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DESCRICAO
PROTEINAS QUIMERICAS DE FATOR DE COAGULAGAO PARA O
TRATAMENTO DE UM DISTURBIO HEMOSTATICO

Ambito da Invencéao

A invencado refere-se na generalidade ao campo da terapéutica
dos disturbios hemostdticos. Mais especificamente, a
invencdo estd relacionada com uma proteina guimérica para o

tratamento de um disturbio hemostatico.

Antecedentes da Invencao

Os transtornos hemostaticos sao caraterizados pelo
sangramento descontrolado decorrente da incapacidade, ou
reducdao da capacidade, de formar codgulos de fibrina. Os
transtornos hemostdticos podem resultar de um defeito
genético ou pode ser adgquirido como resultado de uma condigao
médica nao relacionada (p. ex., cancro e guimioterapia
relacionada, doenca autoimune) (Kasper 2000, Hemophilia 6
(Supp) : 13; Cohen et al. 1996, Bailiere's Clinicai Hematology
9(2):331). Normalmente, os disturbios hemostdticos resultam
da deficiéncia de um fator de coagulacdao do sangue
especifico. Exemplos cléssicos de disturbios hemostaticos
incluem hemofilia A, que resulta de uma deficiéncia do fator
VIII; hemofilia B (doenca de Christmas), gque resulta de uma
deficiéncia do fator IX; e doenca de von Willebrand, gue
resulta de um defeito no fator de von Willebrand. O fator de
von Willebrand circula em associacdo com o fator VIII e
estabiliza-o. Ele medeia a adesdo das plaquetas entre si e
as paredes dos vasos sanguineos danificados. Outros, menos
comuns disturbios hemostdticos incluem a deficiéncia do

fator XI (deficiéncia de PTA), deficiéncia do fator XII, bem



como deficiéncias ou anormalidades estruturais do
fibrinogénio, protrombina, fator V, fator VII, fator X, ou

fator XIII (Kasper 2000, Hemophilia 6 (Supp): 13).

Os fatores de coagulagdao agem em conjunto uns com 0S outros
numa cascata de coagulacao que finalmente resulta na formacao
de um codgulo de fibrina (Figura 1). Estes fatores podem
existir num estado quiescente como uma prdé- enzima ou
zimogénio ou num estado enzimdtico ativado guando
estimulados a formar um codgulo. A estimulacdo desses fatores
pode ocorrer por duas vias distintas, a via intrinseca e via
extrinseca. A via intrinseca refere-se as reacgdes que levam
a formacdo de codgulos através da utilizacdo de fatores
presentes apenas no plasma. Em contrapartida, a via
extrinseca refere-se as reacbes que levam a formacdo de
codgulo pela libertacdo do fator da membrana tecidual através

da rutura do endotélio do wvaso.

O fator VII participa de ambas as vias fazendo a clivagem do
fator X em fator Xa ativado em conjunto com o fator tecidual
na via extrinseca ou interagindo com o fator IXa na via
intrinseca. 0 fator VII age em baixo fluxo e
independentemente dos fatores VIII e IX, gquando atuam através
da via extrinseca, ignorando assim a necessidade destes
fatores de coagulacdo. E, portanto, um candidato terapéutico
atraente para o tratamento de disturbios hemostaticos,
especialmente hemofilia A e B. (Patentes US 6,310,183; WO
01/58935) .

O fator VII € uma vitamina K-dependente da proteina
plasmdtica sintetizada no figado e segregada no sangue como
uma glicoproteina de cadeia simples com um peso molecular de
53 kDa (Broze et al. 1980, J. Biol. Chem. 255:1242). O

zimogénio do fator VII € convertido numa forma ativada



(Fvlla) por clivagem proteolitica num unico sitio, Argl52-
Iielb3, resultando em duas cadeias, pesada (254 aminoacidos)
e leve (154 aminodcidos) ligadas por wuma uUnica ponte
dissulfeto (Hagen et al. 1986, Proc. Natl. Acad. Sei. (USA)
83:2412). A forma ativada do fator VII liga ao fator de
tecidos, que converte o fator X em fator Xa. O fator Xa é
necessario para converter a protrombina em trombina, que
converte o fibrinogénio em fibrina como um estdgio final na

formacado de um codgulo de fibrina.

O fator VII sofre modificacgdes pdéds—-translacionais, incluindo
a carboxilacdao da vitamina K-dependente, resultando em dez
residuos de acido y-carboxiglutédmico na regido N-terminal da
molécula. Outras modificacdes pds— translacionais incluem
ligacdao da metade da molécula de acgucar gue ocorrem
naturalmente em dois sitios de N-ligacdo de glicosilacédo na
posicdao 145 e 322, respetivamente, e dois qgue ocorrem
naturalmente nos sitios O-glcosilacao ligados na posicédo 52

e 60, respetivamente (WO 01/58935).

A terapia tradicional para as doencas hemostadticas assenta
na reposig¢do  parenteral de deficientes fatores de
coagulacao, como o fator VII, o fator VIII ou o fator IX
(ver, por exemplo, as Patentes US 6,310,183 e 4,784,950). O
tratamento geralmente envolve tanto a administracédo de
fatores de coagulacdo para o tratamento de episddios de
sangramento agudo, bem como a administragdo profilatica de
fatores de coagulacédo para impedir a ocorréncia de episddios
de sangramento futuro. A profilaxia foi encontrada para
reduzir o risco de desenvolver problemas nas articulacgdes e
artrite associada a episdédios de sangramento frequente
(Petrini 2001, Hemophilia 7:99; Fischer et al. 2002, Blood
99(7):2337).



As terapias tradicionais tém, no entanto, muitos problemas
associados. Atualmente, os fatores de coagulacao devem ser
administrados por via parentérica, a fim de atingir as doses
eficazes porque os métodos nédo invasivos nao foram bem-
sucedidos em alcancar nivels terapéuticos. Problemas
associados com a administracdo parenteral incluem oclusdo no
local da injecao, dor e infecdo. O uso de um cateter aumenta
0 risco de todos estes eventos. 0Os problemas especificos
associados com a administracdo parenteral de fatores de
coagulacdo para bebés e criancas pequenas incluem o acesso
venoso central. Além disso, administracao parenteral de
fatores de coagulagdao, <corre o risco de precipitar um
episddio de sangramento. Estes problemas sdo particularmente
relevantes quando o paciente ¢ submetido a administracao

profildatica regular de um fator de coagulacgéo.

Fatores de coagulacao, como o fator VIII e o fator IX devem
ser administrados com frequéncia e em grandes doses
resultando no desenvolvimento de anticorpos contra o fator
inibidor da coagulagdo num numero significativo de pacientes
(ver, por exemplo, Nilsson 1992, Transfusion Medicine Review
6(4):285; Cohen et al. 1996, Bailiere's

Clinicai Hematology 9(2) :331).

Um aspeto da invencdo fornece um tratamento mais seguro e
mais eficaz para os disturbios hemostaticos. Outro aspeto da
invencdo fornece para maior meia vida sérica e maior
biodisponibilidade da terapéutica administrada através de
meios nao invasivos para o tratamento de disturbios
hemostdticos, reduzindo assim o risco de se sofrer um
episddio de sangramento, infecdo e oclusdao do 1local da
injecdo associada a administracdo parenteral. Outro aspeto
da invencdo fornece terapia para disturbios hemostdticos com

risco reduzido, em comparacgdao com as terapias atuais, de



desenvolvimento de anticorpos inibidores contra o fator da
coagulacdo. Ainda um outro aspeto da invencdao prevé um

tratamento profildtico de um disturbio hemostéatico.

Os aspetos da invencao fornecem uma proteina guimérica,
composta por pelo menos um fator de coagulacgao e pelo menos
uma porcgao de uma regido de imunoglobulina constante, onde
o fator de coagulacdo é capaz de promover a coagulacgao do

sangue e/ou formacdo de coagulo de fibrina.

Proteinas quiméricas compreendendo uma porcao Fc de uma
imunoglobulina sd&o conhecidas (ver, por exemplo, as Patentes
Uus 6,030,613, 6,086,875, 6,485,726 e o Pedido PT

US/02/21335) e enquanto as proteinas quiméricas compostas
por fatores de coagulacdo mutantes sem atividade de
coagulacao, e imunoglobulinas tém sido descritas previamente
(WO01/02439), proteinas quiméricas que compreendem um fator
de coagulacao (isto é, tem atividade de coagulacao) e pelo
menos uma parte da regidao constante de imunoglobulina s6é
foram descritos para a tromboplastina. Fator de coagulacéao,
tal como definido abaixo e aqui wutilizado refere-se a
qualquer molécula com atividade de coagulagado, tal como

definido neste documento.

SUMARIO DA INVENCAO

A presente divulgacdo, incluindo a presente invengdo, esta
relacionada com uma proteina quimérica melhorada, para
tratamento de disturbios hemostaticos. A presente
divulgac¢édo, incluindo a presente invenc¢do, fornece uma
proteina quimérica, tal como descrito nas reivindicagdes 1
e 10 para tratar um disturbio hemostdtico que pode ser
administrada por via parenteral ou nao invasiva (por exemplo,

através de uma via pulmonar, nasal ou oral). A presente



divulgacao refere-se, incluindo a ©presente invencao,
portanto, a uma proteina guimérica, compreendendo pelo menos
um fator de coagulagdao e pelo menos uma porg¢ao de uma regiao

constante da imunoglobulina.

A presente divulgagdo refere-se também a um método de
tratamento de um disturbio Themostdtico compreendendo
administrar uma qguantidade terapeuticamente eficaz de uma
proteina quimérica, compreendendo pelo menos um fator de
coagulacdo, tal como descrito nas reivindicacdes 1 e 10 e
pelo menos uma porgdo de uma regido constante da

imunoglobulina.

A presente divulgagao refere-se também a um método de fazer
uma proteina quimérica, tal como descrito nas reivindicacgdes
1 e 10, compreendendo pelo menos um fator de coagulacgao e
pelo menos uma porgao de uma regiao constante de
imunoglobulina; compreendendo o) referido método a
transfeccdo de uma célula com uma construcdao de ADN que
compreende uma primeira sequéncia de ADN codificando pelo
menos um fator de coagulacdao operativamente ligado a uma
segunda sequéncia de ADN codificando pelo menos uma parte da
imunoglobulina; cultivando as ditas células em condigbes
tais que a proteina quimérica é expressa; e isolando a dita

proteina quimérica da dita célula.

LA presente divulgacdo refere-se também a uma molécula de
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de codificacéo
de, pelo menos, um fator de coagulacao, e pelo menos uma

porcado de uma regido constante da imunoglobulina.

A presente descricdo também se refere a uma construcdo de
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de ADN que

codifica pelo menos um fator de coagulacdo e, pelo menos,



uma porcao de uma regido constante de imunoglobulina. Com
base na divulgacdo contidas neste documento, o presente
invento proporciona uma proteina quimérica gue compreende
uma primeira cadeia e uma segunda cadeia, em que a referida
primeira cadeia compreende uma regiao constante de
imunoglobulina ou uma sua porcao, dque € um recetor Fc
neonatal (FcRn) parceiro de 1ligagao, e um fator de
coagulacdo, e em gque a dita segunda cadeia compreende uma
regido constante de imunoglobulina ou uma sua porcao, que &

um parceiro de ligacdo FcRn, sem um fator de coagulacgéo.

A presente invencao também fornece para a proteina gquimérica
da invencao, para utilizacdo num método de tratamento, por

exemplo, para uso no tratamento de um disturbio hemostatico.

A presente invencgao proporciona ainda um primeiro constructo
de ADN e uma segunda construcdao de ADN que, em conjunto
codificam a proteina quimérica da invenc¢do, em que a primeiro
constructo de ADN codifica a primeira cadeia do referido
quimérico proteina e a segunda construgao de ADN codifica a
segunda cadeia da referida proteina quimérica. A presente
invengao também proporciona um vetor compreendendo referida
primeira e segunda construcgdes de ADN da invengdo, ou um
primeiro vetor que codifica o referido primeiro constructo
de ADN e um segundo vetor que codifica para a referida

segunda construcao de ADN.

A presente invencao ainda proporciona adicionalmente uma
célula hospedeira compreendendo a referida primeira e
segunda construgcdes de ADN de a invencdo, ou uma célula
hospedeira compreendendo o referido vetor ou vetores da
invencdo, bem como um método de fazer o gquimérico proteina
da invencado, em que o método compreende a cultura de uma

célula hospedeira da invencao.



Além disso, a presente invencdo proporciona uma composicado
farmacéutica compreendendo a proteina quimérica da invencgao

e um excipiente farmaceuticamente aceitéavel.

Ainda adicionalmente, o presente invento proporciona uma
proteina quimérica possuindo uma porgdo monomérica e
dimérica uma porcgdo, em que a porcgdo dimérica compreende
duas regides constantes de imunoglobulina ou suas porcgdes,
cada uma das quais € um recetor Fc neonatal (FcRn) parceiro
de ligacgao, e a porcao monomérica compreende um fator de
coagulacao, que estd ligada a uma das duas regides constantes

de imunoglobulinas ou suas porcgdes.

Outros objetivos e vantagens da invencdo serao apresentados
em parte na descricdo que se segue, e em parte serdo bbvios
a partir da descricdo, ou podem ser aprendidos pela pratica
da invencdo. Os objetos e vantagens da invencdo serao
realizados e atingidos por meio dos elementos e combinacgdes

particularmente apontados nas reivindicag¢des anexas.

E para ser entendido que tanto a descricdo geral anterior
como a descricdao detalhada que se segue sao exemplares e
apenas explicativas e ndo sao restritivas da invencao, tal

como reivindicado.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS

A Figura 1 é um diagrama gue mostra a via extrinseca e

intrinseca da cascata de coagulacao.

A Figura 2 é um diagrama das formas ativas e inativas do

fator VIIa-Fc.



A Figura 3A é a sequéncia de aminodcidos de uma proteina
quimérica, que compreende o fator Vila e um fragmento Fc de

uma imunoglobulina (SEQ ID NO: 1).

A Figura 3B é a sequéncia de aminodcidos de um fragmento Fc

de uma imunoglobulina (SEQ ID NO: 2).

A Figura 3C é a sequéncia de &cido nucleico de um fragmento

Fc de uma imunoglobulina (SEQ ID NO: 3).

A Figura 3D € a seguéncia de acido nucleico de uma proteina
quimérica que compreende fator Vila e um fragmento Fc de uma

imunoglobulina (SEQ ID NO: 4).

A Figura 4 € um diagrama de resultados de um ensaio STA-
CLOT mostrando que o fator VIIa-Fc tem uma atividade

significativa de coagulacao.

A Figura 5 é um diagrama mostrando a ligacdo do fator VIIa-

Fc ao recetor Fc humano soluvel neonatal (shFcRn).

A Figura 6 demonstra os niveis plasmaticos com o tempo de

administracdo oral do fator VIIa-Fc em ratos recém- nascidos.

A Figura 7 compara a absorcgdo oral em ratos recém-nascidos
do fator Vila- Fc mondmero/dimero hibrido composto por duas
cadeias polipeptidicas, cada cadeia, compreendendo pelo
menos uma porc¢ao de uma regido constante de imunoglobulina
e onde o fator VII estd ligado a apenas uma das duas cadeias
versus homodimeros compreendendo duas cadeias polipeptidicas
em que ambas as cadeias compreendem pelo menos uma porcgao de
uma regido constante de imunoglobulina e ambas as correntes

também incluem o fator VII.



A Figura 8A mostra os niveis plasmdticos com o tempo de fator
VITa-Fc administrado por via intravenosa em porcos chineses,
onde o fator VIIa-FC é um mondmero/dimero hibrido composto
por duas cadeias polipeptidicas, cada cadeia, compreendendo
pelo menos uma porgcao de uma regido constante de
imunoglobulina e onde o fator VII estd ligado a apenas uma

das duas cadeias.

A Figura 8B mostra a atividade ao longo do tempo de
coagulacado do fator Vlla-Fc administrado por via intravenosa
em porcos chineses onde o fator VIIa-FC € um mondmero/dimero
hibrido composto por duas cadeias polipeptidicas, cada
cadeia compreendendo, pelo menos, uma porcao de uma regiao
constante de imunoglobulina e onde o fator VII é relacionado

apenas com uma das duas cadeias.

A Figura 9A € a sequéncia de aminodcidos da proteina
quimérica Fator IX-Fc. Incluido na sequéncia €& o peptideo
sinal (sublinhado) que € clivado pela célula e o propétido
(negrito) que ¢é reconhecido pela vitamina K- dependente
vcarboxilase que modifica o Fator IX para atingir plena
atividade. A sequéncia ¢é posteriormente clivada por PACE

para render Fator IX-Fc.

A Figura 9B € a sequéncia do 4&acido nucleico da proteina
quimérica Fator IX-Fc. Incluido na sequéncia €& o peptideo
sinal (sublinhado) e o pro-péptido (negrito), que &
reconhecido pela vitamina K- dependente ycarboxilase qgue
modifica o Fator IX para atingir plena atividade. Sequéncia
traduzida é subsequentemente clivada por PACE para render

Fator de madura IX-Fc.

SUMARIO DAS SEQUENCIAS
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Seq ID N° Figura Descricao
1 32 sequéncia de aminodcidos de uma proteina

quimérica que compreende o fator Vila e um fragmento Fc de

IgG

2 3B sequéncia de aminodcidos de um fragmento Fc de
IgG

3 3C sequéncia de acido nucleico correspondente a

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 2
4 3D sequéncia de acido nucleico correspondente a

sequéncia de aminodcidos de SEQ ID NO: 1

DESCRICAO DE FORMAS DE REALIZACAO

A. Definicdes

Etiqueta de Afinidade, como usado aqui, significa uma
molécula ligada a uma segunda molécula de interesse, capaz
de interagir com um parceiro especifico obrigatdério com a
finalidade de isolar e identificar a dita segunda molécula

de interesse.

Andlogos a, ou de proteinas ou peptideos ou substancialmente
idénticos a proteina quimérica da invencdo, tal como
utilizado aqui, significa gque uma sequéncia relevante de
aminodcidos de uma proteina ou um peptideo é pelo menos 70%,
75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idéntica a
uma determinada sequéncia. A titulo de exemplo, estas
sequéncias podem ser variantes derivadas de varias espécies,
ou podem ser derivadas da sequéncia dada por truncamento,
exclusao, substituicdo ou adicdo de aminoacidos. A
percentagem de identidade entre as duas sequéncias de
aminodcidos € determinada por algoritmos de alinhamento
padrao, tais como, por exemplo, Basic Local Alignment Tool

(BLAST) descrito em Altschul et al. (19%90) J. Mol. Biol.,

11



215:403-410, o algoritmo de Needleman et al. (1970) J. Mol.
Bio., 48:444-453; o algoritmo de Meyers et al. (1998) Comput.
Rppl. Biosci., 4:11-17; ou Tatusova et al. (1999) FEMS
Microbiol. Lett., 174:247-250, etc. Tais algoritmos séo
incorporados aos programas BLASTN, BLASTP e "Sequéncias
BLAST 2" (ver wt/w. ncbi . nlm. nih. gov/BLAST) Ao utilizar
esses programas, o0s pardmetros padrdao podem ser utilizados.
Por exemplo, para sequéncias de nucleotideos as seguintes
configuracdes podem ser usadas para "Sequéncias BLAST 2":
programa BLASTN, a recompensa para o jogo 2, penalidade por
incompatibilidade -2, ©penalidades de espaco aberto e
extensdo 5 e 2, respetivamente, espaco de x_gueda 50, esperar
10, tamanho de palavra 11, filtro ON. Para sequéncias de
aminodcidos as seguintes configuracdes podem ser usadas para
"Sequéncias BLAST 2": programa BLASTP, matriz BLOSUM62,
penalidades de espacgo aberto e extensao 11 e 1,
respetivamente, espaco de x_queda 50, esperar 10, tamanho de

palavra 3, filtro ON.

Biodisponibilidade, como usado aqui, significa a extenséao e
a taxa na gual uma substédncia é absorvida num sistema vivo

ou seja disponibilizada no local da atividade fisioldgica.

A proteina quimérica, como utilizada aqui, refere-se a
qualquer proteina composta de uma primeira sequéncia de
aminodcido derivado de uma primeira fonte, ligada, covalente
ou nado covalente para uma segunda sequéncia de aminodcido
derivada de uma segunda fonte, em que a primeira e a segunda
fonte ndo sdo as mesmas. Uma primeira fonte e uma segunda
fonte que nado sdao as mesmas podem incluir duas entidades
bioldgicas diferentes, ou duas proteinas diferentes da mesma
entidade bioldgica, ou uma entidade bioldgica e uma entidade
nao-bioldégica. A proteina qguimérica pode incluir, por

exemplo, uma proteina derivada de pelo menos 2 fontes

12



bioldgicas diferentes. Uma fonte Dbioldgica pode incluir
qualquer &cido nucleico produzido ndo-sinteticamente ou de
sequéncia de aminodcido (por exemplo, uma sequéncia gendmica
ou de cADN, um vetor plasmideo ou virai, um virion nativo ou
um mutante ou andlogo, como descrito em alguma das situacdes
acima). Uma fonte sintética pode incluir uma proteina ou uma
sequéncia de acido nucleico produzido quimicamente e nao por
um sistema bioldgico (por ex. sintese em fase sdélida de
sequéncias de aminodcidos). A proteina quimérica pode também
incluir wuma proteina derivada de pelo menos 2 fontes
sintéticas diferentes ou proteinas derivadas de pelo menos

uma fonte bioldgica e pelo menos uma fonte sintética.

Fator de coagulacdo, tal como utilizado aqui, significa
qualgquer molécula, que ocorre naturalmente ou produzida de
forma recombinante, que impede ou diminui a duracdo de um
episddio de sangramento num sujeito com um disturbio

hemostdtico como agqui descrito.

Atividade de coagulacdo, como usado aqui, significa a
possibilidade de ©participar numa cascata de reacdes
bioquimicas que culmina na formacdo de um codgulo de fibrina
e/ou reduz a gravidade, da duracdo ou da fregquéncia de

episddios de hemorragia ou sangramento.

Construcdo de ADN, como usado aqui, significa que uma
molécula de ADN, ou um clone de uma molécula, unica ou dupla,
que tenha sido modificada através da intervencao humana para
conter segmentos de ADN combinado de forma que, como um todo,
ndo exista na natureza. As construcdes de ADN contém a
informacdo necessaria para direcionar a expressdo de
polipeptideos de interesse. As construgdes de ADN podem
incluir promotores, melhoradores e terminadores da

transcricdo. As construcgdes de ADN contendo as informacdes
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necessarias para orientar a secrecdo de um polipeptideo
também irdo conter pelo menos uma sequéncia de sinais

secretores.

Um fragmento, tal como aqui utilizado, refere-se a um péptido
ou polipéptido compreendendo uma sequéncia de aminodcidos de
pelo menos 2 residuos de aminodcidos contiguos, de pelo menos
5 residuos de aminocdcidos contiguos, de pelo menos 10
residuos de aminodcidos contiguos, de pelo menos 15 contiguos
residuos de aminodcidos, de pelo menos 20 residuos de
aminodcidos contiguos, de pelo menos 25 residuos de
aminodcidos contiguos, de pelo menos 40 aminoédcidos
contiguos adicionar residuos, de pelo menos 50 residuos de
aminodcidos contiguos, de pelo menos 100 aminodcidos
contiguos adicionar residuos, ou de, pelo menos, 200 residuos
de aminodcidos contiguos adicionar ou gqualguer delecdo ou

truncagem de uma proteina.

Hemostasia, como usado aqui, significa a paralisacado do
sangramento ou hemorragia, ou a interrupgdao do fluxo

sanguineo através de um vaso sanguineo ou parte do corpo.

Disturbio hemostdatico, como wusado aqui, significa uma
condicdo herdada geneticamente ou adquirida caraterizada por
uma tendéncia a hemorragia, tanto espontaneamente ou como
resultado de um trauma, devido a uma diminuicado da capacidade

ou incapacidade para formar um codgulo de fibrina.

Vinculadas, como utilizado aqui, refere-se a uma primeira
sequéncia de 4dcido nucleico covalentemente unido a uma
segunda sequéncia de dcido nucleico. A primeira sequéncia de
dacido nucleico pode ser diretamente ligada ou justaposta a
segunda sequéncia de &cido nucleico ou, alternativamente,

uma sequéncia de intervencao pode juntar- se covalentemente
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a primeira sequéncia para a segunda sequéncia. Ligados, como
utilizado aqui, também pode referir-se a uma primeira
sequéncia de aminodcidos covalentemente unida a uma segunda
sequéncia de aminodcidos. Vinculado também pode referir-se
a uma primeira sequéncia de aminodcidos nao-covalentemente
ligada a uma segunda sequéncia de aminodcidos. Ligado, como
utilizado aqui também pode referir-se a uma primeira
sequéncia de aminodcidos covalentemente ligada a uma
sequéncia de &cido nucleico ou a uma pequena molécula

orgédnica ou inorgénica.

Operativamente 1ligado, como usado aqui, significa uma
primeira sequéncia de &acido nucleico ligado a uma segunda
sequéncia de 4cido nucleico de tal modo gque ambas as
sequéncias sao capazes de ser expressas como um polipeptideo

biologicamente ativo.

Pequena molécula inorgédnica, como utilizado aqui, significa
uma molécula ndo contendo atomos de carbono e ndo sendo maior

que 50 kD.

Pequena molécula orgdnica, como usado agqui, significa uma
molécula que contenha pelo menos um atomo de carbono e néao

seja maior que 50 kD.

Alta severidade, como wutilizado aqui, inclui condic¢des
facilmente determinadas pelo perito, baseadas, por exemplo,
no comprimento do ADN. Geralmente, essas condig¢des sao
definidas como condig¢des de hibridizacao, como referido
acima, e com lavagem a cerca de 68°C, 0,2 X SSC, 0,1% SDS.
O perito ird reconhecer que a temperatura e a concentracao
de sal da solucao de lavagem e podem ser ajustadas como

necessario de acordo com fatores como o comprimento da sonda.
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Severidade moderada, como utilizado aqui, inclui condicgdes
que podem ser facilmente determinadas ©pelos peritos,
baseadas, por exemplo, no comprimento do ADN. As condigdes
bdsicas sdo estabelecidas por Sambrook et al. Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, 2 ed., Vol. 1, pp. 1l: 101-104,
Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989). E incluem o uso
de uma solugao de pré-lavagem dos filtros de nitrocelulose
5X s8sC¢, 0,5% SDS, 1,0 mM EDTA (pH 8,0), as condicdes de
hibridizacadao de 50%, formamida, 6X SSC a 42°C (ou outra
solucdo de hibridacédo similar, como a solucadao de Stark, em
formamida 50% a 42°C), e as condigdes de lavagem a 60 °C,

0.5x SsC, 0,1% SDS.

Polipeptidicos, como utilizado agqui, refere-se a um polimero
de aminodcidos e nao se refere a um periodo especifico do
produto, assim, petideos, oligopetideos e proteinas estéo
incluidos na definicdo de polipeptideo. Este termo nado exclui
modificacdes pds—expressao do polipeptideo, por exemplo,
glicosilacao, acetilacao, fosforilacado, peguilacao, adicéao
de uma molécula de lipidios, ou a adicdo de uma molécula
orgadnica ou inorgénica. Incluidas na definic¢ado, sao, por
exemplo, o0s polipeptideos contendo um ou mais aminodcidos
andlogos (incluindo, por exemplo, aminodcidos nao naturais)
e polipeptideos com ligacgdes substituidas, bem como outras
modificacgdes conhecidas na técnica, tanto ocorrendo de forma

natural como nao natural.

Tratar, tratamento, tratando, como usado aqui, significa
qualquer dos seguintes elementos: a reducado da gravidade de
um distuirbio hemostdtico; a profilaxia de um ou mais sintomas
associados a um disturbio hemostdatico, por exemplo, um
episddio de sangramento; a reducdo na duracao do um curso da
doenca de um disturbio hemostdtico; a melhoria de um ou mais

sintomas associados a um distuirbio hemostdtico; a reducdo da
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duracdao de um episddio de sangramento associado a um
disturbio hemostdtico; a reducdo do titulo de um anticorpo
contra um anticorpo inibidor do fator de coagulacéado; a
prestacdo de efeitos benéficos para um sujeito com um
disturbio hemostatico, sem necessariamente a cura da

desordem hemostatica.

B. Terapéuticas Melhoradas para Transtornos Hemostaticos

A presente divulgagao refere-se geralmente a uma melhor
terapéutica para os disturbios hemostdticos. A invencgao,
portanto, refere-se a uma proteina guimérica, compreendendo
pelo menos um fator de coagulacao, tal como descrito aqui e
pelo menos uma porgcdo de uma regido constante da

imunoglobulina.

As proteinas quiméricas da invencgdo tém maior estabilidade
e outras propriedades melhoradas gquando comparadas aos
agentes terapéuticos conhecidos com atividade de coagulacao.
Elas também podem ser administradas por via parentérica ou
nao invasiva. Assim, a invencao prevé métodos melhorados
para a administracdo de agentes terapéuticos com atividade
de coagulacao. Embora atualmente os fatores de coagulacao
sejam geralmente administrados por via subcuténea,
intramuscular ou endovenosa, as proteinas quiméricas da
invengao podem ser administradas utilizando meios menos
invasivos, como a administracdo oral, a administracao nasal,
ou a administracao pulmonar. Numa forma de realizacéo
especifica, a proteina quimérica da invencado ¢é util no

tratamento profilatico de disturbios hemostaticos.

A presente divulgacdo, incluindo a presente invencao também
se refere geralmente a métodos melhorados de fazer

terapéutica de fatores de coagulacdao. A invencao refere-se
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a métodos recombinantes de producado de fatores terapéuticos
de coagulacdo com expressao aumentada e a produtividade
melhorada. A invengao, portanto, diz respeito aos métodos de
producdo de proteinas quiméricas, compreendendo pelo menos
um fator de coagulacdao e pelo menos uma parte da regiao
constante de imunoglobulina por transferéncia de uma célula
com uma construcao de ADN, a dita construcao compreendendo
uma sequéncia de ADN codificando pelo menos um fator de
coagulacdo e uma sequéncia de ADN de codificacadao, de pelo
menos, uma parte da regido constante de imunoglobulina;
cultivar as ditas células em condicgcdes tais gque a proteina
quimérica ¢é expressa pela dita célula e isolar a dita

proteina quimérica.

C. Proteinas Quiméricas

A presente divulgacao, incluindo a presente invengao refere-
se em geral as proteinas quiméricas em geral compreendendo
pelo menos um fator de coagulacado, tal como descrito acima,
pelo menos uma porgao de uma regido constante de
imunoglobulina, e, opcionalmente, um ligador. Os fatores de
coagulacao do sangue podem estar ligados covalentemente, ou
nao-covalentemente com a porcdao de uma regido constante da
imunoglobulina. A porgao de uma regiao constante de
imunoglobulina terda tanto um N, ou um amino- terminal, e um
C, ou terminal carboxi. Numa forma de realizacdo, a proteina
quimérica da invencao pode ter um fator de coagulacao ligado
ao terminal N da porcdo de uma regidao constante da

imunoglobulina.

A proteina qguimérica pode opcionalmente incluir pelo menos
um ligador, assim, o fator de coagulacdo nédo tem de estar
diretamente 1ligado a porcao de uma regidao constante da

imunoglobulina. O ligador pode estar relacionado com o
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terminal N da porcdo de uma regiao constante de
imunoglobulina, ou o terminal C de uma porcao de uma regido
constante da imunoglobulina. 0 ligador pode estar

relacionado com o terminal N do fator de coagulacao.

A inveng¢do, portanto, refere-se a uma proteina quimérica,
composta de pelo menos um fator de coagulacao, tal como
descrito aqui (X), opcionalmente, um ligador (L), e pelo
menos uma porc¢do da regidao constante de imunoglobulina (F).
Numa forma de realizacdo, a invencdo estd relacionada a uma
proteina quimérica, compreendida na férmula

X-La-F

onde X é ligado ao seu terminal C do terminal N de L, e L
estd ligado ao seu terminal C do terminal N de F e em que é
um numero inteiro ou zero. Quando um € =zero X esta
diretamente ligado ao seu terminal C da terminal N de F. Por
um exemplo, ndo limitativo, pode ser 0, 1, 2, 3, 4, 5,

10 ou 20.

Numa forma de realizacdo, a invencdo estd relacionada a uma
proteina quimérica, que compreende a sequéncia de

aminodcidos da Figura 3A (SEQ ID NO: 1).

A proteina quimérica da invenc¢do inclui mondmeros, dimeros,
bem como multimetros de ordem superior. Numa forma de
realizacao, a proteina quimérica € um mondédmero que compreende
um fator de coagulacdo e uma porcao de uma regido constante
da imunoglobulina. Em outra forma de realizacdo, a proteina
quimérica é¢ um dimero composto por dois fatores de coagulacao
e duas porgdes de uma imunoglobulina. Numa forma de
realizacdo, os dois fatores de coagulacdo sdo 0SS mesmos.
Numa forma de realizacdo, os dois fatores de coagulacao sao

diferentes. Numa forma de realizacao, as duas porcdes de uma
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imunoglobulina sdao as mesmas. Numa forma de realizacgado, as
duas porcdes de uma imunoglobulina sdo diferentes. Em outra
forma de realizacao, a proteina quimérica é um
mondémero/dimero hibrido onde a proteina guimérica, tem um
aspeto dimérico em que é composta de pelo menos uma POrgao
de dois polipeptideos de regido constante de imunoglobulina
e um aspeto monomérico na medida em que é composta por apenas
um fator coagulacédo ligado a um das duas imunoglobulinas. A
invencado, portanto, refere-se a uma proteina quimérica, gque
compreende uma primeira cadeia e uma segunda cadeia, onde a
dita primeira cadeia compreende pelo menos uma porcao de uma
regido constante da imunoglobulina ligada a um fator de
coagulacdo e a dita segunda cadeia compreende pelo menos uma
porcado da regido constante da imunoglobulina sem um fator de

coagulacao a ela ligada.

Essas proteinas guiméricas podem ser descritas usando as
férmulas estabelecidas na Tabela 1, onde I, L e F sao

conforme descrito acima, e onde (‘) indica uma molécula

diferente do que sem (') e onde (:) indica uma ligacdo nao
peptidica
TABELA 1
X-F:F-X
X'-F:F-X
X-L-F:F-X

X-L-F:F-L-X

X'-L-F:F-L-X

X-L’'-F:F-L-X

X'-L'-F:F-L-X

F:F-X

F:F-L-X

X-F:F

X-L-F:F
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L-F:F-X

X-F:F-L

O perito wvai entender que sao possiveis combinacdes

adicionais, incluindo o uso de ligadores adicionais.

1. Variantes de Proteinas Quiméricas

Derivados e andlogos das proteinas guiméricos da invencao,
anticorpos contra as proteinas gquiméricas da invencao e
anticorpos contra parceiros de ligacao das proteinas
quiméricos da invencdo sao todos contemplados, e pode ser
feitos alter ando as suas sequéncias de aminodcidos através
de substituicbes, acréscimos, e/ou supressdes/truncamentos
ou introduzindo modificagdes quimicas gque resultam em
moléculas funcionalmente equivalentes. Serd entendido por
uma das competéncias normais da técnica que certos
aminodcidos numa sequéncia de qualquer proteina podem ser
substituidos por outros aminodcidos sem afetar negativamente

a atividade da proteina.

Varias mudancas podem ser feitas nas sequéncias de
aminodcidos das proteinas quiméricos da invencdo ou nas
sequéncias de ADN de codificacgado, portanto, sem perda
significativa da sua atividade Dbiolégica, funcao ou
utilidade. Derivados, andlogos, ou mutantes resultantes de
tailis mudangas e do uso de derivativos estdo no admbito da
presente invenc¢ao. Numa forma de realizacgdo especifica, o
derivativo é funcionalmente ativo, 1. e., capaz de exibir
uma ou mais atividades relacionadas com as proteinas
quiméricas da invencao, por exemplo, a formacdao de codagulos
e ativacdo de um fator de coagulacdo. A atividade pode ser
medida por testes conhecidos na técnica, por exemplo., ensaio

de StaClot FV11a-RTF (Johannessen et al. 2000, Blood
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Coagulation and Fibrinolysis 11: S159); tempo de protrombina

(ensaio PT) ou um ensaio APTT para o fator IX.

Substitutos para um aminodcido na sequéncia podem ser
selecionados a partir de outros membros da classe a que
pertence o aminodcido (ver Tabela 2). Além disso, varios
aminodcidos sadao geralmente substituidos por aminoacidos
neutros, por exemplo, alanina, leucina, isoleucina, wvalina,
prolina, fenilalanina, tritofano e metionina (ver, por
exemplo, MacLennan et al. (1998) Ata Physiol. Scand. Suppl.
643:55-67; Sasaki et al. (1998) Adv. Biophys. 35:1-24).

TABELA 2
Residuos Exemplos de substituigdes Substituicdes
originais Tipicas
Ala (A) Val, Leu, Ile Val
Arg (R) Lys, Gln, Asn Lys
Asn (N) Gln Gin
Asp (D) Glu Glu
Cys (C) Ser, Ala Ser
Gln (Q) Asn Asn
Gly (G) Pro, Ala Ala
His (H) Asn, Gin, Lys, Arg Arg
Ile (I) Leu, Val, Met, Ala, Phe, Leu
Norleucina
Leu (L) Norleucina, Ile, Val, Met, lie
Ala, Phe
Lys (K) Arg, 1,4- Diamino-butirico Arg
Acid, Gin, Asn
Met (M) Leu, Phe, lie Leu
Phe (F) Leu, Val, Ile, Ala, Tyr Leu
Pro (P) Ala Gly
Ser (S) Thr, Ala, Cys Thr
Thr (T) Ser Ser
Trp (W) Tyr, Phe Tyr
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Tyr (Y) Trp, Phe, Thr, Ser Phe

Val (V) lie, Met, Leu, Phe, Ala, Leu

Norleucina

2. Fatores de coagulagéo

As proteinas quiméricas desta invencdo incluem pelo menos um
fator de coagulacao. O fator de coagulacao pode incluir
qualgquer um dos fatores listados abaixo gue tenham atividade
de coagulacao ou ativem uma molécula com atividade de
coagulacao. O fator de <coagulacao pode compreender um
polipeptideo, uma pequena molécula orgédnica, ou uma pequena
molécula inorgénica. O fator de coagulacdo pode ser um fator
de coagulacao transformado desde gque mantenha pelo menos uma
atividade de coagulacdo. O fator de coagulacgao é o fator
VIII, incluindo o dominio B excluido do fator VIII. Fator IX
(Patente US 4,994,371), fator XI, fator XII, fibrinogénio,
protrombina, fator V, fator VII, fator X, ou fator XIII.
Numa forma de realizacao, o fator de coagulacdo é o fator
VII ou o fator Vila. Em outra forma de realizacao, o fator
de coagulagao é uma mutacao do fator VII ou Vila (ver, por
exemplo, Persson, et al. 2001, Proc. Nat. Acad. Sei. USA.
98:13583; Pedido de Patente US n° de série 10/109498). O
fator de coagulacdo pode ser um fator gque participa na via
extrinseca. O fator de coagulacgdo pode ser um fator qgue

participa na via intrinseca.

Alternativamente, o fator de coagulagao pode ser um fator
que participa de ambas as vias extrinseca e intrinseca. O
fator de coagulacado, tal como definido acima pode ser um
fator de coagulacao do sangue humano ou um fator de
coagulagcdao nao—-humano, por exemplo, derivado de um primata
nao-humano, um porco, ou qualquer outro mamifero. O fator de

coagulacao pode ser um fator de coagulagao gquimérico, por
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exemplo, o fator de coagulacdao pode incluir uma parcela do
fator de coagulacdo humano e uma porcgdo de um suino, ou
qualguer fator de coagulacao nao-humano ou uma parte do
primeiro fator de coagulacdo ndao-humano e uma porc¢ao de um

segundo fator de coagulacao nao-humano.

O fator de coagulagao pode ser um fator de coagulacao
ativado. Alternativamente, o fator de coagulacdo pode ser
uma forma inativa do fator de coagulacado, por exemplo, um
zimogénio. O fator de coagulacdo inativo pode sofrer uma
ativacao subsequente ao estar ligado a pelo menos uma pPoOrgao
de uma regido constante da imunoglobulina. O fator de
coagulacdo inativo pode ser ativado apds a administracao a
um sujeito. Alternativamente, o fator de coagulacdo inativo

pode ser ativado antes da administracéao.

3. Imunoglobulinas

As proteinas quiméricas desta invencdo incluem pelo menos
uma porcado de uma regidao constante da imunoglobulina. As
imunoglobulinas sao formadas por quatro cadeias de proteinas
que associam covalentemente duas cadeias pesadas e duas
cadeias leves. Cada cadeia é ainda composta por uma regido
varidvel e uma regido constante. Dependendo do isdtopo de
imunoglobulinas, a regido constante da cadeia pesada ¢é
composta de 3 ou 4 dominios de regido constante (por exemplo,
CH1, CH2, CH3, CH4). Alguns 1isdétopos também podem incluir

uma regido de articulagao.

A porcgado de uma regido constante da imunoglobulina pode ser
uma porgao de uma regido constante da imunoglobulina obtida
a partir de qualquer mamifero. A porcdo de uma regiao
constante da imunoglobulina pode incluir, mas nao esta

limitado a, uma parte da regido constante da imunoglobulina
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humana, uma regido constante da imunoglobulina de um primata
ndo-humano, uma regido constante da imunoglobulina bovina,
uma regido constante da imunoglobulina suina, uma regiao
constante da imunoglobulina murina, uma regido constante da
imunoglobulina ovina na uma regiao constante da

imunoglobulina de rato.

A porcdo de uma regido constante da imunoglobulina pode
incluir toda a cadeia pesada de uma regido constante, ou um
fragmento ou analdgico. A regido constante da cadeia pesada
pode incluir um dominio CH1, um dominio CH2, um dominio CH3,
e/ou uma regido de articulacdo. A regido constante da cadeia
pesada pode incluir um dominio CH1, um dominio CH2, um

dominio CH3, e/ou um dominio CHA4.

A imunoglobulina pode ser produzida de forma recombinante ou
sintética. A imunoglobulina pode ser isolada de uma
biblioteca de cADN. A imunoglobulina pode ser isolada de uma
biblioteca de Dbateriéfagos (ver McCafferty et al. 1990,
Nature 348:552). A imunoglobulina pode ser obtida através de
embaralhar as sequéncias de genes conhecidos (Mark et al.
1992, Bio / Technol. 10:779). A imunoglobulina pode ser
isolada por recombinagdao in vivo (Waterhouse et al. 1993,
Nucl. Res Acid. 21:2265). A imunoglobulina pode ser uma
imunoglobulina humanizada (Jones et al. 1986, Nature

332:323) .

A porcado de uma regido constante da imunoglobulina pode
incluir uma porg¢ao de um IgG, um IgA, um IgM, um IgD, um
IgE. Numa forma de realizacdo, a imunoglobulina € um IgG. Em
outra forma de realizacgdo, a imunoglobulina ¢é IgGl. Em,

ainda, outra forma de realizacgao, a imunoglobulina é IgG2.
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A porcado de uma regido constante da imunoglobulina pode
incluir um fragmento Fc. Um fragmento Fc pode ser composto
de CH2 e dominios CH3 de uma imunoglobulina e regido da
articulacdo da imunoglobulina. O fragmento Fc pode ser o
fragmento Fc de IgGl, um de IgG2, um de IgG3 ou um de IgG4.
Numa forma de realizacdo, a imunoglobulina ¢ um fragmento Fc
de um IgG2. Em outra forma de realizacgdo, a parcela de uma
regido constante de imunoglobulina €& composta de uma
sequéncia de aminodacidos de SEQ ID NO: 2 (Figura 3B) ou um
andlogo da mesma. Em outra forma de realizacéao, a
imunoglobulina ¢é composta de uma proteina, ou um seu
fragmento, codificada pela sequéncia de 4&acido nucleico de

SEQ ID NO: 3 (Figura 3C).

A porcado de uma regido constante da imunoglobulina pode
incluir uma variante Fc. A variante de Fc refere-se a uma
molécula ou sequéncia que é modificada a partir de um Fc
nativo, mas compreendendo ainda um sitio de ligacdo para o
recetor de salvamento, FcRn (WO 97/34631). Nativo refere- se
a um Fc que nédo tenha sido modificado por um ser humano. A
WO096/32478 descreve exemplos de variantes Fc, bem como a
interacdo com o recetor de resgate. Assim, o termo "variante
Fc" compreende uma molécula ou sequéncia que € humanizada de
um Fc ndao-humano nativo. Além disso, um nativo Fc compreende
sitios que podem ser removidos porque eles fornecem
carateristicas estruturais ou de atividade bioldgica gue nao
sd0 necessdarios para as moléculas de fusdo da presente
invengado. Assim, a variante Fc compreende uma molécula ou
sequéncia que carece de um ou mais sitios Fc nativos ou
residuos que afetam ou sao envolvidos em (1) formacado da
ligacao dissulfeto, (2) incompatibilidade com uma célula
hospedeira selecionada (3) heterogeneidade de N-terminal a
expressao numa célula hospedeira selecionada, (4)

glicosilacao (5), interacdo com o complemento (6), ligacao
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a um recetor Fc que nao seja um recetor de resgate, ou (7)

citotoxicidade celular anticorpo-dependente (ADCC).

Em outra forma de realizacdo, a parcela de uma regiao
constante de imunoglobulina é um recetor Fc neonatal (FcRn)
parceiro de ligagao. Um parceiro de ligacgdo FcRn é qualquer
molécula que pode ser especificamente vinculada ao recetor
FcRn com consequente transporte ativo pelo recetor FcRn do
parceiro vinculativo FcRn. O recetor FcRn foi isolado de
vdrias espécies de mamiferos, incluindo seres humanos. Sao
conhecidas as sequéncias do FcRn humano, do FcRn ratazanas
e FcRn de ratos (Story et al. 1994, J. Exp. Med. 180:2377).
O recetor FcRn liga-se com o IgG (mas nao a outras classes
de imunoglobulinas como IgA, IgM, IgDh, e IgE), e pH
relativamente baixo, transporta de forma ativa o IgG
transcelular na direcdo da luz para serosa e, em seguida,
libera os IgG em niveis relativamente elevados de ©pH
encontrados nos liquidos intersticiais. E expressa no tecido
epitelial dos adultos (Patente US 6,030,613 e 6,086,875)
incluindo os do pulmédo e epitélio intestinal (Israel et al.
1997, Imnmunology 92:69) epitélio renal tubular proximal
(Kobayashi et al. 2002, Am. J. Physiol. 282:F358) bem como
o epitélio nasal, superficies vaginais e superficies da

arvore biliar.

Parceiros vinculativos de FcRn da presente invencao
compreendem uma molécula que pode ser especificamente
vinculada ao recetor FcRn incluindo todo a IgG, o fragmento
Fc da IgG, e outros fragmentos que incluem a regido completa
de ligacdo do recetor FcRn. A regido da porgdo Fc da IgG gque
se liga ao recetor FcRn foi descrita com Dbase em
cristalografia de raios X (Burmeister et al. 1994, Nature
372:379) . A &drea de contato maior da FC com o FcRn estad perto

da juncado dos dominios CH2 e CH3. 0Os contatos Fc-FcRn estao
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todos dentro de uma cadeia pesada tUnica de Ig. Os parceiros
obrigatdérios de FcRn incluiem a totalidade de IgG, os
fragmento Fc da IgG, e outros fragmentos de anticorpos IgG,
que incluem a regido completa de ligacdo de FcRn. Os sitios
principais de contato incluem residuos de aminocdcidos 248,
250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 e 314 do dominio
CH2 e residuos de aminodcidos 385-387, 428 e 433-436 do
dominio CH3. As remissdes para a numeracdo de aminodcidos
das imunoglobulinas ou fragmentos de imunoglobulinas, ou
regides, sao todos baseados em Kabat et al. 1991, Sequences
of Proteins of Immunological Interest, U. S. Department of

Public Health, Bethesda; MD.

A regido Fc de 1IgG pode ser modificada de acordo com
procedimentos bem conhecidos como mutagénese dirigida e
similares para acesso a IgG modificada ou fragmentos Fc ou
partes deles, que serd vinculada por FcRn. Tais modificacgdes
incluem alteragdes remotas a partir do contato com sitios
FcRn bem como alteracgdes nos locais de contato gque preservam
ou mesmo aumentam a ligacdo para o FcRn. Por exemplo, o0s
seguintes residuos de aminodcidos Unicos em IgGl humana Fc
(Fcyl) podem ser substituidos sem perda significativa de
afinidade de ligacdo de Fc para FcRn:

P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A, E258A,
T260A, D265A, S267A, H268A, E260A, D270A, E272A, L2744,
N276A. Y278A, D280A, V282A, E283A, H285A, N286A, T289A,
K290A, R292A. EZ293A. E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A,
Y300F, R301A, V303a, V3057, T307a, L309A, Q311A, D312n,
N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q,
P329A, A330Q, A330S, P331A, P331S, E333A, K334A, T3352,
S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A.
E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A D376A,
A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A, (Q386A, E388A, N389A,
N390A, Y391F, K392A. L398A, S400A, D401a, D413Rn, K414Aa,
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R416A, Q418A, Q419A, N421A, V4227, S424A, EA4A30A, N434A,
T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A, e K447A, onde por exemplo
P238A representa prolina de tipo selvagem substituida por
alanina na posigao numero 238. Além da alanina outros
aminodcidos podem ser substituidos para os aminodcidos de
tipo selvagem nas posigdes acima referidas. As mutacgdes podem
ser apresentadas individualmente em Fc dando origem a mais
de cem parceiros de ligacao FcRn distinta do Fc nativo. Além
disso, as combinacdes de duas, trés ou mais destas mutacdes
individuais podem ser introduzidos em conjunto, dando origem

a centenas de outros parceiros vinculativos de FcRn.

Algumas das mutacdes acima podem conferir a nova
funcionalidade em cima do parceiro vinculativo de FcRn. Por
exemplo, uma concecgao incorpora N297A, removendo um sitio de
N-glicosilagdo altamente conservado. O efeito desta mutacéao
¢ reduzir a imunogenicidade, melhorando assim a circulacao
de meia vida do parceiro FcRn vinculativo, e para tornar o
parceiro vinculativo de FcRn incapaz de ligacao para FcyRI,
FcyRITIA, FcyRIIB e FcyRIIIA, sem comprometer a afinidade
para FcRn (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847;
Friend et al. 1999, Transplantation 68:1632; Shields et al.
1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Além disso, pelo menos trés
recetores Fc gamma humanos parecem reconhecer um sitio de
ligacado de IgG na regiao da articulacgdo inferior, geralmente
aminodcidos 234-237. Portanto, outro exemplo de novas
funcionalidades e potencial imunogenicidade diminuida podem
surgir de mutacdes desta regido, como por exemplo,
substituindo os aminodcidos 233-236 da IgGl humana "ELLG"
para a sequéncia correspondente de IgG2 "PVA" (com uma
eliminacdo de aminocdcidos). Tem sido demonstrado que FcyRI,
FcyRH e FcyRIU/ que mediam fungdes efetoras diferentes néo
vinculadas a IgGl quando tais mutagdes foram introduzidas

(Ward e Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77 e Armour et
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al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613). Como mais um exemplo de
novas funcionalidades decorrentes de mutacgdes descritas
acima a afinidade para FcRn pode ser aumentada, além da do
tipo selvagem em alguns casos. Esse aumento de afinidade
pode refletir um aumento "na taxa", uma diminuicdo "fora" da
taxa ou um aumento tanto "dentro" e uma diminuicdo "fora" da
taxa. Acredita-se gque as mutagdes conferem uma maior
afinidade para FcRn incluindo T256A, T307A, E380A, e N434A
(Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).

Num exemplo da presente divulgacdo, por exemplo numa forma
de realizacao da presente invencdo o parceiro de ligacao
FcRn é um polipeptideo incluindo a sequéncia PKNSSMISNTP e,
opcionalmente, incluindo ainda uma sequéncia selecionada de
HQSLGTQ, HONLSDGK, HONISDGK, ou VISSHLGQ (Patente US
5,739,277).

Dois recetores FcRn podem vincular uma unica molécula Fc. Os
dados de cristalografia sugerem que cada molécula FcRn liga
um polipeptideo Unico do homodimero Fc. A ligagao entre os
parceiros vinculadoa de FcRn, por exemplo, um fragmento Fc
de IgG, de um fator de coagulagao, portanto, fornece uma
maneira ou de entregar o fator de coagulacdo por via oral ou
como um aerossol administrado por via nasal, através de uma

via ocular ou através de uma via pulmonar.

O perito vail entender que porc¢des de uma regido constante da
imunoglobulina para uso na proteina quimérica da invencéo
podem incluir os mutantes ou seus andlogos, ou pode incluir
as regides constantes da imunoglobulina quimicamente
modificadas ou fragmentos (peguilacdo, por exemplo) (ver,
por exemplo, Aslam e Dent 1998, Bioconjugation: Protein
Coupling Techniques For the Biomedical Sciences Macmilan

Reference, London). Num exemplo, um mutante pode contribuir
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para assegurar uma ligacao do parceiro FcRn vinculativo para
0 FcRn. Também contemplados para uso na proteina quimérica
da invencado sado petideos miméticos de pelo menos uma POrgao
de uma regido constante de imunoglobulina, por exemplo, um
petideo mimético de um fragmento Fc ou um petideo mimético
de um parceiro vinculativo de FcRn. Numa forma de realizacao,
o0 peptideo mimético é identificado utilizando bateridéfagos
(Ver, por exemplo, McCafferty et al. 1990, Nature 348:552,
Kang et al. 1991, Proc. Natl. Acad Sei. USA 88:4363; EP O
589877 Bl.

4. Ligadores opcionais

A proteina guimérica da invencdo pode, opcionalmente,
compreender pelo menos uma molécula vinculada. Numa forma de
realizacdo, o ligador é composto de aminodcidos. O vinculador
pode compreender aminoacidos 1-5, os aminoacidos 1-10,
aminodcidos 1-20, os aminoacidos 10-50, aminodcidos 50-100
e o0s aminodcidos 100-200. O 1ligador pode compreender a
sequéncia Gn. O ligador pode compreender a sequéncia (GGS)n
(SEQ ID NO. 5). Em cada caso, n pode ser um numero inteiro
ta como 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 ou 10. Exemplos de ligadores
incluem, mas nao estao limitados a, GGG (SEQ ID NO. 6),
SGGSGGS (SEQ ID

NO.:7), GGSGGSGGSGGSGGG (SEQ ID NO.:8), e
GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO.: 9 ).

Numa forma de realizacdo, o ligador nédo elimina a atividade
coagulante do fator de coagulacgao. Opcionalmente, o ligador
aumenta a atividade coagulante do fator de coagulacgédo, por
exemplo, diminuindo os efeitos do impedimento estérico e
tornando o fator de coagulacdao mais acessivel ao seu sitio
alvo de ligacao, por exemplo, outro fator na cascata de

coagulacéao.
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D. Construtores de acido nucleico

A presente divulgacdo refere-se ainda a construcdo de um
dcido nucleico compreendendo uma sequéncia de adcido nucleico
que codifica as proteinas quiméricas da invencao,
compreendendo a dita sequéncia de acido nucleico uma primeira
sequéncia de codificagdo de 4acido nucleico, por exemplo,
pelo menos, um fator de coagulacao, operativamente ligado a
uma segunda sequéncia de codificacdo de acido nucleico pelo
menos uma porcdo de uma regiado constante da imunoglobulina.
A sequéncia de &cido nucleico pode também incluir sequéncias
complementares ou elementos conhecidos na técnica (por
exemplo, promotores, intensificadores, sequéncias poli A,
sequéncia de sinais). A sequéncia de &cido nucleico pode,
opcionalmente, incluir uma sequéncia de codificacdo de um
ligador colocado entre a sequéncia de 4&cido nucleico
codificando pelo menos um fator de coagulacdo e a parte de
uma 1imunoglobulina. A sequéncia de 4&acido nucleico pode,
opcionalmente, incluir uma sequéncia de ligador colocado
antes ou depois da sequéncia de &acido nucleico codificando
pelo menos um fator de coagulagcao e a parte de uma

imunoglobulina.

Num exemplo, o acido nucleico construcdo é composto por ADN.
Noutro exemplo, o constructo de adcido nucleico € composto de
ARN. O constructo de acido nucleico pode ser um vetor, por
exemplo, um vetor virai ou um plasmideo. Exemplos de vetores
virais incluem, mas nao estao limitados ao vetor do virus
adeno, um vetor do virus adeno associado ou um vetor do virus
da leucemia murina. Exemplos de plasmideos incluem mas nao

estdo limitados a, por exemplo, pUC e pGEX.
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Num exemplo, o constructo de &cido nucleico compreende a

sequéncia de acido nucleico da Figura 3D (SEQ ID NO: 4).

Devido a degeneracdo conhecida do cdédigo genético, onde mais
de um cdédon pode codificar o mesmo aminodcido, uma sequéncia
de ADN pode variar do que a mostrada em SEQ ID NOS: 3 ou 4
e ainda codifica um polipeptideo tendo a sequéncia de
aminodcidos de SEQ ID NOS: 2 ou 1, respetivamente. Essa
variante de sequéncias de ADN pode resultar de mutacdes
silenciosas (eg. ocorrem durante a amplificacdo por PCR), ou
podem ser o produto de mutagénese deliberada de uma sequéncia
nativa. A invencdo fornece, assim, sequéncias de ADN isoladas
codificando polipeptideos da invencédo, selecionados a partir
de: (a) de ADN compreendendo a sequéncia de nucleotideos SEQ
ID NO: 3 ou 4; (b) do ADN que codifica o polipeptideo de SEQ
ID NO: 1 ou 2; (c) ADN capaz de hibridizacdo com ADN de um
(a) ou (b) em condicdes de severidade moderada e que codifica
0s polipeptideos da invencédo, (d) ADN capaz de hibridizacao
com ADN de um (a) ou (b) sob condig¢des de exigéncia elevada
e que codifica os polipeptideos da invencado, e (e) de ADN
que ¢é degenerado, como resultado do cdédigo genético de um
ADN definido no (a), (b), (c), ou (d), e qgque codificam
polipeptideos da invencao. Claro, polipeptideos codificados
por tais sequéncias de ADN sédo abrangidos pela presente

divulgacao.

Em outra forma de realizacdo, as moléculas de acido nucleico
da invencdao também incluem sequéncias de nucledtidos que sao
pelo menos 80% idénticos a uma sequéncia nativa. Também séo
contempladas concecgdes em que uma molécula de acido nucleico
compreende uma seqgquéncia que é pelo menos 90% idéntica, pelo
menos 95% idéntica, pelo menos 98% idéntica, pelo menos 99%
idéntica, ou pelo menos 99,9% i1déntica a uma sequéncia

nativa. A percentagem de identidade pode ser determinada por
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inspegdo visual e cadlculo matemdatico. Alternativamente, a
percentagem de identidade de duas sequéncias de 4acido
nucleico pode ser determinada pela comparacdo dos dados de
sequéncia usando o programa de computador GAP, versdao 6.0
descrito por Devereux et al. 1984, Nucl. Acids Res. 12:387,
e disponivel na University of Wisconsin Genetics Computer
Group (UWGCG). Os paradmetros padrao preferidos para o
programa GAP incluem: (1) uma matriz de comparagao unaril
(contendo um valor de 1 para identidades E 0 para nao
identidades) de nucleotideos, e a matriz de comparacéo
ponderada de Gribskov e Burgess 1986, Nucl. Acids Res.
14:6745, como descrito por Schwartz e Dayhoff, eds., 1979,
Atlas of Protein Sequence and Struture, National Biomedical
Research Foundation, pp. 353-358; (2) uma penalizacao de 3,0
para cada lacuna e uma penalizacdo de 0,10 adicionais para
cada simbolo em cada lacuna, e (3) nenhuma penalidade para
aberturas finais. Outros programas utilizados por um perito
na técnica de comparacdo de sequéncia também podem ser

usados.

E. Sintese de Proteinas Quiméricas

Proteinas quiméricas compreendendo pelo menos uma porgao de
uma regiao constante de imunoglobulina e um fator de
coagulacdao podem ser sintetizados wusando técnicas bem
conhecidas na técnica. Por exemplo, as proteinas quiméricas
da invencado podem ser sintetizadas de forma recombinante em
células (ver, por exemplo, Sambrook et al. 1989, Molecular

Cloning A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory,
N.Y. e Ausubel et al. 1989, Current Protocols in Molecular

Biology, Grene Publishing Associates e Wiley Interscience,

N.Y.).
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Sequéncias de ADN codificando imunoglobulinas, ou fragmentos
delas, ou fatores de coagulacgao, ou fragmentos destes, podem
ser clonados a partir de uma variedade de Dbibliotecas
gendémicas ou de cADN conhecidas na técnica. As técnicas para
isolar tais sequéncias de ADN usando sondas sao métodos
baseados em técnicas convencionais e sdo bem conhecidas por
aqueles qualificados na técnica. Sondas para isolar tais
sequéncias de ADN podem ser baseadas em sequéncias de ADN
publicadas (ver, por exemplo, Hieter et al. 1980, Cell 22:
197-207). A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) divulgada
por Mullis et al. (Patente US 4,683,195) e Mullis (Patente
US 4,683,202) pode ser usada. A escolha da biblioteca e a
selecdo de sondas para o isolamento de sequéncias de ADN,
estd dentro do nivel de habilitagdes normais da técnica.
Alternativamente, sequéncias de ADN de codificacao de
imunoglobulinas, ou fragmentos dela, ou fatores de
coagulacado podem ser obtidos a partir de vetores conhecidos
na técnica para conter imunoglobulinas, ou fragmentos, ou

fatores de coagulacao.

Para a produgado recombinante, uma sequéncia de nucledtidos
que codifica a proteina quimérica é inserida num veiculo de
expressao apropriada, i.e., um vetor que contém os elementos
necessarios para a transcricdo e traducdo da sequéncia de
codificacadao inserida, ou no caso de um vetor de ARN virai,
0s elementos necessdrios para a replicacdo e traducdo. O
dcido nucleico que codifica a proteina quimérica é inserido

no vetor no quadro de leitura adequado.

Em certos exemplos, o &cido nucleico também pode codificar
para um fator de coagulacao propetideo que é modificado pela
célula para produzir a proteina quimérica madura da invencéao.
Numa forma de realizacdo especifica o fator de coagulacéao

propetideo é reconhecido por uma vitamina K-y carboxilase
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dependente que modifica o fator de coagulacdao propetideo
para atingir plena atividade (por exemplo, o fator VII, fator
IX, fator X, protrombina). Para produzir a proteina quimérica
madura da invencao, a sequéncia de propetideo ¢é clivada
posteriormente por uma endoprotease, por exemplo, clivagem
enzimdtica (PACE) de aminodcido basico pareado, ou qualquer
membro da familia PACE, tais como PCSK1-9, incluindo as
versdes truncadas, ou o0 seu equivalente Kex2 levedura de S.
cerevisiae e versdes truncadas de Kex2 (ver, por exemplo,
Patentes US 5,077,204; 5,162,220; 5,234,830; 5,885,821;
6,329,176 (Kex2 1-675)).

O veiculo de expressao é transferido para uma célula-alvo
apropriada, que 1ira expressar a proteina, por exemplo, uma
proteina quimérica. Técnicas de transfeccdo conhecidas na
técnica incluem, mas nao estao limitados a, precipitacédo de
fosfato de cédlcio (Wigler et al. 1978, Cell 14:725) e
eletroporacao (Neumann et al. 1982, EMBO, J. 1:841). Uma
variedade de sistemas de vetor de expressao hospedeiro pode
ser utilizada para expressar as proteinas quiméricas aqui
descrita em células eucaridticas. Numa forma de realizacao,
a célula eucaridtica é uma célula animal, incluindo as
células de mamiferos (por exemplo, células CHO, BHK, Cos, e
HeLa). Quando a proteina quimérica é expressa numa célula
eucaridética o ADN que codifica a proteina quimérica pode
também codificar uma sequéncia de sinais que permitam a uma
proteina quimérica ser segregada. Um perito do ramo vai
entender que, embora a proteina seja traduzida a sequéncia
sinal é clivada pela célula para formar a proteina guimérica
madura. VAarias sequéncias de sinais sdo conhecidas na
técnica, por exemplo, a sequéncia sinal de fator VII nativo,
sequéncia sinal de fator IX nativo e a sequéncia sinal de

cadeia fraca do rato IgK. Em alternativa, onde uma sequéncia
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de sinal nao estd incluida a proteina quimérica pode ser

recuperado pela lise das células.

A proteina quimérica da invencado pode ser sintetizada num
animal transgénico, como um roedor, cabra, ovelha, porco, ou
vaca. O termo "animais transgénicos" refere-se a animais
ndo-humanos que tém incorporado um gene exdgeno no seu
genoma. Uma vez que este gene estd presente em tecidos de
linhagem germinativa, ele é passado de pais para filhos.
Genes exdgenos sao introduzidos em embrides unicelulares
(Brinster et al. 1985, Proc. Natl. Acad. Sei. USA 82:4438).
Métodos de producdo de animais transgénicos sdo conhecidos
na técnica, incluindo os transgénicos que produzem moléculas
de imunoglobulina, (Wagner et al. 1981, Proc. Natl. Acad.
Sei. 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, Theriogeneology 59:831;
Roble et al. 2003, Theriogenology 59:107; Malassagne et al.
2003, Xenotransplantation 10 (3):267).

Os vetores de expressao podem codificar para marcas que
permitam a identificacdo féacil ou purificacdo da proteina
recombinante produzida. Os exemplos incluem, mas nao estao
limitados a, vetor pUR278 (Ruther et al. 1983, EMBO J.
2:1791) em que a sequéncia codificada de proteina guimérica
descrita aqui pode ser ligada no vetor no quadro com a regiao
de codificacao lac 7Z de modo que uma proteina hibrida seja
produzida; vetores pGEX podem ser usados para expressar
proteinas com uma marca de glutationa S- transferase (GST).
Estas proteinas geralmente sao soluveis e podem ser
facilmente purificadas de células por adsorcao de gotas de
glutationa—-agarose seguido pela eluicdo na presenca da

glutationa livre. Os vetores incluem sitios de clivagem (eg.
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PreCission Protease™ (Pharmacia, Peapack, NJ)) para

facilitar a remocdo da marca apds a purificacéo.

Para aumentar a eficiéncia da producgdao, o polinucleotideo
pode ser projetado para codificar varias unidades da proteina
quimérica da invencdo separadas por sitios de clivagem
enzimatica. O polipeptideo resultante pode ser clivado
(p.e., por tratamento com a enzima adequada) a fim de
recuperar as unidades polipetidicas. Isto pode aumentar o
rendimento de polipeptideos conduzidos por um unico
promotor. Quando usado em sistemas apropriados de expressao
virai, a traducado de cada polipeptideo codificado pelo mARN
é dirigido internamente na transcricao, por exemplo, por um
sitio 1interno da entrada de ribossomo, IRES. Assim, 0sS
policistrdédnicos construtores dirigem a transcricao de um
unico policistrdénico mARN grande que, por sua vez, dirige a
traducao de varios, polipeptideos individuais. Esta
abordagem elimina a producgdo e transformagdo enzimdtica de
poliproteinas e pode aumentar significativamente a producgéo

de um polipeptideo conduzido por um Unico promotor.

Vetores usados na transformacdo geralmente contém um
marcador de selecao utilizado para identificar
transformantes. Em sistemas bacterianos isso pode incluir um
gene de resisténcia a antibidéticos como a ampicilina,
blasticidina ou kanamicina. Marcadores selecciondveis para
uso em culturas de células de mamiferos incluem genes que
conferem resisténcia as drogas, como a neomicina,
higromicina e metotrexato. O marcador de seleccao pode ser
um marcador amplificéavel seleccionavel. Um marcador
amplificdvel selecciondvel €& o gene redutase (gene DHFR).
Outro marcador amplificdvel ¢é o cADN DHFRr (Simonsen e
Levinson 1983, Proc. Natl. Acad. Sei. (USA) 80:2495).

Marcadores seleciondveis sdo revistos por Thilly (Mammalian
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Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Mass.) e
a escolha dos marcadores de seleccdo estd bem dentro do nivel

de competéncias normais na técnica.

Marcadores seleciondveis podem ser introduzidos na célula
num plasmideo separado ao mesmo tempo, com © gene de
interesse, ou eles podem ser introduzidos no prdéprio
plasmideo. Se, no mesmo plasmideo, o marcador seletivo e o
gene de interesse podem estar sob o controle de diferentes
promotores ou do mesmo promotor, produzindo o Ultimo arranjo
uma mensagem dicistrdénica. Construgdes deste tipo sao

conhecidas na técnica (por exemplo, Patente US 4,713,339).

Os elementos de expressdo dos sistemas de expressao variam
na sua forca e especificidade. Dependendo do hospedeiro/
sistema de vetor utilizado, algumas de um numero adequado de
transcricgdes e elementos de traducao, incluindo promotores
constitutivos e induzidos, podem ser utilizados no vetor de
expressao. Por exemplo, gquando a clonagem € em sistemas
bacterianos, promotores induziveis tais como PL de um
bateriéfago A, plac, trp, tac (promotor hibrido trp- lac) e
similares podem ser utilizadas; quando a clonagem € em
sistemas de células de 1inseto, podem ser utilizados
promotores, como o promotor de poliedro baculovirus; gquando
a clonagem €& em sistemas de planeta celular, podem ser
utilizados promotores derivado do genoma de células vegetais
(por ex. promotores de choque térmico; promotor para a
subunidade menor da RUBISCO; promotor para a clorofila
proteina de ligacdo a/b) ou podem ser utilizados promotores
de virus de plantas (p. ex. promotor 35S do ARN do CaMV; o
promotor da proteina capsidial do TMV); quando a clonagem é
em sistemas de células de mamiferos, podem ser utilizados os
promotores derivados do genoma de células de mamiferos (por

exemplo, promotor de metalotioneina) ou de virus de mamiferos
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(por exemplo, o promotor adenovirus tardio, o promotor do
virus vaccinia 7,5 K, o promotor CMV); ao gerar linhas de
células que contém varias coépias de produtos de expressao,
baseados em SV40-, BPV- e EBV- em podem ser usados vetores

com um marcador adequado selecionéavel.

Nos casos em que sao usados vetores de expressao de plantas,
a expressado de sequéncias de codificacdo linear ou formas
nao-ciclizadas das proteinas guiméricos da invencao podem
ser movidas por gualquer de um numero de promotores. Por
exemplo, ©0s promotores virais, como o ARN 358 e 198
promotores de ARN CaMV (Brisson et al. 1984, Nature 310:511-
514), ou pode ser usado o promotor da proteina capsidial do
TMV (Takamatsu et al. 1987, EMBO J. 6:307-311); podem ser
utilizados, alternativamente, os promotores de plantas, como
a subunidade menor da RUBISCO (Coruzzi et al. 1984, EMBO J.
3:1671-1680; Broglie et al. 1984, Science 224:838-843) ou
podem ser utilizados promotores de chogque térmico, por
exemplo, soja hsp 17.5-E ou hsp 17.3-B (Gurley et al. 1986,
Mol. Cell. Biol. 6:559-565). Estes construtores podem ser
introduzidos nas células vegetais utilizando plasmideos Ti
e plasmideos Ri, vetores de virus de plantas, transformacao
direta do ADN, a microinjeccao, eletroporacao, etc. Para
revisdes destas técnicas ver, por exemplo, Weissbach &
Weissbach 1988, Methods for Plant Molecular BRiology,
Academic Press, NY, Seccao VIII, pp. 421-463; e Grierson &
Corey 1988, Plant Molecular BRiology, 2a ed., Blackie,
Londres, Ch. 7-9).

Num sistema de expressao de insetos que podem ser utilizadas
para produzir as proteinas guiméricas da invenc¢ado, o0s virus
nucleares polihidrosis de Autographa californica (AcNPV) sao
usados como um vetor para expressar 0s genes estrangeiros.

O virus <cresce em células de Spodotera frugiperda. A
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sequéncia de codificacdo pode ser clonada em regides nao-
essenciais (por exemplo, o gene poliedro) do virus e colocada
sob controlo de um promotor AcCNPV (por exemplo, O promotor
poliedro). A insercdo bem-sucedida de uma segquéncia de
codificacdo ira resultar na desativagdao do gene poliedro e
producédo de virus recombinantes nado ocluidas (ou seja, virus
a que falta o revestimento proteico codificado pelo gene do
poliedro). Estes virus recombinantes sao entdo utilizados
para infetar células de Spodotera frugiperda em que o gene
inserido é expresso, (ver, por exemplo, Smith et al. 1983,
J. Virol. 46:584; Patente US 4,215,051). Outros exemplos
deste sistema de expressao podem ser encontrados em Ausubel
et al. ed. 1989, Current Protocols in Molecular Biology,

Vol. 2, Greene Publish. Assoe. & Wiley Interscience.

Em células hospedeiras de mamiferos, pode ser usado um numero
de sistemas de expressdao baseados virais. Nos casos em que
um adenovirus ¢é usado como um vetor de expressdo, uma
sequéncia de codificacdao pode ser ligada a um complexo de
controlo transcricdo/traducdo de adenovirus, por exemplo, O
promotor tardio e a sequéncia lider tripartida. Esse gene
guimérico pode entdo ser inserido no genoma do adenovirus
por recombinagdo in vitro ou in vivo. Inserc¢cado numa regiao
nao essencial do genoma viral (por exemplo, regidao E1l ou E3)
ird resultar num virus recombinante que é vidvel e capaz de
expressar um petideo polipeptideo em hospedeiros infetados
(ver, por exemplo, Logan & Shenk 1984, Proc. Natl. Acad.
Sei. (USA) 81:3655-3659). Alternativamente, podem ser
utilizados promotores de vaccinia 7,5 K (ver, por exemplo,
Mackett et al. 1982, Proc. Natl. Acad. Sei. (USA) 79:7415;
Mackett et al. 1984,

J. Virol. 49:857; Panicali et al. 1982, Proc. Natl. Acad.
Sei. (USA) 79:4927).
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Nos casos em gque um adenovirus € usado como um vetor de
expressao, uma seguéncia de codificacdo pode ser ligada a um
complexo de controlo transcricdo/traducao de adenovirus, por
exemplo, o promotor tardio e a sequéncia lider tripartida.
Esse gene guimérico pode entdo ser inserido no genoma do
adenovirus por recombinacdo in vitro ou in wvivo. Insercao
numa regidao nao essencial do genoma viral (por exemplo,
regido E1 ou E3) ird resultar num virus recombinante que é
vidvel e capaz de expressar um polipeptideo em hospedeiros
infetados (ver, por exemplo, Logan & Shenk 1984, Proc. Natl.
Acad. Sei. (USA) 81:3655- 3659). Alternativamente, podem ser
utilizados promotores de vaccinia 7,5 K (ver, por exemplo,
Mackett et al. 1982, Proc. Natl. Acad. Sei. (USA) 79:7415;
Mackett et al. 1984,

J. Virol. 49:857-864; Panicali et al. 1982, Proc. Natl.
Acad.Sei. (USA) 79:4927).

Células hospedeiras contendo construtores de ADN da proteina
gquimérica, sao cultivadas num meio de crescimento adequado.
Conforme utilizado agqui, o termo "meio de crescimento
adequado™", significa um meio qgue contém nutrientes
necessarios para o crescimento das células. Nutrientes
necessarios para o crescimento de células podem incluir uma
fonte de carbono, uma fonte de azoto, aminodcidos essenciais,
vitaminas, minerais e fatores de crescimento. Numa forma de
realizacdo, 0s meios de comunicacdo contém vitamina K, que
é necessdria para uma carboxilase celular y para conferir a
atividade de um fator de coagulacao sanguinea recombinante
produzida, por exemplo, o fator VII. Opcionalmente, o meio
pode conter soro bovino ou soro fetal bovino. O crescimento
médio em geral para selecionar as células contendo a
construcao de ADN, por exemplo, a selecao de drogas ou
deficiéncia de um nutriente essencial, que é complementado

por um marcador genético no constructo de ADN ou co-
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transfetadas com o constructo de ADN. Culturas de células de
mamiferos sao geralmente cultivadas em soro comercialmente
disponiveis, contendo um meio de soro ou soro-livre (por
exemplo. MEM, DMEM). A selecdo de um meio adequado para a
linha de célula em particular ¢ usada dentro do nivel de

habilidade conhecido na técnica.

A proteina quimérica recombinante produzida da invencédo pode
ser isolada do meio de cultura através de procedimentos bem
estabelecidos na técnica (por exemplo, cromatografia de
afinidade, cromatografia por exclusao de tamanho,
cromatografia de troca idénica). A proteina guimérica da
invencdo pode ser isolada do meio de cultura por
cromatografia em coluna, por exemplo, uma coluna de proteina
A, ou por cromatografia de troca idénica. Quando uma coluna
de proteina A ou uma coluna de troca idnica é usada para
separar a proteina guimérica da invencdo a separacao
cromatografica pode contribuir para a ativacdo da proteina
guimérica da invencao, por exemplo, convertendo fator VII em
fator Vvila. O meio de cultura para um adequado crescimento
de células hospedeiras transformadas ou transfetadas ¢é
separado do material celular, e é demonstrada a presenca de
proteinas guiméricas. Um método de detetar as proteinas
quiméricas, por exemplo, € pela ligacdao com as proteinas
guiméricas ou porcgdes de proteinas guiméricas com um
anticorpo especifico que reconhece a proteina quimérica da
invencdo (por exemplo, um anticorpo anti-Fc). Um anticorpo
de proteina anti-guimérica pode ser um anticorpo monoclonal
ou policlonal gerado contra a proteina guimérica em guestao.
Por exemplo, a proteina quimérica pode conter uma porcgado de
uma regiao constante da imunoglobulina. Anticorpos
reconhecendo a regidao constante das imunoglobulinas sao
conhecidos na técnica e estdo disponiveis comercialmente. Um

anticorpo pode ser usado para executar um ELISA ou um Western
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Blot para detetar a presenca da proteina guimérica da
presente divulgacdo, por exemplo, a proteina guimérica da

presente invencao.

F. Métodos de Utilizagdo de Proteinas Quiméricas

As proteinas guiméricas da presente divulgacao incluindo as
proteinas quiméricas da presente invencdo tém muitos usos,
como serd reconhecido por um técnico no assunto, incluindo,
mas nao limitado a, métodos de tratar um sujeito com um
disturbio hemostatico e métodos de tratar um sujeito que

precisa de um agente geral hemostéatico.

1. Métodos de Tratar um Sujeito com um distirbio Hemoestéatica

A invencao refere-se a um método de tratar um sujeito com um
disturbio hemostdtico compreendendo administrar uma
quantidade terapeuticamente eficaz de pelo menos uma
proteina quimérica, onde a proteina quimérica compreende
pelo menos uma porcdo de uma regido constante de

imunoglobulina e pelo menos um fator de coagulacéo.

A proteina quimérica da invencao trata ou previne um
disturbio hemostatico, promovendo a formacdo de um codagulo
de fibrina. A proteina guimérica da invencgdo pode ativar
gualquer membro de uma cascata de coagulacao. Numa forma de
realizacao, o fator de coagulacao ¢ o fator VII ou o fator
Vila. O fator Vila pode ativar o fator X, que interage com
o fator Va para aderir a protrombina a trombina, que por sua

vez adere o fibrinogénio em fibrina.

a. Condigdes que Podem ser Tratadas
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A proteina guimérica da invencdo pode ser usada para tratar
qualquer desordem hemostatica. Os disturbios hemostaticos
que podem ser tratadas pela administracdo da proteina
quimérica da invencdo incluem, mas nao estao limitados a,
hemofilia A, hemofilia B, doenca de von Willebrand,
deficiéncia do fator XI (deficiéncia de PTA), deficiéncia do
fator XII, bem como as deficiéncias ou anormalidades
estruturais do fibrinogénio, protrombina, fator V, fator

VII, fator X, ou fator XIII.

Num exemplo, o disturbio hemostdatico € uma doenca
hereditdria. Numa forma de realizacdo, o sujeito tem
hemofilia A, e a proteina quimérica compreende fator VIII ou
fator V1IIa. Em outra forma de realizacdo, o sujeito tem
hemofilia B e a proteina gquimérica compreende fator IX ou
fator IXa. Em outra forma de realizacdao, o sujeito tem
hemofilia B e a proteina quimérica compreende fator VII ou
fator Vila. Em outra forma de realizacdo, o sujeito tem
anticorpos 1inibidores do fator VIII ou fator VIII e a
proteina quimérica compreende fator VII ou fator Vila. Em
ainda outra forma de realizacado, o sujeito possuil anticorpos
inibitdérios contra o fator IX ou fator IXa e a proteina

quimérica compreende o fator VII ou fator Vl1la.

A proteina quimérica da invencdo pode ser usada para tratar
profilaticamente um sujeito com um distuirbio hemostatico. A
proteina quimérica da invencdo pode ser usada para tratar um
episddio de sangramento agudo num sujeito com um disturbio

hemostédtico.

Num exemplo, o distirbio hemostdtico ¢ o resultado de uma
deficiéncia num fator de coagulacao, por exemplo, o fator
IX, fator VIII, fator VII. Em outra forma de realizacao, o

disturbio hemostdtico podem ser o resultado de um fator de
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coagulacdo deficiente, por exemplo, o fator de wvon

Willebrand.

Noutro exemplo, o disturbio hemostdtico pode ser um disturbio
adquirido. O disturbio adgquirido pode resultar de uma doenga
ou condicgdo subjacente secunddria. A condigdo independente
pode ser, por um exemplo, mas nado como uma limitacdo, o
cancro, uma doenca autoimune, ou a gravidez. A desordem
adquirida pode resultar de velhice ou de medicacdao para
tratar um disturbio subjacente secundario (por exemplo,

quimioterapia cancro).

2. Métodos de Tratar um Sujeito com Necessidade de um Agente

Hemostatico Geral

A invencado também se refere a métodos de tratar um sujeito
que nao tem um disturbio hemostadtico secunddrio ou uma doencga
ou condigcdao gque resulte na aquisicdo de um disturbio
hemostatico. A invencao, portanto, refere-se a um método de
tratar um sujeito que precisa de agente geral hemostdtico
compreendendo administrar uma gquantidade terapeuticamente
eficaz de pelo menos uma proteina quimérica, onde a proteina
quimérica compreende pelo menos uma porgao de uma regiao
constante de imunoglobulina e pelo menos um fator de

coagulacao.

a. Condig¢des que Podem Ser Tratadas

Num exemplo, o sujeito gue precisa de um agente hemostatico
em geral porque estd a sofrer, ou estd prestes a sofrer a
cirurgia. A proteina quimérica da presente divulgacao, por
exemplo, a proteina quimérica da presente invencgao pode ser
administrada antes, durante ou apds a cirurgia para controlar

um episdédio de sangramento agudo. A cirurgia pode incluir,
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mas ndo estd limitada a, transplante de figado, a resseccdao

hepatica ou transplante de células estaminais.

A proteina quimérica da invencao pode ser usada para tratar
um sujeito com um episddio de sangramento agudo que nao tem
um disturbio hemostdatico. O episddio de sangramento agudo
pode resultar de trauma grave, por exemplo, cirurgia, um
acidente de automdvel, ferida, laceracdo por arma de fogo,
ou qualquer outro evento traumatico, resultando em

sangramento descontrolado.

b. Modalidades de Tratamento

A proteina quimérica da invencédo pode ser administrada por
via 1ntravenosa, subcutédnea, 1intramuscular, ou através de
qualquer superficie da mucosa, por exemplo, por via oral,
sublingual, bucal, nasal, retal, vaginal ou por via pulmonar.
A proteina guimérica pode ser implantada dentro ou ligada a
um suporte sdélido bio polimero que permite a liberacao lenta
da proteina gquimérica para o local do sangramento ou

implantadas no curativo.

A dose de proteina guimérica da invencdao 1ira variar
dependendo do sujeito e da via de administracdo utilizada.
As doses podem variar de 0,1 a 100.000 ug/kg de peso
corporal. Numa forma de realizacdo, o intervalo de dosagem
¢ 0.1-1.000 pg/kg. A proteina pode ser administrada de forma
continua ou em intervalos de tempo especifico. Ensaios in
vitro podem ser empregues para determinar a variacgdo ideal
da dose ideal e/ou hordrios para a administragdo. Ensaios in
vitro, para medir a atividade do fator de coagulacao sao
conhecidos na técnica, por exemplo, ensaio de coagulacao

STA-CLOT V1la-rTF. Além disso, as doses eficazes podem ser

extrapoladas a partir de curvas de dose-resposta obtidas a
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partir de modelos animais, por exemplo, um cao hemofilico

(Mount et al. 2002, Blood 99(8):2670).

A presente divulgacdo também se refere a uma composicéo
farmacéutica compreendendo um fator de coagulacdo, pelo
menos uma porcado de uma regido constante de imunoglobulina
e um veiculo farmaceuticamente aceitdvel ou excipientes.
Exemplos de veiculos farmacéuticos adequados sao descritos
na Remington's Pharmaceutical Sciences por E. W. Martin.
Exemplos de excipientes podem incluir vedante, glucose,
latose, sacarose, gelatina, malte, arroz, farinha, giz, gel
de silica, estearato de sddio, cloreto de sdédio monoestearato
de glicerol, talco, leite desnatado em pd, glicerol,
propileno glicol, &gua, etanol e assim por diante. A
composicdao pode também conter reagentes tampao pH, e agentes

emulsificantes ou humedecedores.

Para administracao oral, a composicdo farmacéutica pode
assumir a forma de comprimidos ou cédpsulas preparadas por
meios convencionais. A composicdo também pode ser preparada
como um liquido, por exemplo, um xarope ou suspensao. O
liquido pode incluir agentes de suspensao (por exemplo,
xarope de sorbitol, derivados de celulose ou de gorduras
hidrogenadas), agentes emulsificantes (lecitina ou acécia),
veiculos nao—-aguosos (por exemplo, déleo de améndoa, ésteres
de 6leo, &lcool etilico, ou d6leos vegetals fracionados), e
conservantes (eg. metilico ou propil-p-hidroxibenzoatos ou
dacido sérbico). Os preparativos também podem incluir agentes
aromatizantes, corantes e edulcorantes. Alternativamente, a
composicdo pode ser apresentada como um produto seco para a

constituicdo com Aagua ou outro veiculo adeguado.
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Para a administracdo oral, a composicdo pode assumir a forma
de comprimidos ou pastilhas de acordo com protocolos

convencionais.

Para a administracdo por inalacdo, os compostos para uso de
acordo com a presente invencéao sao convenientemente
apresentados sob a forma de um aerossol de nebulizacgdo com
ou sem excipientes ou sob a forma de um pulverizador de
aerossol de bloco pressurizado ou nebulizacao,
opcionalmente, com um propulsor, por exemplo,
diclorodifluorometano, No caso de um aerossol pressurizado
a unidade de dosagem pode ser determinada através de uma
valvula para a entrega de uma gquantidade calibrada de
capsulas e cartuchos de, por exemplo, a gelatina para uso
num inalador ou insuflador pode ser formulada, contendo uma
mistura de pd do composto e uma base adequada em pd, como a

lactose ou amido.

A  composigdo farmacéutica pode ser formulada para a
administracdao parenteral (isto €, por via intravenosa ou
intramuscular) por injecdo em pilulas. Formulacdes para a
injecdo podem ser apresentadas em forma de dosagem de
unidade, por exemplo, em ampolas de vidro ou em recipientes
multidose com um conservante adicionado. As composicdes
podem assumir formas como as suspensdes, solucgdes, emulsdes
ou em veiculos o0leosos ou agquosos e conterem agentes de
formulacdo tais como a suspensao, estabilizacdo e/ou agentes
de dispersao. Alternativamente, o ingrediente ativo pode ser
em forma de pd para a constituigdao de um veiculo adequado,

por exemplo, agua livre de pirogéneo.

A composigdo farmacéutica também pode ser formulada para a

administracdao retal como supositdédrio ou enema de retencgao,
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por exemplo, contendo bases de supositdério convencionais,

tais como a manteiga de cacau ou outros glicerideos.

c. Terapia Combinada

Em outra forma de realizacdo, a invencadao refere-se a um
método de tratar um sujeito com um disturbio hemostéatico
compreendendo administrar uma quantidade terapeuticamente
eficaz de pelo menos uma proteina guimérica, compreendendo
pelo menos um fator de coagulacdo e pelo menos uma parte da
regido constante de imunoglobulina em combinacdo com pelo
menos um outro fator de coagulagcadao ou O agente gue promove
a hemostasia. O dito outro fator de coagulacdao ou o agente
que promove a hemostasia pode ser qualquer terapéutica com
demonstrada atividade de coagulacdo. Como um exemplo, mas
ndo como uma limitacdo, o fator de coagulacdao ou agente
hemostatico pode incluir o fator VvV, fator VII, fator VIII,
fator 1IX, fator X, fator XI, fator XII, fator XIII,
protrombina, fibrinogénio, fator de von Willebrand ou fator
tecidual recombinante soluvel (rstf) ou formas ativadas de
qualgquer um dos anteriores. O fator de coagulacadao do agente
hemostatico também pode incluir medicamentos anti-
fibrinoliticos, por exemplo, acido epsilon-amino caprdico,

dcido tranexamico.

G. Kits

A presente divulgagado fornece um kit para o diagndstico de
um disturbio hemostatico. O kit inclui um recipiente e uma
proteina quimérica, compreendendo pelo menos um fator de
coagulacdo e pelo menos uma porc¢ao de uma regido constante
da imunoglobulina. A proteina guimérica pode ser fornecida
num tampdao apropriado ou solvente. O tampao pode ser um

tampdao aquoso, por exemplo, PBS ou, alternativamente, a
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proteina guimérica pode ser liofilizada. O kit também pode
fornecer instrucgdes para detetar a presenca de um fator de
coagulacao numa amostra, por exemplo, para entrar em contato
com uma aliguota de uma amostra com a proteina guimérica da
invencdo e detetar a presenca de um coagulo. A deteccdo pode
incluir a deteccédo visivel. O kit pode opcionalmente fornecer
uma aliquota de sangue faltando wum conhecido fator de

coagulacéao.

Exemplos

Exemplo 1: Clonagem de pcADN 3,1-Fla-g-Fc

A sequéncia para o petideo FLAG (Asp-Tyr Lys—-Asp-Asp—-Asp-
Asp-Lys) (SEQ ID NO: 23), uma marca de afinidade comum
utilizada para identificar ou purificar proteinas, foi
clonada no plasmideo 3,1 pcADN-Fc, que contém a sequéncia de
sinal IgK do rato seguida do fragmento Fc da IgGl humana
(aminodcidos 221-447, numeracdo UE). O constructo foi criado

pela sobreposicdao de PCR usando os tipos que se seguem:

FlagFc-Fl: 5'-GCTGGCTAGCCACCATGGA -3’ (SEQ ID NO: 10)
FlagFc-R1l: S5’"-CTTGTCATCGTICGTCCTTGTAGTCGTCA
CCAGTGGAACCTGGAAC -3’ (SEQ ID NO: 11)

FlagFc-F2: 5’- GACTACAAGG ACGACGATGA CAAGGACAAA ACTCACACAT
GCCCACCGTG CCCAGCTCCG

GAACTCC -3" (SEQ ID NO: 12)

FlagFc-R2: 5'- TAGTGGATCCTCATTTACCCG -3’ (SEQ ID NO: 13)

O modelo 3,1-pcADN Fc foi entdo adicionado a duas reacgdes
distintas PCR contendo 50 pmol de cada um dos pares de
primers FlagFc-F1/R1 ou FlagFc-F2/R2 numa reacgdo de 50 pi
usando Pfu Ultra ADN polimerase (Stratagene, CA) de acordo

com o protocolo padrdo do fabricante num termociclador MJ
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usando os seguintes ciclos: 95°C por 2 minutos; 30 ciclos
(9,5°C de 30 segundos, 52°C de 30 segundos, 72°C de 45
segundos), seguido de 72°C por 10 minutos. Os produtos destas
duas reag¢des foram misturados numa outra reagdo de PCR (2 pl
cada) com 50 pmol de FlagFc-Fl1 e FlagFc-R2 primers numa
reagao de 50 nl usando Pfu Ultra ADN polimerase (Stratagene,
CA) de acordo com o protocolo padradao do fabricante num
termociclador MJ usando os seguintes ciclos: 95°C por 2
minutos; 30 ciclos de (95°C de 30 segundos, 52°C de 30
segundos, 72°C de 45 segundos), seguido de 72°C por 10
minutos. O fragmento de gel resultante foi purificado,
digerido e inserido no plasmideo 3,1 pcADN-Fc Nhel-Bam HI1.
O plasmideo resultante contém a sequéncia de sinal IgK do

rato produzindo a proteina FlagFc.

Exemplo 2: Clonagem do constructo PACE

A sequéncia de codificacdo para PACE humana (teste de
aminodcidos basicos por clivagem enzimatica), uma
endoprotease, foi obtida por RT-PCR. Foram utilizados os

seguintes primers:

PACE-F1l: 5’- GGTAAGCTTGCCATGGAGCTGAGGCCCTGGTITGC - 37 (SEQ ID
NO: 15)

PACE-R1: 5’-GTTTTCAATCTCTAGGACCCACTCGCC -3’ (SEQ ID NO:16)
PACE-F2: 5’- GCCAGGCCACATGACTACTCCGC -3’ (SEQ ID NO: 17)
PACE-R2: 5'- GGTGAATTCTCACTCAGGCAGGTGTGAGGGCAGC - 37 (SEQ ID
NO: 18)

O PACE-primer F1 adiciona um sitio Hindlll a extremidade 5'
da sequéncia PACE comecando com 3 nucleotideos antes do cdédao
de inicio, enquanto o PACE-primer R2 adiciona um cdédon de
parada depois do aminoacido 715, que ocorre no final do

dominio da matriz extracelular do PACE, bem como adicionar
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um sitio EcoRI ao 3' final do codao de parada. 0 PACE-R1 e
primers F2 recozidos nos lados 3' e 5' de um sitio BamHI
interno, respetivamente. Dois RT-PCR foram entdo criados
utilizando 25 pmol de cada um dos pares de primers de PACE-
F1/R1 ou PACE-F2/R2 com 2 0 ng de ARN no figado humano adulto
(Clontech; Palo Alto, CA) em 50 pl RT -reaccdo de PCR
utilizando o SuperScrit™ One-Step RT-PCR com Platinum® Taqg
System (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo com 0s protocolos
dos fabricantes. A reaccdo foi realizada num termociclador
MJ usando os seguintes ciclos: 50°C por 30 minutos; 94°C por
2 minutos; 30 ciclos (94°C de 30 segundos, b58°C de 30
segundos, 72°C 2 minutos), seguido 72°C por 10 minutos. Esses
fragmentos foram cada um ligado no vetor pGEM-T Easy
(Promega, Madison, WI) e sequenciados inteiramente. O
fragmento F2-R2 foi entdo subclonado em pcADN6 V5/His
(Invitrogen, Carlsbad, CA), wutilizando os sitios BamHI /
EcoRI, e em seguida, o fragmento F1-R1 foi clonado neste
constructo usando os sitios HindiII/BamHI. O plasmideo
final, pcADN6-PACE, produz uma forma soluvel do PACE
(aminodcidos 1-715), sendo a regido transmembrana eliminada.
A sequéncia de ritmo na pcADN6-PACE é, essencialmente, como
descrito em Harrison et al. 1998, Seminars in Hematology

35:4.

Exemplo 3: Clonagem do constructo Fc-Fator VII

A sequéncia de codificacadao para o Fator VII foi obtida por
RT-PCR de ARN no figado fetal humano (Clontech, Paio Alto,
CA). A regido clonada estéd compreendida na sequéncia do cADN
de pb 36 a pb 1430, terminando pouco antes do cdédédo de
parada. Um sitio SBFL foi introduzido no N-terminal. Um sitio
BspEI foi introduzido no C-terminal. O constructo foi clonado

por PCR usando 0s primers:
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Downstream: 57 GCTACCTGCAGGCCACCATGGTICTCCCAGGCCCTCAGG
37(SEQ ID NO: 19)

Upstream: 57 CAGTTCCGGAGCTGGGCACGGCGGGCACGTGTGAGTTT
TGTCGGGAAAT GG 3’ (SEQ ID NO:

20)

e as seguintes condig¢des: 95°C por 5 minutos, seguida de 30
ciclos de 95°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos, 72°C
por 1 minuto e 45 segundos, e um ciclo de extensao final de

72°C por 10 minutos.

O fragmento foi digerido por Sbfl-BspE I e inserido em
PED.dC-Fc um plasmideo codificado para o fragmento Fc de

IgGl.

Exemplo 4: Mondmero de Fator VII-Fc expressao hibrida do

dimero e purificacao

Foram estabelecidas células CHO DG-44 gue expressam o Fator
VII-Fc. As células CHO DG-44 foram cultivadas a 37°C, 5% de
C02, em MEM Alpha Plus nucledésidos e ribonucleosides e
completadas com 5% de soro fetal bovino inativado quente até

a transfeccéo.

As células DG44 foram cultivadas em 100 milimetros de tecido
de cultura de placas de Petri e cresceram para uma
confluéncia de 50%-60%. Um total de 10 npg de ADN foi
utilizado na transfecg¢do de um prato de 100 mm: ou 9 ug de
pED. dC. FVI I-Fc + 1 png de pcADN6-PACE para a transfeccao
do dimero, ou 7,5 pg de pED. dC. FVII-FC + 1,5 pug pcADN3/Flag-
Fc. + 1 pug de pcADN6-PACE para a transfeccdo do mondmero. As
células foram transfetadas conforme descrito no manual do
reagente Superfet Transfetion (Qiagen. Valéncia, CA). O meio

foi removido apds 48 horas e substituido com MEM Alpha sem
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nucleosideos dializados acrescido de 5% de soro fetal bovino
e 10 ng/ml de Blasticidin (Invitrogen, Carlsbad, CA), para
ambas as transfeccgdes, enquanto a transfeccdo hibrida do
monémero-dimero também foi completada com 0,2 mg/ml de
geneticina (Invitrogen, Carlsbad, CA). Apds 10 dias, as
células foram dispensadas da placa com 0,25% de tripsina e
transferidas para frascos de cultura de tecidos T25, e a
selecdo foi mantida por 10-14 dias até que as células
comecaram a crescer, bem como a estabelecer linhas celulares
estdavels. A expressao da proteina foi posteriormente

ampliada com a adigdo de 25 nM de metotrexato.

Foram utilizados cerca de 2 x 107 células para inocular 300
ml de meio de crescimento numa garrafa de rolo de 1700cm?
(Corning, Corning, NY), suplementado com 5 pg/L de vitamina
K; (menadiona bissulfito de sdédio) (Sigma, St Louis, MO). As
garrafas de rolo foram incubadas em 5% de COz a 37°C por 72
horas. O meio de crescimento foi, entdo, trocado com 300 ml
de soro de produgao livre (DMEM/F12 com 5 pg/ml de insulina
bovina e 10 p/ml Gentamicina) suplementado com 5 ug/L de
vitamina Kiz. O meio de producdo (meio condicionado) foi
recolhido todos os dias durante 10 dias e armazenado a 4 °C.
Foi adicionado meio de producdo fresco as garrafas de rolo,
apds cada coleta e os frascos foram devolvidos a incubadora.
O meio liquido foi primeiro clarificado através de um filtro
de fibra de vidro Sartoclean (3,0 pm +0,2 pm) (Sartorious
Corp Gottingen, Alemanha), seguido por um filtro 500 Acropack
(0,8 um + 0,2 pm) (Pall Corporation, East Hills, NY). O meio
clarificado foi entdo concentrado cerca de 20 vezes usando
cassetes de filtracdo tangencial de fluxo Pellicon Biomax

(10 kDa MWCO) (Millipore Corp, Medford, MA).

As quiméras FC foram capturadas em seguida, a partir do meio

concentrado por passagem através da coluna de proteina A
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Sepharose Fast Flow 4 (AP Biotech, Piscataway, NJ). Uma
coluna de 5 x 5 cm (100 ml) foi carregada com < 5 mg de
proteina Fc por ml de volume da coluna a um fluxo linear de
100 cm/hora para conseguir um tempo de residéncia de 23
minutos. A coluna foi entédo lavada com >5 volumes da coluna
de 1X DPBS para eliminar as proteinas ligadas nao
especificamente. As proteinas ligadas foram eluidas com 100
mM Glicina pH 3,0. Fraccgdes de eluicdo contendo o pico de
proteina foram, entdo, neutralizadas por adicao de 1 parte

1M Tris-HC1l, pH 8 para 10 partes da fracado eluida. Passagem
da proteina quimérica sobre a coluna de Proteina A convertida
do fator VII inativo para ativar o fator Vila (figura 2).
Poderia ser consiga outra ativacao pela passagem da proteina
através de uma coluna de troca anidnica (Peders et al.l1989,

Biochemistry 28:9331-36).

A amostra de mondmero-dimero da proteina hibrida de
transfeccdo foi objeto de purificacdo adicional, uma vez gque
continha uma mistura de FVII-fc: FVII-Fc homodimero, FVII-
fc: FLAG-Fc mondmero-dimero hibrido, e FLAG-Fc: Flag-Fc
homodimeros. Para remover FLAG- Fc homodimeros da
preparacadao, a proteina A Sepharose 4 Fast Flow & primeiro
dializada em 20mM MES, 20 mM de NaCl, pH 6, 1 e foi, entao,
passada através de uma mais de uma coluna de permuta de
catidao Unosphere S (BioRad Corp, Richmond, CA). Sob as
condicbdes de funcionamento para a coluna, o FLAG-Fc mondmero—
hibrido dimero tem uma carga ligquida neutra (FLAG- Fc pl
tebrico = 6,19) e flui através da coluna, enquanto o
constructo hFVII-Fc é carregado positivamente e, portanto,
vinculado & coluna e eluido com maior forga idnica. O
material dialisado foi, entdao, carregado numa coluna de
1,1x11 cm (9,9 ml) a 150 cm/hora. Durante a lavagem e a
eluicao, o fluxo de vazdo foi aumentado para 500 cm/hora. A

coluna foi lavada sequencialmente com 8 volumes de coluna de

56



20 mM MES, 20 mM de NaCl, pH 6,1 e 8 volumes de coluna de 20
mM MES, 40 mM de NaCl, pH 6,1. A proteina ligada foi eluida
com 20 mM MES, 750 mM de NaCl, pH 6,1. Fragdes de eluicao
contendo o pico de proteina foram agrupadas e filtradas de
forma estéril através de um disco de filtro de

0.2 pm antes do armazenamento a —-80°C.

Uma coluna de afinidade anti-FLAG MAB foi usada para separar
dimeros de Fc quimérico com hFVII fundido a ambas as
moléculas Fc daqueles com um FLAG petideo e uma fusao de
HFVII. O Unosphere S eluato foi diluido 1:1 com 20 mM Tris,
50 mM de NaCl, 5 mM de CaCl;, pH 8 e carregado numa coluna
Sepharose de 1,6 x 5 cm M2 anti-FLAG (Sigma Corp, St. Louis,
MO) com um fluxo linear de 60 cm/hora. O carregamento foi
alvejado a <2,5 mg mondmero-dimero hibrido/ml de volume de
coluna. Depois de carregada a coluna foi lavada com coluna
de 5 volumes de 20 mM Tris, 50 mM de NaCl, 5 mM de CaCl:, pH
8,0. Os hibridos mondmero- dimero foram entdo eluidos com
100 mM Glicina, pH 3,0. Fragdes de eluicdo contendo o pico
de proteina foram, entdo, neutralizadas por adicado de 1 parte
de 1 M Tris-HCl, pH 8 para 10 partes da fracao eluida. Os

liquidos foram armazenados a -80°C.

Exemplo 5: Andlise da Atividade de Coagulacdo do Fator VII-

Fc homodimero e Hibridos de mondmero/dimero

O kit ensaio FVlla StaClot-RTF foi comprado na Diagnostica
Stago (Parsippany, NJ) e modificado conforme descrito em
Johannessen et al. 2000, Blood Coagulation and Fibrinolysis
11:8519. Uma curva padrao foi realizada com FVIIa segundo ©
padrdo 89/688 da Organizacdo Mundial de Saude. O ensaio
comparou um homodimero composto de duas moléculas de fator
VITI e duas moléculas de Fc com um hibrido mondémero/dimero

composto de uma molécula de fator VII e duas moléculas Fc.
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Foi observada uma atividade de coagulacdo significativa
tanto para o hibrido mondémero/dimero e o homodimero. A
atividade coagulante do hibrido mondémero/dimero em relacdo

ao homodimero foi gquase quatro vezes maior (Figura 4).

Exemplo 6: Ligacadao do Fator VII-Fc para shFcRn

A ligacao do fator VII-Fc recetor soluvel para Fc humano
neonatal (shFcRn) foi analisada utilizando um instrumento
Biacore 3000 (Biacore, Uppsala, Suécia). Um chip CM5
(Riacore, Uppsala, Suécia) foi guardado com 3500 unidades de
ressonédncia magnética (RU) de shFcRn usando aminas guimicas.
O Fator VII-FC foi diluido, 10 vezes ou 100 vezes, em 50 mM
POs, pH 6,0, 100 mM de NaCl, 0,01% Tween-20 e injetado (em
duplicado) sobre a superficie por 10 minutos a 10 pL/minuto.
As amostras também foram injetadas através de uma superficie
falsamente revestida, que serviu como controlo de
referéncia. O chip foi regenerado com 100 mM POs, pH 8,0. A
resposta (no RU), registou 30 segundos antes da injecdo foi

interrompida, indicado ligacdo especifica (Figura 5).

Exemplo 7: Absorcao oral de Fator VII-Fc em ratos recém-

Nascidos

Ratos recém-nascidos com 25 dias e 9 gramas foram comprados
em Charles River (Wilmington, MA) e permitida a sua
aclimatacao por 24 horas. 0Os ratos foram tratados por via
oral com FVIIa-Fc homodimero, ou hibrido mondmero/dimero
(composto por duas cadeias Fc, uma dos quais estava ligada
ao FC-VII). Um volume de 200 pL de uma solugao FVIIa-FC foi
utilizado para uma dose de 1 mg/kg. A solucdo era composta
de um tampdo Tris-HCl pH 7,4 com 5 mg/ml de inibidor de
tripsina de soja. Os ratos foram sacrificados com COz em

momentos diversos, e 200 pL de sangue foi colhido por puncgao
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cardiaca. O plasma foi obtido pela adicdo de 1/10 do volume
de uma solucdo de 3,8% de citrato de sédio e centrifugado a
temperatura ambiente a uma velocidade de 1268xg. As amostras
de plasma ou eram utilizadas nos ensaios frescas ou

congeladas a -20°C.

As amostras foram entao analisadas por ELISA.Fator
Asserachrom VII: o Ag ELISA foi realizado em amostras de
plasma de rato neonatal. Um fator VII: o Ag ELISA foi
adquirido na Diagnostica Stago (Parsippany, NJ) e realizado
conforme descrito no manual do kit com uma mudanca.padrao
para a curva padradao foi substituido por Fator VIIa- Fc
purificado. Para experiéncias in vivo, a norma foi executada
na mesma percentagem de plasma animal normal como sendo
analisado. Os resultados mostraram que a administracao oral
de ambos os hibridos mondémero/dimero e dimeros e foi bem
sucedida (Figura 7). Um ensaio de curso de tempo usando
hibridos mondémero/dimero demonstrou niveis plasmaticos
sustentados de administragdo oral de Fator VIIa-Fc ao longo

do tempo com um Ti,2 de 18 horas (Figura 6).

Exemplo 8: Administragdo intravenosa de Fator VII-Fc em

Miniporcos

Minipigs adultos Gottingen (6 kg) foram adguiridos na
Marshall Farms e permitida a sua aclimatacdao por duas
semanas. Os suinos foram anestesiados com 12 mg/kg de Telazol
e 8 mg/kg de Xilanina e administrado por via intravenosa,
através da veia jugular, 3 ml de 0,5 mg/kg de Fator VIIa-Fc
numa solucao tampdo Tris-HC1l, pH 7,4. Foram recolhidos trés
ml de sangue em tubos a vacuo citratado (BD Sciences,
Franklin Lakes, NJ) em varios periodos de tempo através de
puncao venosa. O plasma foi obtido por centrifugacao das

amostras a temperatura ambiente a uma velocidade de 1268xg.
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As amostras de plasma foram congeladas a -20°C e

posteriormente analisadas por ELISA.

O Fator Asserachrom VII: o Ag ELISA foi realizado em amostras
de minipigs. Um fator VII: o teste Ag Elisa foi adguirido na
Diagnostica Stago (Parsippany, NJ) e realizado como descrito
no manual do kit com uma mudanca.padrao para a curva padrao
foi substituido por Fator VIIa-Fc ©purificado. Para
experiéncias in vivo, a norma foi executada na mesma
percentagem de plasma animal normal como sendo analisado. Os
niveis plasmaticos de administracdo por via intravenosa do
hibrido mondémero/dimero sdao mostrados na Figura 8A. A meia-—
vida foi determinada ser de 9,4 horas. Um ensaio de curso de
tempo wusando hibridos mondmero/dimero demonstrou niveis
plasmdticos sustentados de administracdo oral de Fator VIIa-

Fc ao longo do tempo com um Ti,2 de 22 horas (Figura 824).

A atividade de coagulacédo usada foi medida pelo kit de ensaio
Fvlla StaClot-RTF (Figura 8B). A Ti,2 para a coagulacao
mostrou-se ser de 6,4 horas para um porco e 5,7 horas para

O outro porco.

Exemplo 9: Clonagem do constructo de Fc-Fator IX

A sequéncia de codificagao do Fator IX humano, incluindo a
sequéncia prepropetide, foi obtida por amplificacdao do RT-
PCR do ARN do figado humano adulto utilizando os seguintes

primers:

natFIX-F: 5’ -TTACTGCAGAAGGTTATGCAGCGCGTGAACATG-3' (SEQ ID
NO: 21)
F9-R: 5"-TTTTTCGAATTCAGTGAGCTTTGTTITTTTCCTTAATCC-3' (SEQ 1ID
NO: 22)
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20 ng de ARN de figado humano adulto (Clontech, Paio Alto,
CA) e 25 pmol de cada primer foram adicionados a uma reaccao
de RT-PCR utilizando o SuperScrit™ One-Step RT-PCR com
Platinum System® Tag (Invitrogen, Carlsbad, CA) de acordo
com o0 protocolo de reaccao dos fabricantes, foi realizado
num termociclador MJ usando os seguintes ciclos: 50°C 30
minutos; 94°C2 minutos; 35 ciclos (94°C 30 segundos, 58°C 30
segundos, 72°C 1 minuto), e um final de 72°C 10 minutos. O
fragmento de gel foil purificado utilizando o kit Qiagen Gel
Extration (Qiagen, Valéncia, CA) e digerido com PSTL-ECoORI1,
gel purificado e <clonado no correspondente digerido do
plasmideo pED.dC.XFc. Os aminodcidos e sequéncias de ADN do

fator IX-Fc sdao mostrados na Figura 9.

Exemplo 10: Fator IX-Fc homodimero e hibrido mondémero-dimero

expressao e purificacéo

Foram estabelecidas células CHO DG-44 que expressam o Fator
IX-Fc. Foram cultivadas células DG44 em 100 milimetros tecido
placas de Petri e cresceram para uma confluéncia de 50% -
60%. Um total de 10 pg de ADN foi utilizado na transfeccgéo
de um prato de 100 mm: para a transfeccadao do homodimero, foi
utilizado 8 pg de pED.dC.Fator IX-Fc + 2 ng de pcADN6-PACE;
para a transfecg¢do do hibrido mondmero-dimero, foi usado 8
1ng de pED.dC.Fator IX-Fc + 1 yg de pcADN3-FlagFc + 1 nug de
PCADN6-PACE. As células foram transfetadas conforme descrito
no manual do reagente de transfeccdo Superfet (Qiagen,
Valéncia, CA). O meio foi removido da transfeccdo 48 horas
e substituido com MEM Alpha sem nucleosideos dializados
acrescido de 5% de soro fetal Dbovino e 10 pg/ml de
Blasticidina (Invitrogen, Carlsbad, CA), para ambas as
transfeccadoes, enquanto a transfeccdo do hibrido mondmero-
dimero também foi suplementada com 0,2 mg/ml de geneticina

(Invitrogen, Carlsbad, CA). Apdés 3 dias, as células foram
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dispensadas da placa com 0,25% de tripsina e transferidas
para frascos de cultura de tecidos T25, e a selecao foi
mantida por 10-14 dias até que as células comegaram a
crescer, bem como as linhas celulares estédveis foram
estabelecidas. A expressao da proteina foi posteriormente
ampliada pela adicdo 10 nM ou 100 nM de metotrexato para o

homodimero ou hibridos de dimero mondmero, respetivamente.

Para ambas as linhagens celulares, foram utilizadas cerca de
2 x 107 células para inocular 300 ml de meio de crescimento
numa garrafa de rolo de 1700 cm? (Corning, Corning, NY),
suplementadas com 5 pg/L de vitamina Kz (menadiona bissulfito
de sdédio) (Sigma, St. Louis, MO). As garrafas de rolo foram
incubadas em 5% CO; a 37°C por aproximadamente 72 horas. O
meio de crescimento médio trocado com 300 ml de soro-médio
de producgao livre (DMEM/F12 com 5 pg/m) de insulina bovina
e 10 pg/ml Gentamicina), suplementado com 5 pg/L de vitamina
K:. O meio de producdo (meio condicionado) foi recolhido
todos os dias durante 10 dias e armazenado a 4°C. Foi
adicionado meio de producdo fresco as garrafas de rolo, apds
cada coleta e os frascos foram devolvidos a incubadora. Antes
de cromatografia, o meio foi clarificado através de um filtro
SuporCap-100 (0.8/0.2 pm) de Pall Gelman Sciences (Ann Arbor,
MI). Todas as etapas foram realizadas a 4°C. O meio
clarificado foi aplicado a proteina A Sepharose, lavado com
5 volumes da coluna de 1X PBS (fosfato 10 mM, pH 7,4, 2,7 mM
KCl, e 137 mM de NaCl), eluido com glicina 0,1 M, pH 2,7, e
em seguida neutralizado com 1/10 volumes de 1 M Tris-HC1l, pH

9,0. A proteina foi entdo dializada em PBS.

A amostra de transfeccdo da proteina hibrida de mondmero-
dimero foi objeto de purificacdao adicional, uma vez que
continha uma mistura de FIX-Fc: FIX-Fc homodimero, FIX-fc:

Flag-Fc hibrido mondémero-dimero, e Flag-Fc: Flag-Fc
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homodimero. O material foi concentrado e aplicado a uma
coluna de 2,6 cm x 60 cm (318 ml) Superdex 200 Prep Grade a
um fluxo de 4 ml/minuto (36 cm/hora) e, em seguida eluido
com 3 volumes da coluna de 1X PBS. Fragdes correspondentes
a dois picos no detetor UV foram coletadas e analisadas por
SDS-PAGE. Fracgdes do primeiro pico continham tanto FIX-Fc:
FIX-Fc homodimero ou FIX-Fc: FlgFc hibrido mondémero-dimero,
enquanto o segundo pico continha FlagFc: RagFc homodimero.
Todas as fracgdes contendo o hibrido mondémero dimero mas néao
0 FlagFc homodimero foram agrupadas e aplicadas diretamente
a uma coluna de 1,6 x 5 cm M2 anti-FLAG Sepharose (Sigma
Corp, St. Louils, MO), a um fluxo linear de 60 cm/hora. Apds
0 carregamento, a coluna foi lavada com 5 volumes de coluna
PBS. Os hibridos de mondémero-dimero foram entdo eluidos com
100 mM Glicina, pH 3,0. As fracdes de eluicao contendo o
pico de proteina foram neutralizadas pela adigdo de 1/10 do
volumes de 1 M Tris-HCl, e analisadas através da reducdao e
ndo reducdo de SDS-PAGE. As fracdes foram dializadas em PBS,

concentradas a 1-5 mg/ml, e armazenadas a —-80°C.

Todos ©0s numeros que expressam quantidades de ingredientes,
condicbes de reacdo, e assim por diante ¢é usado na
especificacdo e reivindicacgdes sao para ser compreendidos
como sendo modificados em todos os casos pelo termo "cerca
de". Por conseguinte, a menos que indicado em contréario, os
pardmetros numéricos estabelecidos na especificacdo e nas
reivindicacdes anexas sao aproximacdes que podem variar
dependendo das propriedades desejadas procurou ser obtido
pela presente invencdo. No minimo, e nao como uma tentativa
de limitar a aplicagdo da doutrina de equivalentes ao ambito
das reivindicacdes, cada parédmetro numérico deve ser
interpretado a luz do numero de algarismos significativos e

abordagens de arredondamento comuns.
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As formas de realizacdao especificas aqui descritas séao
fornecidas a titulo de exemplo e nado se destinam a ser de
modo algum limitativas. Pretende-se que a descricdo e o0s
exemplos sejam considerados apenas como exemplificativos,
sendo o verdadeiro éambito: da invengdo indicado pelas
reivindicacdes. Exemplos preferidos da presente invencdo sao

descritos abaixo e sdo como referidos nos exemplos E1 a E15.

El. Uma composicao farmacéutica compreendendo uma proteina
quimérica e um veiculo farmaceuticamente aceitédvel ou
excipiente, em que a referida proteina quimérica compreende
pelo menos uma porcdo de uma regido constante de
imunoglobulina que é um parceiro de ligacdao ao FcRn, um fator
de coagulacdo selecionados a partir do Fator VII, um analogo
de Fator VII, Fator Vila e um fator VIIa analdgico, e,
opcionalmente, pelo menos um ligante e onde a referida
composicao farmacéutica € para o tratamento de um disturbio

hemostédtico.

E2. A composicado farmacéutica de El. o que reduz o risco de
ocorréncia de um episdédio de hemorragia, infecdao, ou oclusao
dos locais de infecado associados com uma administracao

parentérica.

E3. A composicao farmacéutica de qualquer uma de E1 ou 2,

que tem um aumento da semivida no soro ou biodisponibilidade.

E4. A composigdo farmacéutica de E1, que ¢é formulada para
administracdo por via intravenosa, por via subcutdnea, por
via intramuscular, por via oral, sublingual, bucal, nasal,
rectal, vaginal ou por via pulmonar ou através de uma mucosa

superficie.
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E5. A composicdo farmacéutica de qualquer uma de El1-4, que

¢ formulada para administracdo a uma dose de 0,1-1000 mg /

kg.

E6. A composicdo farmacéutica de qualquer uma de E1-5, em
que a pelo menos uma porgao de uma constante de

imunoglobulina regido compreende um fragmento Fc.

E7. A composicdo farmacéutica de E6, em que o fragmento Fc

¢ a SEQ ID NO: 2.

E8. A composicdao farmacéutica de qualgquer uma de E 1-7,
caracterizado por a proteina quimérica compreender a SEQ ID

NO: 1.

E9. A composicao farmacéutica de qualquer uma de E 1-8, em

que a referida proteina quimérica ¢ um dimero.

E10. A composicao farmacéutica de P 9, em que o referido

dimero é um homodimero.

E11. A composicao farmacéutica de qualquer uma de E 1-9, em
que a referida proteina qgquimérica ¢ um hibrido mondmero

dimero.

El12. A composicao farmacéutica de El, em que a proteina
gquimérica compreende a fédrmula XLF em que F é um fragmento
Fc de uma imunoglobulina e L é um ligante ou uma ligacao
directa, e X é o Fator VII, um fragmento biologicamente
activo do fator VII, Fator Vila, ou um fragmento

biologicamente activo do Fator Vila.
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E13. A composicdao farmacéutica de qualquer um de e 1-12, em
que o referido ligante compreende cerca de 1 a cerca de 20

aminodcidos.

El4. A composicao farmacéutica de qualgquer um de e 1-13, em
que o ligante compreende a sequéncia de - (GGS) nem (GGGGS)

n, em que n € um numero inteiro de cerca de 1 a cerca de 10.

E15. Uma proteina quimérica que compreende (i) pelo menos
uma porcao de uma regido constante de imunoglobulina, que é
um parceiro de ligacdo ao FcRn, (ii) um fator de coagulacgao
selecionados a partir do Fator VII, um andlogo de Fator VII,
Fator VIIa e um andlogo de fator VIIa, e opcionalmente (iii)
pelo menos um ligador, para o tratamento de um disturbio

hemostédtico.
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<210> 1

<211> 664

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: constructo aminodcido
sintético

<400> 1

67



Ala

Glu

Phe

Asp

Lys

65

Glu

Val

Gly

Asp

Asn

Cys

Lys

Gly

50

Asp

Gly

Asn

Thr

Gly
130

Ala

Lys

Asp

35

Asp

Gln

Arg

Glu

Lys

115

val

Phe

Glu

20

Ala

Gln

Leu

Asn

Asn

100

Arxg

val

Leu

Glu

Glu

Cys

Leu

Cys

85

Gly

Ser

Ser

Leu

Gln

Arg

Ala

Gln
70

Glu

Cys

Cys

Glu

Cys

Thr

Ser

55

Serx

Thr

Cys

Arg

Thr
135

Glu

Ser

Lys

40

Ser

Tyr

His

Glu

Cys

120

Pro

Leu
Phe

25
Leu
Pro
Ile
Lys
Gln
105

His

Thr

68

Arg

10
Glu
Phe

Cys

Cys

Lys

90

Tyr

Glu

val

Pro

Glu

Trp

Gln

Phe

75

Asp

Cys

Gly

Glu

Gly

Glu

Ile

Asn

Cys

Asp

Ser

Tyr

Tyr
140

Ser

Ala

Ser

45

Gly

Leu

Gln

Asp

Ser

125

Pro

Leu
Arg

30
Tyr
Gly
Pro
Leu
His
110

Leu

Cys

Glu

15
Glu
Ser
Ser
Ala
Ile

95
His

Leu

Gly

Arg

Ile

Ser

Cys

Phe

80

Cys

Thr

Ala

Lys



Ile
145
Ile
Val
Asn
Lys
Ser
225
Ile
Leu
Pro
Phe
Arg
305
Leu
Pro
Ser
His
Gln
385
Gln

Pro

Cys

Pro

Val

Leu

Thr

Asn

210

Glu

Ile

Leu
val
290
Gly
Met
Asn
Lys
Tyr
370
Gly
Tyr

Gly

Pro

Ile

Gly

Leu

Thr

195

Trp

His

Pro

Leu

Cys

275

Arg

Ala

Thr

Ile

Asp

355

Arg

Cys

Ile

val

Pro
435

Leu
Gly
Leu
180
Ile
Arg
Asp
Ser
Arg
260
Leu
Phe
Thr
Gln
Thr
340
Ser
Gly
Ala
Glu
Leu

420

Cys

Glu

Lys

165

val

Trp

Asn

Gly

Thr

245

Leu

Pro

Ser

Ala

Asp

325

Glu

Cys

Thr

Thr

Glu

405

Leu

Pro

Lys
150
val
Asn
val
Leu
Asp
230
Tyr
His
Glu
Leu
Leu
310
Cys
Glu
Lys
Txp
val
390
Trp

Arg

Ala

Arg

Cys

Gly

vVal

Ile

215

Glu

vVal

Gln

Glu

val

295

Glu

Leu

Tyr

Gly

Tyr

375

Gly

Leu

Ala

Pro

Asn

Pro

Ala

Ser

200

Ile

Gln

Pro

‘Pro

Arg
280
Ser

Leu

Gln

Met

360

Leu

His

Gln

Pro

Glu
440

Asn

Lys

Gln

188

Ala

Ala

Ser

Gly

Val

265

Thr

Gly

Met

Gln

Phe
345

Ser

Thr
éhe
Lys
Phe

425

Leu

69

Ala
Gly
170
Leu
Ala
val
Arg
Thr
250
val
Phe
Tcp
val
Sarx
330
Cys
Gly
Gly
Gly
Leu
410

Phe

Leu

Ser

155"

Glu
Cys
His
Leu
Arg
235

Thr

Leu

Sex

Gly
Leu
318
Axrg
Ala
Gly
lle
Val
395
Met

Pro

Gly

Lys

Cys

Gly

Cys

Gly

220

val

Asn

Thy

Glu

Gly

306

Asn

Lys

Gly

Gly

Val

380

Tyr

Arg

Asp

Gly

Pro

Pro

Gly

Phe

205

Glu

Val

His

Asp

Arg

285

Gin

val

Val

Tyr

Pro

365

Ser

Thr

Ser

Lys

Pro
445

Gln

Pro

Thr

180

Asp

His

Ala

Asp

His

270

Thr

Leu

Pro

Gly

Ser

350

His

Trp

Arg

Glu

Thr

430

Ser

Gly
Trp
175
Leu
Lys
Asp
Gln
Ile
255
val
Leu
Leu
Arg
Asp
335
ASp

Ala

Gly

Val

Pro
415

His

Ser

Arg
160
Gln
Ile
Ile
Leu
Vval
240
Ala
Val
Ala
Asp
Leu
320
Serxr
Gly
Thr
Gly
Ser
400
Arg

Thr

val



Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr
450 455 460

Pro Giu Val val Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser His Glu Asp Pro
465 470 475 480

Glu Val Lys Phe Asn Trp Tyr Val Val Asp Gly Val Glu val His Asn
485 490 495

Ala Lys Thr Lys Pro Arg Glu Glu Gln Tyr Asn Ser Thr Thx Tyr Arg
500 505 510

Val Val Ser Val Leu Thr Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys
515 520 525

Glu Tyr Tyr Lys Cys Lys Val Ser Asn Lys Ala Leu Pro Ala Pro Ile
530 535 540

Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala Ala Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pro Gln
545 . 550 555 560

Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Arg Asp Glu Leu Thr Thr Lys Asn Gln
565 570 575

Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly Phe Tyr Pro Ser Asp Ile Ala
580 585 590

val Val Glu Trp Glu Ser Asn Gly Gln Pro Glu Asn Asn Tyr Lys Thr
595 €00 605

Thr Pro Val Leu Asp Asp Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu Tyxr Ser Lys
610 615 620

Leu Thr Val Asp Lys Ser Arg Trp Gln Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser
€25 630 : 635 640

Cys Ser Val Met His Glu Ala Leu His Asn His Tyr Thrx Gln Lys Lys
: 645 650 655

Ser Leu Ser Leu Ser Pro Gly Lys
660

<210> 2

<211> 239

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: sequéncia de aminodcidos
sintéticos

<400> 2

Phe Pro Asp Lys Thr His Thr Cys Pro Pro Cys Pro Ala Pro Glu leu
1 5 10 15

Leu Gly Gly Pro Ser Ser Val Phe Leu Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp

70



Thr Leu

Met

20

Ile Ser

35

Val
50

Asp

Asp
65

Gly
Tyr Asn
Gln Asp

Lys Ala

Ser

val

Ser

Trp

Leu

Glu

Glu Val

Thr Thr

85
Leu Asn
100

Pro Ala

115

Gln
130

Gly

Glu
145

Leu
Phe Tyr
Glu

Pro

Ser Phe

Pro

Thr

Pro

Asn-

Phe

Arg Glu

Thr Lys

Ser Asp

165

Asn
180

Tyr

Leu Tyr

195

Gln
210

Gln

Asn His

225

<210> 3
<211> 682
<212> ADN
<213>
<220>
<223>
sintética
<400> 3

gacaaaactc
ttocctetice
tgcgtggtygg
agegtggagg
cgtgtggtca

Gly

Tyr

Asn Val

Thr Gln

acacgtgcce
ccoccaaaaco
tggacgtgag
tgcataatgce
gegtecteac

Arg Thr

Pro

25

Glu val

40

Asp Pro

His
70

Asn
Tyr Arg
Gly Lys

Pro Ile

Glu

Ala

val

Glu

Giu

val Lys

Lys Thyr

Vval Ser

90

Tyr
105

Tyr

Lys Thr

120

Pre Gln
' 135

Asn Gln

150

Ile Ala

Lys Thr

Ser Lys

Val

Val

val

Thr

Leu

Tyxr Thr

Leu

Ser

Glu
170

Val

Pro Val

i85

Thr Val

200

Phe Ser

215

Lys
230

Lys

Sequéncia Artificial

Descricdao da Sequéncia Artificial:

gcegtgeeca
caaggacacc
ccacgaagac
caagacaaaqg
cgtcctgeac

Cys

Ser

Sexr Val

Leu Ser

gcrecggaac
ctcatgatct
cctgaggtca
ccgcgggagy
caggactggce

71

Val Thr

Cys

30

val val

45

Phe Asn

60
Lys Pro
735

val Leu

Lys Cys

Ile Ser

Trp

Arg

Thr

Lys

Lys

Tyr Val

Glu Glu

val Leu

95

Val
110

Ser

Ala Ala

128

Pro
140 .

Leu

Thr
155

Cys
Trp Glu
Leu

Asp

Asp Lys

Pro

Leu

Ser

Asp

Ser

Sexr Arg

Val Lys

Asn Gly

175

Ser
180

Asp

Arg Trp

205

Met His

220
Leu Ser
235

tgetgggegy
cccggacccc
agttcaactg
agcagtacaa
tgaatggcaa

Glu

Pro

Ala Leu

Gly Lys

sequéncia de nucleédtidos

accgteagte
tgaggtcaca
gtacgtggac
cagcacgtac
ggagtacaat

val

val

Gln

80

His

Asn

Lys

Asp

Gly

160

Gln

Gly

Gln

His

60

120
180
249
300



gtcaaggtct
agggcagecec
gaaccaggte
gtgggagage
cgacggctee
gaacgtette
cctetecety

<210> 4
<211> 1900
<212> ADN
<213>

<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial:

sintético
<400> 4

gccaacgegt
cagtgectcecct
tggatttott
tgcaaggacce
tgtgagacge
tactgcagtyg
ctggcagacyg
ctagaaaaaa
aaaggggagt
accctgatca
tggaggaacc
cagageccgge
cacgacatcg
ctetgectge
gtoagegget
aacqgtgecocoe
ccaaatatcea
aagggggaca
atcgtcaget
tcccagtaca
ctgcgagccece
ctgggcggac
cggacccctg
ttcaactggt
cagtacaaca
aatgygcaagyg
aaccatctee
ccgggatgag
cagcgacate
gecteeegtyg
gagcaggtag
¢ccactacacg

ccaacaaage
cgagaaccac
agecctgacct
aatgggcagce
ttettectet
tcatgctecy
tcteocgagta

tcctggagga
tcgaggagge
acagtgatgg
agetcecagte
acaaggatga
accacacqggg
gggtgtecty
gaaatgccag
gtccatggcea
acaccatcetg
tgatcgeggt
gggtggcgca
cgectgetecg
ccgaacggac
ggggccaget
ggctgatgac
cggagtacat
gtggaggccce
ggggccaggg
tcgagtgget
catttcccga
cgtcagtctt
aggtcacatg
acgtggacgg
gcacgtaccy
agtacaatgt
aaagccaaag
ctgaccaaga
geccgtggaght
ttggactccyg
cagcagggyga
cagaagagcce

ceetececage
aggtgtacac
gectggtcaa
cggagaacaa
acagcaaget
tgatgcatga
aa

Sequéncia Artificial

gctgcggeeyg
ccgggagatce
ggaccagtgt
ctatatctgce
ccagctgatc
caccaagcge
cacaccecaca
caaaccecaa
ggtcctgttg
ggtggtctece
gctgggcgag
ggtcatcatce
cctgecaccag
gttetctgag
gctggacegt
ccaggactge
gttetgtgee
acatgcecace
ctgcgcaacc
gcaaaaqgctc
caaaactcac
cctctteceee
cgtggtggtg
cgtggaggtyg
tgtggtcage
caaggtctec
ggcagcceeg
accaggtcag
gggagagcaa
acggcetectt
acqgtcttcte
tctcecctgte

cececeategag
cctgecececca
aggcttcectat
ctacaagacc
caccgtggac
ggetetgeac

ggctececectgg
ttcaaggacyg
gcctcaagte
ttctgectae
tgtgtgaacqg
tcectgtaggt
gttgaatate
ggecgaateg
ttggtgaatyg
geggeoecact
cacgacctca
cccagcacgt
ccecgtggtec
aggacgctgg
ggcgocacygg
ctgecageagt
ggetactegg
cactacegyg
gtgggecact
atgcgctcag
acgtgeccge
ccaaaaccca
gacgtgagee
cataatgcca
gtcctcaccg
aacaaagcoeec
agaaccacag
cctgacctge
tgggcagecy
cttectetac
atgcectecegtyg
tccgggtaaa

72

aaaaccatct
tcecegggatg
cccagegaca
acgecteeeg
aagagcaggt
aaccactaca

agagggagtg
cggagaggac
catgccagaa
ctgecttega
agaacggcyayg
gccacgaggyg
catgtggaaa
tggggggcaa
gagectcagtt
gtttcgacaa
gcgagcacga
acgtcceggg
tcactgacca
ccttegtgeg
cectggaget
cacggaaggt
atggcagcaa
gceacgtggta
ttggggtgta
agccacgecee
cgtgcccage
aggacaccct
acgaagacec
agacaaagcc
tcctqeacea
cteooccageoee
gtgtacacce
ctggtcaaaqg
gagaacaact
agcaagctca
atgcatgagg

ccaaagcecaa
agctgaccaa
tcgecegtgga
tgttggactc
ggcagcagygg
cgcagaagag

constructo nucledtido

caaggaggay
gaagctgttc
tgggggetce
gggecggaac
ctgtgagecag
gtactectcetg
aatacctatt
ggtgtgcecce
gtgtgggggy
aatcaagaac
cggggatgag
caccaccaac
tgtggtgece
cttctcattyg
catggtecte
gggagactec
ggactcctge
cctgacggqgce
caccagggtc
aggagtccte
tceggaactyg
catgatctcc
tgaggtcaag
gcgggaggag
ggactggctyg
ccatcgagaa
tgececceate
goettctateco
acaagaccac
ccgtggacaa
ctctgeacaa

360
420
480
540
600
660
682

60
120

240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
B840
200
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1900



<210> 5

<211> 30

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigado da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético
<220>

<221> REPETICAO

<222> (1) .. (30)

<223> Este péptido pode incluir 3 a 30 residuos, tal como especificado
no pedido

<400> 5

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly

1 5 10 15
Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Serx
20 25 30
<210> 6
<211> 3
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético

<400> 6
Gly Gly Gly
1
<210> 7
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricgao da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético
<400> 7

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

73



<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly
i 5 10

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>

<400>

1

8
15
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético

8

9
18
PRT

Sequéncia Artificial

15

Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético

9

5

Gly Ser

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

10
19
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial:

10

gctggctagc caccatgga 19

<210>

<211>

<212>

11
45

ADN

74

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
15

10

iniciador sintético



<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: iniciador sintético
<400> 11

cttgtcatcg tcgtccttgt agtcgtcacc agtggaacct ggaac 45

<210> 12

<211> 67

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

<400> 12

gactacaagg acgacgatga caaggacaaa actcacacat gcccaccgtg cccagetcecg 60
gaactce 67

<210> 13

<211> 21

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descricgdo da Sequéncia Artificial: iniciador sintético
<400> 13

tagtggatcc tcatttaccc 21 g
<210> 14

<211> 34

<212> ADN

<213> Sequéncia Artificial

75



<220>

<223>

<400>

Descric¢do da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

14

ggtaagcttg ccatggagct gaggccctgg ttgc 34

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

15
27
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigao da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

15

gttttcaatc tctaggaccc actcgcecc 27

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

16
23
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigao da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

16

gccaggccac atgactactc cgc 23

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

17
34
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdao da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

17

ggtgaattct cactcaggca ggtgtgaggg CAGC 34

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

18
38
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: iniciador sintético
18

76



gctacctgca ggccaccatg gtctcccagg ccctcagg 38

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

19
51
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

19

cagttccgga gctgggcacg gcgggcacgt gtgagttttg tcgggaaatg 51 g

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

20
33
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigdao da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

20

ttactgcaga aggttatgca gcgcgtgaac ATG 33

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

21
38
ADN

Sequéncia Artificial

Descrigao da Sequéncia Artificial: iniciador sintético

21

tttttcgaat tcagtgagct ttgttttttc cttaatcc 38

<210>

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

<400>

22
8
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: Péptido sintético

22

77



Asp Tyr Lys Asp Asp Asp Asp Lys

1

<210> 23

<211> 696

<212> PRT

<213>

<220>

<223>

<400> 23

Met
Ile
Asp
Ser
Met’

65
Thr
Cys

Asn

Glu

Gln
Cys
His
Gly

50
Glu
Glu
Glu

Ser

Leu
130

Axg

Leu

Glu

35

Lys

Glu

Arg

Ser

Tyr

115

Asp

val

Leu

20

Asn

Leu

Lys

Thr

Asn

100

Glu

Val

Asn

Gly

Ala

Glu

Cys

Thr

85

Pro

Cys

Thr

5

Sequéncia Artificial

Met Ile

Tyr Leu

Asn Lys

Glu Phe

$5

Ser Phe
70

Glu Phe
Cys Leu

Trp Cys

Cys Asn
135

Met
Leu
Ile

40
val
Glu
Trp
Asn
Pro

120

Ile

Ala
Ser

25
Leu
Gln
Glu
Lys
Gly
105

Phe

Lys

78

Glu

10
Ala
Asn
Gly
Ala
Gln

Q0
Gly

Gly

Asn

Ser

Glu

Arg

Asn

Aryg

75

Tyr

Ser

Phe

Gly

Pro
Cys
Pro
Leu

60
Glu
Val
Cys

Glu

Arg
140

Gly

Thr

Lys

45
Glu
val
Asp
Lys
Gly

128

Cys

Leu

val

Arg

Arg

Phe

Gly

Asp

110

Lys

Glu

Ile

15
Phe
Tyx
Glu
Glu
Asp

95
Asp

Asn

Gln

Descrigdo da Sequéncia Artificial: constructo aminodcido sintético

Thr

Leu

Asn

Cys

Asn

80

Gln

Ile

Cys

Phe



Cys

145

Tyr

Bro

Glu

Thr

Thr

225

Gln

Val

val

His

Tyr

305

Leu

Ala

val

Leu

Ser

385

Glu

Thr

Glu

Lys

Arxg

Cys

Thr

Ile

210

Arg

Val

Asn

Lys

Thr

290

Asn

Asp

Asp

Ser

Gln

370

Thr

Gly

Glu

Glu

Asn

Leu

Gly

val

195

Leu

Val

Val

Glu

Ile

273

Glu

Ala

Glu

Lys

Gly

355

Tyx

Lys

Gly

vVal

Cys
435

Ser

Ala

Arg

180

Phe

Asp

Val

Leu

Lys

260

Thr

Gln

Ala

Pro

Glu
340

TIp

Leu

Phe

Arg

Glu

420

Ala

Ala
Glu
165
vVal
Pro
Asn
Gly
Asn
245
Trp
val
Lys
Ile
Leu
325
Tyr
Gly
Arg
Thr
Asp
405

Gly

Met

Asp
150
Asn
Sex
Asp
Ile
Gly
230
Gly
Ile
val
Arg
Asn
310
val
Thr
Arg
val
Ile
390
Ser

Thr

Lys

Asn

Gln

val

val

Thr

215

Glu

Lys

Val

Ala

Asn

285

Lys

Leu

Asn

val

Pro

375

Tyr

Cys

Ser

Gly

Lys

Lys

Ser

Asp

200

Gln

Asp

Val

Thr

Gly

280

val

Tyrx

Asn

Ile

Phe

360

Leu

Asn

Gln

Phe

Lys
440

Val

Ser

Gln

185

Tyr

Ser

Ala

Asp

Ala

265

Glu

Ile

Asn

Ser

Phe

345

His

val

Asn

Gly

Leu

425

Tyr

79

val

Cys

170

Thr

val

Thr

Lys

Ala

250

Ala

His

Arg

His

Tyr

330

Leu

Lys

Asp

Met

Asp
410

Thx

Gly

Cys
185
Glu
Ser
Asn
Gln
Pro
235
Phe
His
Asn
Ile
Asp
315
Val
Lys
Gly
Arg
Phe

395

Ser

Gly

Ile

Ser
Pro
Lys
Ser
Ser
220
Gly
Cys
Cys
Ile
Ile
300
Ile
Thr
Phe
Arg
Ala
380
Cys
Gly

Ile

Tyr

Cys

Ala

Leu
Thr
205
Phe
Gln
Gly
val
Glu
285
Pro
Ala
Pro
Gly
Ser
365
Th;’
Ala
Gly

Ile

Thr
445

Thr
Val
Thr
180
Glu
Asn
Phe
Gly
Glu
270
Glu
His
Leu
Ile
Ser
350
Ala
Cys
Gly

Pro

Ser
430

Glu
Pro
175
Arg
Ala
Asp
Pxo
Ser
255
Thr
Thr
His
Leu
Cys
335
Gly
Leu
Leu
Phe
His
415

Trp

Val

Gly
160
Phe
Ala
Glu
Phe
Txrp
240
Ile
Gly
Glu
Asn
Glu
320
Ile
Tyr
Val
Arg
His
400
val

Gly

Ser



Arg

Gly

465

Pro

Lys

val

Asp

TYr

545

Asp

Leu

Arg

Lys

Asp

625

Lys

Ser

Ser

Ser

Tyt
450
Ala
Glu
Asp
Asp
Gly
530
Asn
Trp
Pro
Glu
Asn
610

Ile

Thr

Lys’

Cys

Leu
690

<210> 24

<211>

<212>

<213>

<220>

<223>

vVal

Ala

Leu

Thr

val

515

val

Ser

Leu

Ala

Pro

595

Gln

Ala

Thr

Leu

Ser

675

Ser

2091

ADN

constructo

<400> 24

Asn
Ala
Leu
Leu
500
Ser
Glu
Thr
Asn
Pro
580
Gln
Val
val
Pro
Thr
660

vVal

Leu

Descricgao

Txp
Val
Gly
485
Met
His
Val
Tyr
Gly
565
Ile
val
Ser
Glu
Pro
645
Val

Met

Ser

da

Ifle Lys
455

Asp Lys
470

Gly Pro

Ile Ser

Glu Asp

His Asn

535

Arg val
550

Lys Glu
Glu Lys
Tyr Thr
Leu Thr

615

Trp Glu
630

vVal Leu
Asp Lys

His Glu

Pro Gly
€695

Sequéncia Artificial

Sequéncia

Glu

Thr

Ser

Arg

Pro

520

Ala

val

Tyr

Thr

Leu

600

Cys

Ser

Asp

Ser

Ala

680

Lys

Lys

His

val

Thr

505

Glu

Lys

Ser

Lys

Ile

585

Pro

Leu

Asn

Ser

Arg

665

Leu

Thr

Thy

Phe

490

Pro

val

Thr

Val

Cys

570

Ser

Pro

Val

Gly

Asp

650

Trp

His

Artificial:

80

Lys Leu Thr Glu
460

Cys Pro Pro Cys
475

Leu Phe Pro Pro
Glu Val Thr Cys
510

Lys Phe Asn Trp
525

Lys Pro Arg Glu
540

Leu Thr VvVal Leu
555

Lys Val Ser Asn
Lys Ala Lys Gly
590

Ser Arg Asp Glu
605

Lys Gly Phe Tyr
620

Gln Pro Glu Asn
635

Gly Ser Phe Phe

Gln Gln Gly Asn
' 670

Asn His Tyr Thr
685

oligonucledtido

Phe Ala

Pro Ala
480

Lys Pro
495

val Val
Tyxr Val
Glu Gln
His Gln

560

Lys Ala
875

Gln Pro
Leu Thr
Pro Ser
Asn Tyr

640

Leu Tyr
655
Val Phe

Gln Lys

sintético



atgcageqgeyg
ggatatctac
ctgaatcgge
gagagagaat
actgaaagaa
cecatgtttaa
tttggatttg
tgegageagt
tatcgacttg
gtttergttt
tatgtaaatt
tttaatgact
caggttgttt
tggattgtaa
gaacataata
cecteaccaca
ctggacgaac
tacacgaaca
cacaaaggga
acatgtctte
gaaggaggta
gggaccagtt
tatggaatat
actgaatteqg
cctgaactece
atgatcteee
gaggtcaagt
¢gggaggage
gactggctga
atcgagaaaa
ccoeeatoee
ttctatecca
aagaccacge
grggacaaga
ctgeacaace

<210> 25
<211> 11
<212> PRT
<213>
<220>
<223>

<400> 25

Pro Lys Asn Ser Ser Met Ile Ser Asn Thr Pro

1

<210> 26
<211> 7

<212> PRT

tgaacatgat
tcagtgetga
caaagaggta
gtatggaaga
caactgaatt
atggcggcag
aaggaaagaa
tttgtaaaaa
cagaaaacca
cacaaactto
ctactgaage
tcactegggt
tgaatggtaa
ctgctgeceea
ttgaggagac
actacaatge
ccttagtget
tettaocteaa
gatcagcettt
gatctacaaa
gagattcatg
tcttaactgg
ataccaaggt
cecggegecge
tggggggace
ggacceoetga
tcaactggta
agtacaacayg
atggcaagga
ccatctecaa
gggatgaget
gecgacatege
ctcecegtgtt
gcaggtggea
actacacgea

catggcagaa
atgtacagtt
taattcaggt
aaagtgtagt
ttggaageag
ttgcaaggat
ctgtgaatta
tagtgctgat
gaagtcetgt
taagctcace
tgaaaccatt
tgttggtgga
agttgatgea
ctgtgttgaa
agaacataca
agctattaat
aaacagetac
atttggatet
agttcttcag
gttcacaeate
tcaaggagat
aattattage
atcceggtat
tgecggtcgac
gtecagtctte
ggtcacatge
cgtggacgge
cacgtaccgt
gtacaagtge
ageeaaagqyg
gaccaagaac
cgtggagtgg
ggacteccgac
gcaggggaac
gaagageete

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial:

5

tcaccaggec
tttcttgatc
aaattggaag
ttrgaagaag
tatgttgatg
gacattaatt
gatgtaacat
aacaaggtgg
gaaccagcag
cqgtgetgaga
ttggataaca
gaagatgcca
ttctgtyggag
actggtgtta
gagecaaaagce
aagtacaacc
gttacaccta
ggctatgtaa
taccttagag
tataacaaca
agtgggggac
tggggtgaag
gtcaactgga
aaaactcaca
ctecttececee
gtggtggtgg
gtggaggtge
gtggtcageg
aaggtcteoca
cageoacgag
caggtecagee
gagagcaatyg
ggecteocttet
gtottctcat
teectgtoete

81

tcatcacecat
atgaaaacge
agtttgttca
cacgagaagt
gagatcagtyg
cctatgaatg
gtaacattaa
tttgctcetyg
tgecatttee
ctgtttttce
tcactcaaag
aaccaggtca
gctctategt
aaattacagt
gaaatgtgat
atgacattgce
tttgcattge
gtggctgggg
ttcecactigt
tgttctgtge
cccatgttac
agtgtgcaat
ttaaggaaaa
catgcececacce
caaaacccaa
acgtgagcca
ataatgeccaa
tcetcacegt
acaaageect
aaccacaggt
tgacctgect
ggcagecgga
tecectectacag
gcteegtgat
cgggtaaatg

ctgcecctitta
caacaaaatt
agggaacctt
ttttgaaaac
tgagtecaat
ttggtgtcce
gaatggcaga
tactgaggga
atgtggaaga
tgatgtggac
cacccaatea
attcccttgg
taatgaaaaa
tgtcgoaggt
tcgaattatt
cctictggaa
tgacaaggaa
aagagtcttcec
tgaccgagee
tggottocat
tgaagtyggaa
gaaaggcaaa
aacaaagcetce
gtgecccagea
ggacacceete
cgaagacect
gacaaagacg
cctgecaccag
ceecageeece
gtacaccctyg
ggtcaaaggce
gaacaactac
caagctecacce
gcatgagget
a

Péptido sintético

10

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
800
960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2091



<213> Sequéncia Artificial
<220>
<223> Descrigado da Sequéncia Artificial: Péptido sintético

<400> 26

His Gln Ser Leu Gly Thr Gln
1 5

<210> 27

<211> 8

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricgado da Sequéncia Artificial: Péptido sintético

<400> 27

His Gln Asn Leu Ser Asp Gly Lys
1 5

<210> 28

<211> 8

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descricao da Sequéncia Artificial: Péptido sintético

<400> 28

His Gln Asn Ile Ser Asp Gly Lys
1 )

<210> 29

<211> 8

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial
<220>

<223> Descricado da Sequéncia Artificial: Péptido sintético

82



<400> 29

Val Ile Ser Ser His Leu Gly Gln
1 5

<210> 30

<211> 10

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético
<220>

<221> REPETICAO

<222> (1) .. (10)

<223> Este péptido pode incluir de 1 a 10 residuos, tal como especificado
no pedido

<400> 30

Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly Gly
1 , 5 10

<210> 31

<211> 50

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>

<223> Descrigao da Sequéncia Artificial: péptido ligante sintético
<220>

<221> REPETICAO

<222> (1) .. (50)

<223> Este péptido pode incluir 5 a 50 residuos, tal como especificado
no pedido

<400> 31

83



Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
35 40 45

Gly Ser

84



REIVINDICAGOES

1. Uma proteina quimérica compreendendo uma primeira cadeia
e uma segunda cadeia, em que a dita primeira cadeia compreende
uma regido constante de imunoglobulina ou uma sua porgao, que
é¢ um recetor Fc neonatal (FcRn) parceiro de ligacgado, e um fator
de coagulagao, e em que a dita segunda cadeia compreende uma
regido constante de imunoglobulina ou uma sua porc¢ao, que € um

parceiro de ligacadao ao FcRn, sem um fator de coagulacao.

2. A proteina quimérica de acordo com a reivindicacao 1, em
que o fator de coagulacao €& o fator VIII, fator IX, fator XI,
fator XII, fibrinogénio, protrombina, fator V, fator X, fator

XIII, fator VII ou fator VIIa.

3. A proteina quimérica de acordo com a reivindicacao 2, em

que o fator de coagulacadao é o fator VIII.

4, A proteina gquimérica de acordo com a reivindicacao 2, em

que o fator de coagulacao é o fator IX.

5. A proteina quimérica de acordo com a reivindicacao 2, em

que o fator de coagulacdao é o fator VII ou o fator VIIa.

6. A proteina quimérica de qualquer uma das reivindicacgdes 1
a 5, em que a porcao da regido constante da imunoglobulina
dentro da primeira cadeia ¢é um fragmento Fc e a porc¢ao da
regido constante da imunoglobulina dentro da segunda cadeia é

um fragmento Fc.

7. A proteina quimérica de qualquer uma das reivindicacdes 1

a 6, para utilizacao num método de tratamento.



8. A proteina quimérica de qualguer uma das reivindicacdes 1 a

6, para utilizacdo no tratamento de um disturbio hemostdtico.

9. A proteina quimérica para ser utilizado de acordo com a
reivindicacdo 8, em gque o disturbio é hemostdtico hemofilia A

ou B.

10. Um primeiro constructo de ADN e uma segunda construcao de
ADN que em conjunto codificam a proteina quimérica de qualqgquer
uma das reivindicacdes 1 a 6, em gue a primeiro constructo de
ADN codifica a primeira cadeia da referida proteina quimérica
e a segunda construcdo de ADN codifica a segunda cadeia do

referido proteina quimérica.

11. Um vetor que compreende as primeira e segunda construcgdes
de ADN de acordo com a reivindicacgado 10, ou um primeiro vetor
que codifica a primeiro constructo de ADN de acordo com a
reivindicacadao 10 e um segundo vetor que codifica para a segunda

construcdo de ADN de acordo com a reivindicacao 10.

12. Uma célula hospedeira que compreende a primeira e segunda
construgdes de ADN de acordo com a reivindicagdo 10, ou o vetor

ou vetores de acordo com a reivindicacgao 11.

13. Um método de producdo de uma proteina quimérica de
qualquer uma das reivindicacdes 1 a 6, em gue o método
compreende cultura da célula hospedeira da reivindicacao 12,

em que a proteina quimérica seja expressa.

14, Uma composicao farmacéutica compreendendo uma proteina
quimérica de qualquer uma das reivindicagbes 1 a 6 e um

excipiente farmaceuticamente aceitavel.



15. A proteina guimérica para ser utilizado de acordo com
qualgquer uma das reivindicacgdes 7, 8 ou 9, em que a proteina
quimérica ¢é para ser administrado por wvia intravenosa,

subcuténea, intramuscular, ou através de uma superficie mucosa.

16. Uma proteina guimérica possuindo uma porc¢cdo monomérica e
dimérica uma porg¢ao, em que a porgao dimérica compreende duas
regides constantes de imunoglobulina ou suas porc¢des, cada uma
das quais € um recetor Fc neonatal (FcRn) parceiro de ligacao,
e a porcdo monomérica compreende um fator de coagulacdo que
esta ligado a uma das duas regides constantes de

imunoglobulinas ou suas porc¢des.



RESUMO
PROTEINAS QUIMERICAS DE FATOR DE COAGULAQAO PARA O
TRATAMENTO DE UM DISTURBIO HEMOSTATICO

Composicao farmacéutica para o tratamento de um disturbio
hemostatico, compreendendo uma proteina quimérica, e um
transportador farmaceuticamente aceitdvel ou excipiente, em
que a dita proteina quimérica compreende pelo menos uma parte
de uma regido constante da imunoglobulina, que é um parceiro
de ligacédo FcRn, um fator de coagulacao selecionados a partir
do Fator VIIr um andlogo do fator VII r fator VII-A e andlogo

do fator Vila e, opcionalmente, pelo menos um ligador.
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Sap Qly ser lys ssp ger oye Iyvs gly ssp ser gly gly 9ly
Froe his ala the bis tyr arg gly thr top tyr lewn thy gly
3le val sex trp aly gly qln gly oys ala shir wal gty hi§
phe gly wal tyr thy arg val zer gin tyy e g:t.ti flu Lxp
Jeu gln lye lsu met arg ser olu pro arg pro gly val lew
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arg thy pro alu val @l by oys wal vwal val asp val sey
Bis olw &sﬁ- pro glue wal lys phie asn bxp byr wal v&, 3 e
gly val glv val his asn ala lys thr lys pro arg gin glu
gl Lyy asn ser thr thr tyx arg wal val ser wal lew i:&rr
wal lew his gln asp oxp lsu asn gy Lys glue Syr otyr lys

eys lys val ser asn lys als lsu pro ala pro ile gle lys
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Filg. 30

gacasascitacsogtgrorgoogtgooagat coggaactgobgagiggscagt
cagretiostotiororotsagaasotaaggscacarioat gat ot ooogaanong
tgaggtescstgogtastagtggaogtaaguestgasgacoatgaggtaoasgt e
SAVCEGPLRCPLEGRCIFOELAGAHTACALAMLGUCIRFACRBIFCOTCEIVANY
Sgeagtacasatagoacgiacatgtggicagoglosicatuglogigoaseagas
CLEECLgRatYgoRagEagt acsa gl oA ol G AT C oL ECCRYE
COOCR L OGHIE R RRONR UL OGO A GUFTRGOCOCIAFRATTICNFGYTY
ragRecetgorescastoosgagat gagoigaccasgRasoaggat oagertgacet
goeotggtoassgottstatorcagegseatogorgtggagtagaagagoan sy
gLagreggagaacaactacsasgaccrogretocegtghbggactacgacsgghten
TECTLL OO AN La gl R COI LSS IAGRYLAGHLHNCARTORRERIARCY
Lo LOLOAEGUE OOt HONEEAGICLOLGIRTARCCR DL SCANICYNNGRY

corotosctgtatoegagtaas {(BRQ ID N
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geoascgoghbiootggegaagacggregggotoartggagagggagracangy
RGYIGOIGLGOLCOETOGRIGIRFICUaRIIgR ot taaggRcgoaglgaggad
gaagetgntn&ggattt&&taﬁagtg§t§g§§aénagngag¢@ta&agaecatgﬁ
sagsatggusctorigoaagaccagetocagtoctatatotgottotaoatas
crgrot togagggongglartgt gagasgeacssguatgaccagotgatotgar
SRACHSGAREANCAGEt AL IR gORI AT TG CORCANGYIoROCRRGOY S
teobgiagatgoeasgagasgtsctototgoiagragadygaata b oohgossan
coacagtigaatatocatgtagasaastacctatictagassaaaganatygocay
. SRasscceRlggrogsatttagnguteaaggtatgrorassggogsgtgtoes
tggcsggtostgt tgtrogtgratggagotoagt totatggggagaceotgatea
ACRLCALOL ST EGtCELOGERHCERACERT REOGRCH AR LORAGRRCLYREY
gaacetgatogoggtgotgggogagoangastctcagogagoasgacgsgastgag
caganuogegRigoogcagl o toa o eotagracg i acg Locongues eea
coAssTACRCS togogetgetrrgoot geacoagoosgtggtestcactgaces
tgtggtgoorctotgortgaeogsacgyacghitot otgagagyeogeigaoott o
§§g¢§ctnaﬁaattggtﬁagcgga:ggggccag&tg¢t§§$§cgtggcgwmaagg
soctggagetoatgghotiocaasgtgoecogantgatantocaggactgoetges
SOBGLLRCHUS AT NEAKRCTE CCCCAARLALCACHYRQLACALHL LOLGLGOS

gactactoggatggoagoasggstootgolagggsitcagtagaggoneacaty
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LAl AN et et o S fatel e u Rl fue o S T i w B D S fats M R gl oo e (e St Do S A
LEgegeascogtngarcactitaggstalacsogsgagtctooocagtaon togay
L8Ot grasaage R oot CRGRGOSANTCCCRGEIFLCOLeI L GURRGaoS
aantﬁacﬁg&a&&a&@tc&maﬁgtgmcwgéﬁgﬁgﬂamagctaagg&aatg¢tgg§
cggscogtoagtoiioeisttesoeocsastecaaggtoaneotsatgat oo
SggRoooet gaugivacs Lot ot e LaNRCE IR ST CRSY R AP RO LYRYY
tﬁaagttﬁaaatggt&ag&&gacggmgtggaggtg&&taatgaa&%gaaaaagﬁa
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Atividade de Coagulagao de FVI1la-Fc Fig. 4
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Fig. 5

Ligacao do Fator Vil-Fc a ShFcRn
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PK intravenosa de of FVIlaFc:Fe
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Pig. 9a

Factor IX - s:e:quénsia de aminodcidos de Fo {péptida de sinal sublinhada,
pro-paptide am negrito)

1 MORVNMIMAS SPGLITION. GYLLSAROYV FLUNENANRI LNRPRRYNSG
51 KLEBFVQGNL BRECMEERCS FEBARRVFEN TERTTRFWEQ YVDGDOURSN
101 POLNGGECKD DINSYBOWCP FOFEGKRCEL DVICNIINGR CEQFCKNSAD
151 NKVVCSCOTRG YRLAENQKSC EPAVPPPCGR VSVSQTSKLT RAETVRPDVD
201 YUNSTEAETI LONITQSTOS FNDFTRYVGS EDAKEGOFYW QVVLNGKVDA
251 POGGSIVNEK WIVTAAHCVE TGVEITVVAG BHENIRRTENT BOKRNVIRII
301 PHHNYNAAYM KYNEDIALLE LDEPLVLESY VTPIOIADKE ¥YTRIFLEFGS
351 GYVSGHORVF RKORSALVIG YLRVPLVDRA TCLRSTEKFTI YNNMFCAGFH
401 EGGRDS SGGPHVTEVE GTSFLIGIIS WGRECAMEGK YGIVIKVSRY
451 VNWIKEKTKL TEPAGAAAVD KTHTCPPCPA PRLLOGPSVF LEPPEPKDTL
501 MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDS VEVHNAKTRE REEQYNSTYR
$51 VVSVLIVLHY DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKARG QPREPQVYTL
§0% PPBRDELTKN QVSLTCLVNG FPYPSDIAVEW EENGORENNY KITPEVLDSD
£51 OSPPFLYSKLT VDKSRWQDGN VESCOWGIEA LHNIYTOESL SLEPGK

Fig. %8
Fator IX-Fo sequéncia de nucleotidos {peptido de sinal sublinhade,
pro-péptido a negrito}

atgoagtagegtgastatgateatgqoagaatcactagaoct it cacastcrgocktttaguat
atctactoagtgoigaatgtacagtitttattigataatanisegoshacanaat totgantag
gocasagaggtataattraggtsaattggeagagtttgttcaagggaaccitgagagagaatgt
atggasgsasagtytagt tttgaagaageacgagaagt ittt iqasaseacigaaagaacaacty
aatttiggsagcagbtatgttgatggagatoagigtgagtccaatocoatat Lt saatgaogyoarny
trgeasggargacat tagt todtatgaatgrrantgtasct teggat b tgaaguaasagaastgt
gaattagatgtaacatqtaacattasgaatggoagatigogagoagrtrtgtaaalatagtgety
ataacssggtggttigotorigtactgaggaatiat egactigoaganasccagaagtootgtga
accageagtgecatitecatgigguagagttrotgh it cacsaasttetaagetecacesgbget
gagactatttttoctgatgiggectatgtraattetactgaagotgalaceatLLtggataaca
toactoslageactaat cattizsatgacrttcadtogugtigttggtggagaagatgocasaco
aggtcsattoostiggoaggttgrettgaatggtasagttgatgoattoctgrggagygetetate
gttaatgaaasatggattgtasctgotgocoactgtgttgasactgatattagaattacagtty
tegoaggtgsacetaagtattgaggagicagascataragagrasaagogsaatgigattogaat
tatiectoaccasaagtacaatgiagctatt aatasgtacascratgacatgoccttotggan
ostggacgaacscotiagtyoctaaacagotangt tanacotatttgoatbgetgacaaggaataca
cgaacsteroctoasattiggaterggct atgt saghgactayggadgagi ot tooncassgy
gagateagetttagtboticagiecotiagagbicoact bghtgarcgagecacitghcbboga
ttacaasagticaccatatatascaasatgtbotgtgotggut bt ocatgaaggagytagagatt
catgresaggagatagbagaonaccocatgt tactgaagiagaagygaccagtt tattasctay
aattattagotgyggtgaagagtgtgraatgasaggeoasatatggaatatataccaagagtatos
cggtatgtesactggattaaggeanasacraagetcactglat cgocoggogeogotagegyttg
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