cebador usando la RT-PCR Superscript One-step con el 25 
sistema Platinum Taq (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) según el protocolo estándar del fabricante en un termociclador MJ. 
El ciclo usado fue 50 °C durante 30 minutos para la transcripción inversa con posterior desnaturalización 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 tamaño de banda esperado (~1400 bp) se purificó en gel con kit de Gel Extraction (Qiagen, 
Valencia, Calif.) y se clonó en pCR2.1 TOPO usando el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Carlsbad, Calif.) para 30 
producir el plásmido intermediario pSYN-FVII-001 y se clonó en los sitios BamHI/HindIII de pSYN-FVII-011, para 
generar pSYN-FVII-012. Se amplificó por PCR FVII-HC a partir de pSYN-FVII-009 usando el par de cebadores FVII-
HC-NotI-F/FVII-HC-XhoI-R y se subclonó en pSYN-FVII-012 para generar pSYN-FVII-013 

Cebadores 

FVII-LC-6xenlazador-BamHI-  35 

 

FVII-HC-NotI-F  

 

Clonación de pSYN-FVII-018 

Para la construcción FVII-018, la cadena pesada de FVII se expresó como una proteína de fusión Fc y la cadena 40 
ligera de FVII se expresó por separado como una proteína de fusión Fc separada. 
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Se usaron los cebadores FVII-HC-Hind3-IggKss-F/scFc-EcoRI-R para amplificar por PCR HCFVII-enlazador-Fc, 
usando pSYN-FVII-010 como plantilla. Se subclonó en los sitios HindII|/EcoRI de pBUDCE4. Esto produjo pSYN-
FVII-017. A continuación, se amplificó por PCR pSYN-FVII-013 con los cebadores FVII-LC-NotI-F/FC-XHOI-R y se 
subclonó en los sitios XhoI/NotI de FVII-017. Esto produjo PSYN-FVII-018 

Cebadores 5 

scFc-EcoRI-R 
ACTGACGAATTCTCATTTACCCGGAGACAGGGAG 

Fc-XhoI-R 
AGCTCTCGAGTCATTTACCCGGAGACAGGG 

La Figura 8 ilustra el análisis de transferencia Western de especies de FVIIFc después de la transfección transitoria 10 
de células HEK 293 y la precipitación de proteína 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 común de fusionar un péptido señal heterólogo 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 llevó a generar las 15 
construcciones descritas en la Figura 11. Aquí, FVIIFc se expresa como un heterodímero, donde una subunidad 
comprende la cadena ligera de FVII 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 hipótesis es que esto puede facilitar la expresión de la subunidad de 
cadena pesada-resto Fc dado que la cadena pesada no adoptaría la conformación activa hasta la escisión del sitio 20 
de procesamiento en el Golgi. Estas construcciones se analizaron mediante transferencia western de Fc y posterior 
precipitación de proteína A del material transfectado transitoriamente. Se usó FVII-011 (FVIIFc con un Fc de cadena 
simple) como testigo. Solo se observó 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. Expresión de proteínas FVIIFc activadas en las estructuras de monómero y heterodímero 25 

Clonación de pSYN-FVII-025. 

La síntesis de un fragmento de ADN que comprende la región codificante de FVII de Xbal a BsiWI con una inserción 
de aminoácidos RKRRKR entre R152 y I153 (numeración de secuencia madura) se tercerizó. El fragmento de ADN 
se subclonó en los sitios XbaI/BsiWI de pSYN-FVII-011 (cuya secuencia se incluye en la presente memoria) para 
generar pSYN-FVII-025 30 

La Figura 9 ilustra una construcción de cscFc heterodimérica (FVII-024) y una construcción de Fc monomérica (FVII-
025). Estas construcciones se produjeron y se llevaron a cabo transferencias western con posterior precipitación de 
proteína A y la expresión transitoria con o sin cotransfección de PC5. Los datos muestran que la activación 
intracelular en el contexto del heterodímero o el monómero permitió la expresión de la cadena pesada separada, 
pero que la activación intracelular es más eficaz en el contexto del heterodímero (FVII-024) que el monómero (FVII-35 
025). 

Ejemplo 15: Purificación proteica 

Purificación proteica de FVII-064 

Las moléculas de FVII-064 se purificaron a partir de medios acondicionados 1) cromatografía de intercambio 
aniónico con elución de pseudo-afinidad (p. ej., Q sepharose 4FF (GE Healthcare) con posterior elución con niveles 40 
variables de CaCl2 para eluir selectivamente las especies más activas), posteriormente 2) cromatografía de afinidad 
por shFcRn (FcRn soluble humano) (shFcRn acoplado a NHS con perlas de sepharose 4FF), unión de proteínas que 
contienen Fc a pH bajo (p. ej., pH 6,2) y elución a pH neutro (p. ej., pH 8,0). Estas etapas de purificación usaron 
métodos estándares conocidos para los expertos en la técnica para generar proteínas purificadas de >95 % de 
pureza mediante análisis SEC y SDS-PAGE. 45 

Purificación de FVII-049 

Se purificó FVIII-049 a partir de medios de cosecha clarificados y químicamente definidos usando un proceso de 
purificación de dos columnas, incluida una etapa de purificación por afinidad específica para FVIII (McCue 2009 
Journal of Chromatography A. 1216:7824) con posterior intercambio aniónico con elución de NaCl estándar. Estas 
etapas de purificación usaron métodos estándares conocidos para los expertos en la técnica para generar proteínas 50 
purificadas de >95 % de pureza mediante análisis SEC y SDS-PAGE. 
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Listado de secuencias informal 

Secuencia de nucleótido de pSYN-FVII-024 

  

Secuencia de aminoácidos de FVII-024. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene 
doble subrayado, la región de enlazador que conecta la cadena ligera o cadena pesada de FVII con la región Fc está 5 
subrayada, la región Fc se muestra en cursiva y el enlazador con sitios de procesamiento por proproteína 
convertasa se muestra en negrita 

 

 10 

 

E11738539
24-07-2019ES 2 739 503 T3

 



59 

Secuencia de ADN de pSYN-FVII-027 
 

 

Secuencia de aminoácidos de FVII-027. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene 5 
doble subrayado, la región de enlazador que FVII o MB9 con la región Fc está subrayada y el enlazador con sitios de 
procesamiento por proproteína convertasa se muestra en negrita 
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Secuencia de ADN de pSYN-FIX-044 
 

 5 

Secuencia de aminoácidos de FIX-044. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene 
doble subrayado y el enlazador con sitios de procesamiento por proproteína convertasa se muestra en negrita 
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Secuencia de ADN de Genscript-FIX-044 

  

Secuencia de ADN de Genscript-FVII-027-1 
 5 

 

Secuencia de ADN de Genscript-FVII-026-2 

  

Secuencia de aminoácidos de FVIII con dominio B eliminado: El péptido señal está subrayado; el enlazador de 14 10 
aminoácidos (que contiene el dominio B restante) entre la secuencia HC y LC tiene doble subrayado, con el sitio de 
fusión S743/Q1638 indicado en negrita 
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Secuencia de aminoácidos de FVIII de longitud completa: Péptido señal subrayado 
 

 5 
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Secuencia de aminoácidos de FIX. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene doble 
subrayado 

  

Secuencia de ADN de FIX 
 5 

 

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

  10 

Secuencia de ADN de FX 

  

Secuencia de ADN para pSYN-FIX-053 
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Secuencia de aminoácidos de FIX-053. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene 
doble subrayado y el enlazador con sitios de procesamiento por proproteína convertasa se muestra en negrita 5 

  

Secuencia de ADN para pSYN-FVII-064 
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Secuencia de aminoácidos de FVII-064. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, el propéptido tiene 
doble subrayado, el enlazador que conecta FVII a Fc está subrayado y el enlazador con sitios de procesamiento por 5 
proproteína convertasa se muestra en negrita 

  

Secuencia de ADN para pSYN-FVIII-049  
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Secuencia de aminoácidos de FVIII-049. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado y el enlazador con 
sitios de procesamiento por proproteína convertasa se muestra en negrita  

 

Secuencia de ADN para IFN-b-018  5 
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Secuencia de aminoácidos de IFN-b-018. La secuencia señal se muestra en subrayado punteado, la región de 
enlazador que conecta IFN-b con la región Fc está subrayada y el enlazador con sitios de procesamiento por 
proproteína convertasa se muestra en negrita 5 
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REIVINDICACIONES 

1. Un polipéptido que comprende  

(i) al menos un resto biológicamente activo que comprende un factor de coagulación, 

(ii) una región 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 está 5 
flanqueado por un sitio de escisión enzimática antes y después del enlazador cscFc, que resulta en la escisión del 
enlazador cscFc. 

2. El polipéptido de la reivindicación 1, que comprende un segundo resto biológicamente activo. 

3. El polipéptido de la reivindicación 2, en donde el segundo resto biológicamente activo se selecciona del grupo que 
consiste en: una porción de unión a antígeno de un anticuerpo, una molécula de unión distinta de inmunoglobulina, 10 
una porción de unión de un ligando, una porción de unión de un receptor y un factor de coagulación. 

4. El polipéptido de la reivindicación 2 o 3, en donde el polipéptido tiene una fórmula 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 amínico al carboxílico, y  

en donde A es el al menos un resto biológicamente activo; 15 

B es el segundo resto biológicamente activo;  

P1 es un primer sitio de escisión enzimática;  

P2 es un segundo sitio de escisión enzimática; 

L es un enlazador cscFc; y  

F1 y F2 son los restos Fc. 20 

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

6. El polipéptido de la reivindicación 4, en donde al menos uno de P1 o P2 comprende una secuencia de 
aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en: RRRR, RKRRKR y RRRRS. 25 

7. El polipéptido de la reivindicación 2, en donde:  

(i) el primer resto biológicamente activo comprende una cadena ligera de un factor de coagulación; y 

(ii) el segundo resto biológicamente activo comprende una cadena pesada de un factor de coagulación; 

en donde la región Fc comprende un primer resto Fc y un segundo resto Fc; en donde el primer resto Fc está 
enlazado con la cadena ligera del factor de coagulación y el segundo resto Fc está enlazado con la cadena pesada 30 
del factor de coagulación; y en donde la cadena ligera y la cadena pesada se asocian para formar un factor de 
coagulación enzimáticamente activo. 

8. El polipéptido de la reivindicación 3 o 7, en donde el factor de coagulación se selecciona del grupo que consiste 
en FVII, FVIIa, FIX, FIXa, FX y FXa. 

9. El polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende, además, un resto de 35 
direccionamiento. 

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

11. Una molécula de ácido nucleico que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10. 

12. Un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de la reivindicación 11. 40 

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

14. Un método para fabricar un polipéptido heterodimérico procesado que comprende dos cadenas polipeptídicas, 
que comprende cultivar la célula hospedante de la reivindicación 13 en un medio de cultivo celular y aislar el 
polipéptido heterodimérico maduro del medio de cultivo. 45 
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15. Una composición que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, y un portador 
farmacéuticamente aceptable. 

16. La composición de la reivindicación 15, para su uso en el tratamiento o prevención de una enfermedad o 
trastorno en un sujeto. 

5 
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