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DESCRICAO

"MOLECULAS DE LIGAQAO AO FACTOR VIII HUMANO E A PROTEINAS
SEMELHANTES AO FACTOR VIII"

CAMPO DA INVENGAO

A presente invencdo refere-se ao campo do isolamento e
purificacdo de proteinas. Especificamente, a presente
invencdo refere-se a identificacdo, ao isolamento e a
sintese de moléculas de ligacdo que se ligam ao factor VIII
e/ou a polipeptideos semelhantes ao factor VIII. Tais
moléculas de ligagdo sao Uteis ©para a deteccgdo e
purificacdo do factor VIII e polipéptidos semelhantes ao

factor VIII a partir de solugdes gque os contenham.

ANTECEDENTES

A hemofilia A cléassica é o resultado de uma deficiéncia
ligada ao cromossoma X do factor VIII de coagulagao do
plasma sanguineo e afecta quase exclusivamente individuos
do sexo masculino com uma frequéncia de cerca de 1 caso
para cada 10.000. O defeito do cromossoma X é transmitido
por mulheres portadoras que ndo tém elas prdprias a doenca.
O Factor VIII também ¢é conhecido como factor anti-
hemofilico (AHF), factor hemofilico A, cofactor de
plagquetas, tromboplastinogénio, trombocitolisina, e
globulina anti-hemofilica (AHG). A designacédo "factor VIII:
C" é wusada para indicar que ¢é o composto que afecta a
coagulacao. O factor VIII é uma proteina de elevado peso
molecular de 280 kDa e ¢é constituida por duas cadeias
polipeptidicas de 200 kbDa e 80 kDa, respectivamente.
Andersson et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 83: 2979-2973



(1986) . Estas cadeias sdo mantidas Jjuntas através de uma

ponte de ido metdlico.

O principal sintoma de hemofilia A € o sangramento sem ou
coagulacao. Antes da descoberta de que a administracao de
concentrados de factor VIII pode aliviar os sintomas de um
individuo diagnosticado com a doencga, a esperanca média de

vida de um doente era de cerca de 20 anos.

Até héd poucos anos, a maior fonte de factor VIII para fins
terapéuticos era plasma sanguineo normal; no entanto, o
factor VIII isolado através deste método, embora util, tem
vadrias desvantagens importantes. Por exemplo, o factor VIII
isolado a partir de plasma sanguineo ¢ bastante impuro,
tipicamente com uma actividade especifica de menos de 2
unidades de factor VIII/mg de proteina e um teor global de
factor VIII de menos de 1%. Além disso, o processo de
purificacdo é caro porgque o material de partida, i.e., o©
plasma humano, é caro. Muitas precaucdes devem também ser
tomadas para reduzir o risco de transmissdo de agentes
infecciosos para o paciente. Por exemplo, o virus da
imunodeficiéncia humana (HIV), virus da hepatite B, virus
da hepatite C e outros agentes causadores de doengas sao
normalmente detectados em sangue doado. Outra desvantagem
da utilizacdo de factor VIII obtido através deste método é
que aproximadamente um décimo dos pacientes com hemofilia A
grave desenvolve anticorpos contra o factor VIII, tornando

a doenca dificil de tratar.

Os esforcos de investigacéao tém-se centrado no
desenvolvimento de métodos para a criacdo e o isolamento de
factor VIII biologicamente activo, altamente purificado,

nas formas inteira e derivadas. As vantagens de uma



proteina altamente purificada incluem niveis reduzidos de
proteinas estranhas na mistura terapéutica, bem como uma
diminuigao da probabilidade da presenca de agentes
infecciosos. Uma forma mais purificada do factor VIII pode
também ser administrada em doses mais pequenas,
possivelmente reduzindo o risco de desenvolvimento de
anticorpos anti-factor VIII, uma vez dgque doses menores

seriam menos desafiadoras para o sistema imunitéario.

Passos importantes foram tomados para a producao
recombinante do factor VIII, comegcando com o0 isolamento de
fragmentos de factor VIII Dbiologicamente activos. Ver,
Andersson et al., Pat. U.S. No. 4,749,780; Andersson et
al., Pat. U.S. No. 4,877,614. O gene codificando a proteina
inteira do factor VIII humano foi isolado tirando partido
da sua homologia de segquéncia com o factor VIII de suino.
Ver, Toole et al., Pat. U.S. No. 4,757,006. Toole et al.
relatam também a expressdo da proteina humana e suina

possuindo actividade pré-coagulante de factor VIII:C.

No entanto, efeitos secunddrios graves envolvendo a
producado de anticorpos anti-factor VIII existem ainda com a
administracdo da proteina isolada a partir de ambas as
fontes humana e ndo humana. Sabe-se que o0s anticorpos que
reagem com o factor VIII:C humano reagem também, até certo
ponto, com o factor VIII:C de outras espécies, e o factor
VIII suino é por si antigénico em humanos. Além disso, os
ndo hemofilicos podem desenvolver ou adgquirir a doenca
quando 0s seus sistemas imunitéarios se tornam

sensibilizados para o factor VIII:C.

Como possivel solucdo para este problema, uma proteina de

menor peso molecular, truncada exibindo actividade pré-



coagulante foi concebida. Ver, Toole, Pat. U.sS. No.
4,868,112, Toole relatou um método alternativo de
tratamento com factor VIII suino de menor peso molecular de
aproximadamente 2000 aminodcidos exibindo actividade pré-
coagulante semelhante a do factor VIII inteiro.
Evidentemente, a remocdo de certos aminodcidos e até 19 dos
25 possiveis locais de glicosilacédo, reduz a antigenicidade
da proteina e, assim, a probabilidade de desenvolvimento de
anticorpos anti-factor VIII. No entanto, uma dificuldade
com o desenvolvimento de factor VIII recombinante é atingir

niveis de produgdo em rendimentos suficientemente elevados.

Recentemente, foram desenvolvidas moléculas de ADNc do
factor VIII suprimidas codificando para derivados de factor
VIII recombinante, que era provavel darem rendimentos
suficientemente elevados de uma proteina recombinante de
factor VIII biologicamente activo para usoO num Processo
industrial para uma preparacdo farmacéutica. Ver, Almstedt
et al., Pat. U.S. No. 5,661,008. Almstedt et al. conceberam
um factor VIII modificado derivado de um ADNc de factor
VIITI inteiro, gque, gquando expresso em células animais,
produziu niveis elevados de uma proteina semelhante a
factor VIII com actividade de factor VIII. A proteina
consistiu essencialmente em duas cadeias polipeptidicas
derivadas de factor VIII humano, as cadeias possuindo pesos
moleculares de 90 kDa e 80 kDa, respectivamente. De acordo
com O processo de Almstedt et al., os ADNc de factor VIII
sdao montados em unidades de transcricdo e introduzidos num
sistema hospedeiro adequado para expressado. As linhas
celulares podem ser criadas em larga escala em cultura de
suspensao ou num suporte sélido. A proteina produzida no
meio de cultura ¢é entdo concentrada e purificada. A

proteina activa final é constituida pelos aminoacidos 1 a



743 e de 1638 a 2332 do factor VIII humano. Esta sequéncia
polipeptidica é comercialmente conhecida como rFVIII-SQ ou
REFACTO®. Ver também, Lind et al., Euro. J. Biochem., 232:
19-27 (1995). Podem também ser construidas outras formas de
FVIITI truncadas em gque o dominio B estd geralmente
suprimido. Em tais formas de realizacdo, os aminodcidos da
cadeia pesada, consistindo essencialmente nos aminoédcidos 1
a 740 do Factor VIII humano e possuindo um peso molecular
de aproximadamente 90 kDa estdo ligados aos aminoacidos da
cadeia leve, consistindo essencialmente nos aminoacidos
1649 a 2332 do Factor VIII humano e possuindo um peso
molecular de aproximadamente 80 kDa. As cadeias pesada e
leve podem ser ligadas através de um péptido ligador de 2 a
15 aminodcidos, por exemplo um ligador compreendendo
residuos de 1lisina ou arginina, ou alternativamente,

ligadas através de uma ligacdo de i&o metédlico.

Actualmente, hd a necessidade no campo de métodos
eficientes e econdémicos para a obtencdo de factor VIII
activo purificado directamente a partir de varias solucgdes,

tais como sangue ou sobrenadantes de cultura celular.

LA presente invengdo proporciona novos materiais e métodos
para a identificacdo, o isolamento, e purificacdo do factor
VIITI e de proteinas semelhantes ao factor VIII, incluindo
REFACTO®, a partir de uma solucdo contendo tais proteinas,
numa forma activa. As moléculas de ligacdo ao factor VIII
da presente invencdo exibem elevada afinidade para o factor
VIITI e péptidos semelhantes ao factor VIII. A presente
inveng¢do  proporciona assim um meio econdémico para
purificacdo réapida de quantidades comerciais de proteinas

Uteis no tratamento de hemofilia A.



SUMARIO DA INVENGAO

Por conseguinte, ¢ um objecto da presente invencéao
proporcionar novas moléculas de ligagado ao factor VIII e
proteinas semelhantes ao factor VIII. As moléculas de
ligagdo da presente invencdo preferidas exibem nao soé
caracteristicas distintas para ligacdo aos polipéptidos de
factor VIII alvo como também caracteristicas especificas e
desejdveis para libertacdo (eluicdo) dos polipéptidos alvo.
Moléculas de ligacgdo especialmente preferidas de acordo com
a invencao sao sequéncias polipeptidicas curtas,

caracterizadas por uma estrutura de volta estével.

Um método preferido €& aqui divulgado para isolamento de
moléculas de ligacdo de acordo com a invencdo, empregando
tecnologia de apresentacdo fagica. O método de apresentacao
fadgica da presente invencdo € uUtil para identificacdo de
familias de moléculas de ligacdo polipeptidicas, e usando
esta técnica varios ©péptidos de ligacdo apresentando
elevada afinidade para o factor VIII e péptidos semelhantes
ao factor VIII foram identificados e 1isolados. Tais
péptidos de ligacao sao Gteis para identificacao,
isolamento e purificacdo de factor VIII, e polipéptidos

semelhantes a factor VIII a partir de uma solucgéo.

As moléculas de ligacdo especificas para o factor VIII e
péptidos semelhantes ao factor VIII mais ©preferidas
isoladas através do método de apresentacdo féagica da
presente invencdo sado polipéptidos caracterizados por uma
estrutura de volta formada como resultado de uma ligacéo
dissulfureto entre dois residuos de cisteina localizados
nas posigdes divulgadas em SEQ ID NO:1. Moléculas de

ligagdo polipeptidicas especificas incluem polipéptidos



compreendendo sequéncias de aminodcidos com a seguinte

férmula geral:

I. X1—X,-Cys—X3-X4—X5-XeX7-Cys—Xg—Xe (SEQ ID NO: 1),

em que X; é Arg, Phe, His ou Pro; X; & Ser, Gly, Leu ou
His; X3 € Gly, Asn, Ile ou Ser; Xs €& Ser, Trp ou Gly; Xs é
Trp, Ile, Leu ou Val; Xs & Phe, Trp ou Ser; X7 é& Pro ou

Phe; Xs é Ser, Leu, Pro ou Phe; Xo é Ala, Phe, Leu ou His.

Além disso, também estd previsto que o método de
apresentacdo fagica da presente invencdo possa também ser
utilizado para isolar outras familias de moléculas de
ligagdo especificas para o factor VIII e polipéptidos

semelhantes ao factor VII.

As moléculas de 1ligagdo mais preferidas para isolamento
e/ou purificacdo do factor VIII e de ©polipéptidos
semelhantes ao factor VIII, incluindo especialmente
REFACTO®, mencionado acima, a partir de uma solucgdo incluem

0s seguintes polipéptidos;

Solugdes a partir das quais o factor VIII e polipéptidos
semelhantes ao factor VIII podem ser isolados e purificados
incluem, mas nao se limitam a, sangue, fraccdes de sangue,
sobrenadantes de culturas de células recombinantes contendo
factor VIII ou um polipéptido semelhante a factor VIII

produzido e segregado pela célula hospedeira recombinante.

A presente invencgao refere-se a um método para
identificacdo e isolamento de moléculas de 1ligacdo ao
factor VIII através de tecnologia de apresentacao fagica.

Mais especificamente, as moléculas de ligacdo a factor VIII



e semelhantes a factor VIII possuindo caracteristicas de
ligacdo e eluicdo especificas e predeterminadas podem ser
seleccionadas a partir de uma biblioteca de moléculas de
ligacdo, tal como uma biblioteca de apresentacado féagica,
através de um método compreendendo:

(a) a seleccdo de uma primeira condigcdo de solucgdo (i.e.,
as condicgdes de ligacdo) a que se deseja gue uma molécula
de ligacgédo deve exibir uma afinidade para o factor VIII ou
um polipéptido semelhante a factor VIII, formando um
complexo de afinidade;

(b) a seleccao de uma segunda condic¢do de solucao (i.e., as
condicdes de libertacdo) a que se deseja que a molécula de
ligacgao se dissocie do factor VIIT ou polipéptido
semelhante a factor VIII, em que a segunda condigcdo de
solucgéo é diferente em alguns aspectos, (p. ex.,
temperatura, PH, concentracao de solvente, etc.) da
primeira condicao da solugao;

(c) o proporcionar uma biblioteca de andlogos de um dominio
de ligacdo do factor VIII parental, em que cada analogo
difere do referido dominio de ligacdo parental através da
variacdo da sequéncia de aminodcidos numa ou mais posicdes
de aminoacidos dentro do dominio;

(d) o contacto a referida biblioteca de andlogos com o
factor VIII ou um polipéptido semelhante a factor VIII na
primeira condicdo de solucdo sob condigdes adequadas para
formar um complexo entre a molécula de ligacdo e um factor
VIII ou polipéptido semelhante a factor VIII;

(e) a remocdo a partir da solugcao dos membros nao ligados
(andlogos) da biblioteca de dominios de ligacéo;

(f) a submissédo dos complexos de factor VIII ou polipéptido
semelhante a factor VIII gue restam do passo (e) a segunda

condigcdo de solucdo para dissociacdo de alguns dos



complexos de molécula de ligacdo/factor VIII (ou
polipéptido semelhante a factor VIII);

(g) a recuperacdo dos andlogos de ligacgédo libertados sob a
segunda condicdo de solucgdo, em que os andlogos recuperados
identificam moléculas de ligacdo a factor VIII ou

semelhantes ao factor VIII isoladas.

Opcionalmente, o procedimento acima pode incluir passos
adicionais de condigcdo de libertacgdo, 1i.e., sujeitando
opcionalmente 0s complexos do factor VIII ou de
polipéptidos semelhantes a factor VIII gque restam do passo
(f) a uma terceira condicdo de solugdo para dissociar
outros complexos restantes, qgque podem ser colhidos numa
fraccdo separada das moléculas de ligacdo a factor VIII
libertadas sob as segundas condig¢des de solucdo. Um tal
passo, se as condig¢bes forem suficientemente rigorosas para
dissociar todos os complexos formados no passo (d),
identificard as condigdes de solugdo adequadas para
regeneracdo de matrizes de ligacdo utilizando as moléculas

de ligacdo isoladas de acordo com este processo.

Também estdo incluidas na presente divulgacgdo moléculas de
ligagdo né&o peptidicas e polipéptidos modificados que se
ligam ao factor VIII e/ou a polipéptidos semelhantes a
factor VIII. Um exemplo destas modificacdes é um péptido de
volta constrangida possuindo residuos de cisteina
emparelhados que formam ligacdes dissulfureto, modificado
nos residuos de cisteina através da substituicdo de uma das
cisteinas com aminodcidos nao naturais capazes de
condensacgdo com a outra cadeia lateral de cisteina para
formar uma ponte tioéter estavel. Tais andlogos tioéter
ciclicos de ©péptidos sintéticos estdo descritos na

publicacgéo PCT WO 97/46251, agui incorporada por
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referéncia. Outras modificacgdes especificamente
contempladas incluem substituigdes de aminodcidos
especificos para dar estabilidade ou outras propriedades,
sem afectar significativamente a ligacdo ao factor VIII, p.
ex., substituicdo de Asp-Pro por Glu-Pro para reduzir a
instabilidade em &cido); modificag¢des N-terminais ou C-
terminais para 1incorporar ligadores tals como segmentos
poli-glicina e alteragdes para incluir grupos funcionais,
nomeadamente funcionalidades hidrazida (-NH-NHz), p. ex.,
para auxiliar na imobilizacdo de polipéptidos de ligacéao de

acordo com a presente invencdo em suportes sdlidos.

A presente divulgacdo engloba uma composicdo de matéria
compreendendo A&cidos nucleicos isolados, de preferéncia
ADN, codificando as moléculas de ligacdo da presente

invencéao.

A presente divulgacdo proporciona um método para deteccao
de um factor VIII ou um péptido semelhante a factor VIII
numa solucdo suspeita de o conter, compreendendo o contacto
da solucgdo com uma molécula de ligacdo e a determinacado de

se um complexo de ligacgao se formou.

A presente invencdo refere-se a um método para purificacéo
de factor VIII ou um polipéptido semelhante a factor VIII a
partir de uma solugdo gque o contenha, compreendendo 0sS
passos:

(a) contacto de uma solugcao contendo factor VIII ou um
polipéptido semelhante a factor VIII com uma molécula de
ligagdo de acordo com esta invengdo sob condigdes de
solucdo condutivas a formacdo de um complexo de ligacéo
composto por factor VIII ou um polipéptido semelhante a

factor VIII e a molécula de ligacgao;



11

(b) separacao dos complexos a partir dos componentes dque
ndo se ligam da solugao;

(c) dissociacdo do factor VIII ou polipéptido semelhante a
factor VIII a partir da molécula de ligacéo; e

(d) colheita do factor VIII ou polipéptido semelhante a

factor VIII dissociado, purificado.

Estd também previsto pela presente invencdo um método para
o isolamento de factor VIII e péptidos semelhantes a factor
VIII compreendendo:

(a) a imobilizacd&o de uma molécula de ligacdo de acordo com
a invencao num suporte sdélido,

(b) o contacto de uma solucdao contendo factor VIII ou
solucado contendo polipéptido semelhante a factor VIII com o
suporte sdélido,

(c) a remocao dos componentes que nao se ligam da solucgéao,
e

(d) a eluicdo do factor VIII ou polipéptido semelhante a

factor VIII a partir do suporte sélido.

DEFINIGOES

Tal como aqui utilizado, o termo "recombinante" é utilizado
para descrever acidos nucleicos né&o naturalmente alterados
ou manipulados, células hospedeiras transfectadas com
dcidos nucleicos exdgenos, ou polipéptidos expressos nao
naturalmente, através da manipulagcdo de ADN isolado e
transformacdo de células hospedeiras. Recombinante é um
termo que engloba especificamente moléculas de ADN que
foram construidas in vitro utilizando técnicas de
engenharia genética, e a utilizacgdo do termo "recombinante"
como adjectivo para descrever uma molécula, uma construcéo,

um vector, uma célula, um polipéptido ou um polinucledédtido
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exclui especificamente tais moléculas, construgdes,
vectores, c¢élulas, polipéptidos ou polinucledétidos de

ocorréncia natural.

O termo "bacteridéfago" € definido como um virus bacteriano
contendo um nucleo de ADN e wuma carapacgca protectora
construida pela agregacdo de varias moléculas proteicas
diferentes. Os termos "bacteridfago" e "fago" sado aqui

utilizados indiferentemente.

O termo "polipéptido semelhante a factor VIII"™ é utilizado
para referir uma forma modificada ou truncada de factor
VIII natural ou factor VIII recombinante inteiro,
polipéptido semelhante a factor VIII esse gue mantém as
propriedades prd-coagulantes do factor VIII. Exemplos de
polipéptidos semelhantes a factor VIII sdo os fragmentos de
factor VIII e derivados de factor VIII activos divulgados
nas patentes de Andersson et al., Toole, e Almstedt et al.
citadas acima. O termo "factor VIII alvo"™ €& por vezes
utilizado abaixo para se referir colectivamente ao factor
VIII e/ou polipéptidos semelhantes a factor VIII contidos

numa solucdo ou numa corrente de alimentacdo de producéo.

O termo "molécula de 1ligacdo" tal como agui wutilizado
refere-se a qualquer molécula, polipéptido, peptidomimético
ou célula transformada ("transformante") capaz de formar um
complexo de ligacgcdo com outra molécula, polipéptido,
peptidomimético ou tranformante. Uma "molécula de ligacéo
ao factor VIII" ¢é uma molécula de ligagdo que forma um
complexo com factor VIII. Exemplos especificos de moléculas
de ligagdo ao factor VIII s&o os polipéptidos aqui
descritos (p. ex., SEQ ID NO: 1-32) e bacteriéfagos

exibindo qualguer um de tais polipéptidos. Também estdo
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incluidos dentro da definicdo de moléculas de 1ligacdo a
factor VIII os polipéptidos derivados de, ou incluindo, um
polipéptido possuindo uma sequéncia de aminodcidos de
acordo com a fdérmula I, II ou III, acima, e polipéptidos
que tenham sido modificados para determinados resultados.
Exemplos especificos de modificagdes contempladas séo
substituic¢des de aminodcidos C-terminais ou N-terminais ou
prolongamentos da cadeia polipeptidica para o fim de
ligagdo da porcgéo de ligagdo a um suporte cromatografico ou
outro substrato, e substituicdes de pares de residuos de
cisteina que formam normalmente ligacgdes dissulfureto, por
exemplo com residuos de aminodcidos de ocorréncia nao
natural possuindo cadeias laterais reactivas, com o fim de
formagcdo de uma ligacdo mais estdvel entre essas posicdes
de aminodcidos que a ligacdo dissulfureto anterior. Todas
estas moléculas de ligacgao modificadas sao também
considerados moléculas de ligacdo de acordo com a presente
invencado, desde que conservem a capacidade de se ligar ao

factor VIII e/ou a polipéptidos semelhantes a factor VIII.

DESCRIQINXO DETALHADA DAS FORMAS DE REALIZAQAO PREFERIDAS

A  presente invencao torna possivel a deteccao ou
purificagcdo altamente selectiva de factor VIII e/ou
polipéptidos semelhantes a factor VIII em, ou a partir de,

solugdes que os contenham.

O factor VIII e péptidos semelhantes a factor VIII podem
ser produzidos de qualquer modo conhecido, incluindo
sintese quimica; producgao em células hospedeiras
transformadas; secrecdo para meio de cultura por células de
ocorréncia natural ou bactérias, leveduras, fungos, células

de insecto e células de mamifero transformadas de forma
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recombinante; secrecado a partir de organismos geneticamente
manipulados (p. ex., mamiferos transgénicos); ou em fluidos
bioldégicos ou tecidos, tais como sangue, plasma, etc. A
solugcdo que contém o factor VIII Dbruto tal como ¢é
inicialmente produzido (i. e., a solucdo de producdo) seréa

por vezes referida como a "corrente de alimentacédo".

Cada método de produgdo do factor VIII (ou um polipéptido
semelhante a factor VIII) produz factor VIII numa corrente
de alimentacdo que contém adicionalmente véarias impurezas
(em relacdo ao factor VIII). Um objectivo da presente
invencdo consiste em produzir ligandos de afinidade e
preparacgdes (tais como meios de cromatografia)
compreendendo tais ligandos que permitam a purificacéo
radpida e altamente especifica do factor VIII a partir de
uma determinada corrente de alimentacdo. Os ligandos de
afinidade do factor VIII aqui obtidos podem ser adaptados
para o isolamento do factor VIII a partir de uma
determinada corrente de alimentacdo, sob condigcbdes pré-
seleccionadas especificas. Se for utilizado um método de
producadao alternativo para o factor VIII, produzindo uma
corrente de alimentacdo diferente, pode ser necessdrio um
conjunto diferente de ligandos de afinidade para atingir o
mesmo nivel de purificacdo. O novo conjunto de ligandos
poderd ser facilmente obtido seguindo os procedimentos aqui

descritos.

As moléculas de ligacdo ao factor VIII da invengdo ligam-se
com elevada afinidade, compardvel ou superior a de outras
proteina tais como anticorpos que se sabe ligarem-se ao
factor VIII. Além disso, oS ligandos de afinidade
preferidos aqui descritos libertam o factor VIII intacto e

na forma activa sob condicdes de libertacdo especificas.
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Seleccado das Condigdes de Ligacdo e de Libertacéo

As moléculas de ligagdo polipeptidicas de acordo com a
presente invencado foram isoladas utilizando tecnologia de
apresentacdo fagica, de modo a identificar péptidos de
ligacdo ao factor VIII exibindo propriedades particulares
pré-seleccionadas de ligacao e de libertacdo. De acordo com
esta metodologia, duas condigdes de solucdo podem ser pré-
seleccionadas, 1i.e., condigdes de ligagcdo e condigdes de
libertacdo. As condigdes de 1ligacgdo sao um conjunto de
condicbes de solugdo sob as quais se deseja gque um
polipéptido de ligacdo descoberto se ligue ao factor VIII
alvo (ou polipéptido semelhante ao factor VIII); as
condigcdes de libertacdo sao um conjunto de condicgdes de
solucdo sob as quais se deseja que um polipéptido de
ligagdo descoberto nédo se ligue ao factor VIII (i.e., se
dissocie do factor VIII). As duas condigdes podem ser
seleccionadas para satisfazer qualqgquer critério do
praticante, tal com facilidade de obtencdo das condicgdes,
compatibilidade com outros passos de purificacao, custo
reduzido da alternédncia entre condicgdes em comparagdo com
outros meios de afinidade, etc. De preferéncia, as duas
condigdes de solugdo sao seleccionadas de forma a nao
afectar adversamente a estabilidade ou a actividade da
proteina alvo (factor VIII ou polipéptido semelhante a
factor VIII) e de modo a diferir significativamente em
relacdo a pelo menos um parametro da solucdo. Por exemplo,
na condugdo da pesquisa por péptidos de ligacdo adequados
aqgqui descrita, foram seleccionados 1ligadores que se
dissociaram do alvo na presenga de um tampao contendo
etilenoglicol, ou condig¢des de pH baixo (i. e., pH 2), ou

combinacdes destas condig¢des, que diferiram das condigdes
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empregues para a ligacdo. Outro parédmetro que pode ser
vantajosamente variado é a concentracgdo de um sal, por

exemplo NaCl, nos tampdes de ligacdo e de eluicgao.

Selecgdo de um Dominio de Ligagdo Parental

Em conjunto com a seleccdo de condigdes especificas de
solucdo para a ligacdo e libertacdo desejadas do factor
VIII, €& seleccionado um dominio de ligagcdo parental para
servir como molde estrutural para as moléculas de ligacgdo
modificadas que exibirdo as capacidades de 1ligacdo e
libertacdo desejadas. O dominio de ligacgdo pode ser uma
proteina de ocorréncia natural ou sintética ou uma regiéo
ou dominio de uma proteina. O dominio de ligagdo parental
pode ser seleccionado com base no conhecimento de uma
interaccdo conhecida entre o dominio de ligacdo parental e
o factor VIII, mas isto ndo ¢é critico. De facto, nado é
essencial que o dominio de ligacgdo parental tenha qualquer
afinidade ©para o) factor VIII: O seu objectivo é
proporcionar uma estrutura a partir da qual possa ser
gerada uma multiplicidade de andlogos (uma "biblioteca"),
multiplicidade de andlogos essa que incluird um ou mais
andlogos que exibem as propriedades de ligacdo e de
libertacdo desejadas (e qgquaisquer outras ©propriedades
seleccionadas). As condicbdes de ligacao e as condicdes de
libertacdo discutidas supra podem ser seleccionadas com
conhecimento do polipéptido exacto que servird como dominio
de ligac&o parental, ou com conhecimento de uma classe de
proteinas ou dominios a qual o dominio de ligacdo parental
pertence, ou totalmente independente da escolha do dominio
de ligagao parental. Semelhantemente, as condig¢gdes de
ligagdo e/ou de libertacgdo podem ser seleccionadas tendo em

conta interacc¢des conhecidas entre um dominio de ligacédo e
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o factor VIII, p. ex., para favorecer a interaccdo sob uma
ou ambas as condicgdes de solucao, ou podem ser
seleccionadas independentemente de tais interaccgdes
conhecidas. Da mesma forma, o dominio de ligagdo parental
pode ser seleccionado tendo em conta as condigdes de
ligagado e/ou de 1libertacgdo ou ndo, embora deva ser
reconhecido que se os andlogos do dominio de ligacdo forem
instédveis sob as condigdes de ligacdo ou de libertacdo, néo

podem ser obtidas moléculas de ligacgdo uteis.

A natureza do dominio de 1ligagdo parental influencia
grandemente as propriedades dos péptidos derivados
(andlogos) que serdo testados contra a molécula de factor
VIII. Ao seleccionar o dominio de 1ligacdo parental, a
consideracgcdo mais importante ¢é a forma como os dominios
andlogos serdo apresentados ao factor VIII, i.e., em que
conformacdo o factor VIII e os analogos entrardo em
contacto. Em formas de realizacgdo preferidas, por exemplo,
os anédlogos serdo gerados através de insercdo de ADN
sintético codificando o andlogo num pacote genético
replicavel, resultando em apresentacdo do dominio a
superficie de um microorganismo, tal como o fago MI13,
utilizando técnicas tais como as descritas, p. ex., em Kay
et al., "Phage Display of Peptide and Proteins: A
Laboratory Manual", (Academic Press, Inc.; San Diego 1996)

e Pat. U.S. No. 5,223,409 (Ladner et al.).

Para a formacdo de bibliotecas de apresentacao féagica, ¢é
preferido utilizar polipéptidos estruturados como molde do
dominio de 1ligacdo, em oposicdo a péptidos lineares nao
estruturados. A mutagdo dos residuos da superficie numa
proteina terd usualmente pouco efeito na estrutura global

ou nas propriedades gerais (tais como tamanho, estabilidade
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e temperatura de desnaturacdo) da proteina; embora ao mesmo
tempo a mutacgcdo de residuos da superficie possa afectar
profundamente as propriedades de ligacdo da proteina.
Quanto mais firmemente um segmento peptidico for
constrangido, menos provavel é que se ligue a qualgquer alvo
particular. Se ele se 1ligar, no entanto, a 1ligacao ¢é
susceptivel de ser mais forte e mais especifica. Assim, €
preferido seleccionar um dominio de ligacdo parental e, por
sua vez, uma estrutura dos andlogos polipeptidicos, que
esteja constrangida dentro de um estrutura possuindo algum

grau de rigidez.

De preferéncia, o dominio proteico que ¢é utilizado como
molde ou dominio parental para gerar a biblioteca de
andlogos do dominio serd uma pequena proteina ou
polipéptido. Proteinas ou polipéptidos pequenos oferecem
vadrias vantagens sobre as proteinas grandes: Primeiro, a
massa por local de ligacdo é reduzida. Dominios proteicos
altamente estédveis possuindo baixos pesos moleculares, p.
ex., dominios de Kunitz (&7 kDa), dominio de Kazal (=7
kDa), dominios do inibidor de tripsina de Cucurbida maxima
(CMTI) (~3,5 kDa) e endotelina (=2 kDa), podem exibir muito
maior ligacgdo por grama do gue os anticorpos (150 kDa) ou
os anticorpos de cadeia simples (30 kDa). Segundo, a
possibilidade de ligacdo nédo especifica é reduzida porque
hd menos superficie disponivel. Terceiro, as proteinas ou
polipéptidos pequenos podem ser modificados para terem
locais de amarracd&o unicos, de uma maneira que é
impraticavel para proteinas ou anticorpos maiores. Por
exemplo, proteinas pegquenas podem ser modificadas para
terem lisinas apenas em locais adequados para amarracao (p.
ex., a uma matriz de cromatografia), mas 1isto nédo ¢é

possivel para 0s anticorpos. Quarto, uma estrutura
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polipeptidica constrangida € mais susceptivel de reter a
sua funcionalidade quando transferida com o dominio
estrutural intacto de uma estrutura para outra. Por
exemplo, a estrutura do dominio de ligacdo €& susceptivel de
ser transferivel da estrutura utilizada para apresentacéo
numa biblioteca (p. ex., apresentada num fago) para uma
proteina isolada removida da estrutura de apresentacdo ou

imobilizada num substrato cromatogréafico.

A imobilizacdo dos polipéptidos de acordo com a invencéo
estd contemplada, p. ex., em matrizes cromatograficas para
formar meios de separacdo de factor VIII eficientes para
solugbdes tais como sangue completo ou meio de cultura
condicionado contendo factor VIII segregado a partir de uma
célula hospedeira transformante. Através da seleccdo dos
moldes de dominio de 1ligacdo adegquados, polipéptidos de
ligagdo possuindo uma uUnica cisteina livre (nédo emparelhada
com outra cisteina que forme vulgarmente uma ligacgdo
dissulfureto) podem ser isolados. Tais polipéptidos tiol-
funcionais podem ser utilizados para imobilizacdo altamente
estédvel em substratos através da formacdo de um tioéter com
iodoacetamida, 4cido iodoacético ou grupos de Acidos

carboxilicos semelhantes a iodo-o.

Semelhantemente, o grupo carboxilo C-terminal do dominio
polipeptidico pode ser convertido numa hidrazida (-NH-NH3z),
para reacgdao com um substrato aldeido-funcional ou outro

substrato reactivo com amina. Esta técnica é preferida.

Existem muitos dominios proteicos pequenos, estéveis
adequados para utilizacéo como dominios de ligacao
parentais e para os quais a seguinte informacdo util esté

disponivel: (1) sequéncia de aminocédcidos, (2) sequéncias de
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vadrios dominios homdélogos, (3) estrutura tridimensional,
e/ou (4) dados de estabilidade ao longo de um intervalo de
PH, temperatura, salinidade, solvente organico,
concentracdo de oxidante. Alguns exemplos sdo: dominios de
Kunitz (58 aminoé&cidos, 3 ligac¢des dissulfureto), dominios
de inibidor de tripsina de Cucurbida maxima (31
aminodcidos, 3 ligacdes dissulfureto), dominios
relacionados com guanilina (14 aminodcidos, 2 1ligacgdes
dissulfureto), dominios relacionados com enterotoxina
termo-estéavel IA de bactérias gram-negativas (18
aminodcidos, 3 ligag¢des dissulfureto), dominios EGF (50
aminocdcidos, 3 ligacgdes dissulfureto), dominios de kringle
(60 aminoéacidos, 3 1ligag¢des dissulfureto), dominios de
ligagdo a hidratos de carbono fungicos (35 aminodcidos, 2
ligacdes dissulfureto), dominios de endotelina (18
aminocdcidos, 2 ligacgdes dissulfureto), e dominio de ligacgédo
a IgG de Estreptococos G (35 aminodcidos, sem ligagdes
dissulfureto). A maioria, mas ndo todos estes contém
ligagdes dissulfureto gue mantém e estabilizam a estrutura.
O dominio de ligacdo parental pode também ser baseado numa
tnica volta (um dissulfureto) de uma microproteina que seja
homdéloga a um dominio proteico conhecido ou nédo. Por
exemplo, foram usadas voltas constrangidas de 7 a 9
aminoadcidos para formar Dbibliotecas para isolamento de
moléculas de ligacdo a factor VIII e ©polipéptidos
semelhantes a factor VIII, tal como descrito abaixo. As
bibliotecas baseadas nestes dominios, de preferéncia
apresentadas em fagos, podem ser facilmente construidas e
utilizadas para seleccdo de moléculas de ligacdo de acordo

com esta invencéao.

Proporcionar uma Biblioteca de Andlogos do Dominio de

Ligagao Parental
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Uma vez seleccionado um dominio de 1ligacdo parental, &
criada uma biblioteca de potenciais moléculas de ligacéo
para pesquisa contra um alvo, neste caso o factor VIII e/ou
proteinas semelhantes a factor VIII, sob as condigdes de
ligacdo desejadas e (opcionalmente) as condicgdes de eluicéao
(libertacdo) desejadas. A biblioteca é criada fazendo uma
série de andlogos, cada andlogo correspondendo ao dominio
de ligacdo parental excepto que possuli uma ou mais
substituig¢des de aminodcidos na sequéncia de aminocdcidos do
dominio. Espera-se que as substituig¢des de aminodcidos
alterem as propriedades de ligacdo do dominio sem alterar
significativamente a sua estrutura, pelo menos para a
maioria das substituicdes. E preferido que as posigdes de
aminodcidos que sdo seleccionadas para variacdo (posicdes
de aminodcidos varidveis) sejam posicdes de aminocdcidos de
superficie, isto €, posicdes na sequéncia de aminodcidos
dos dominios que, gquando o dominio estd na sua conformacao
mais estdvel, aparecem na superficie externa do dominio
(i.e., a superficie exposta a solugdo). De preferéncia, as
posigdes de aminocdcidos a variar serdo adjacentes ou
prdéximas entre si, de modo a maximizar o efeito das
substituicdes. Além disso, podem ser adicionados
aminocdcidos adicionais a estrutura do dominio de ligacgédo
parental. Em formas de realizacdo preferidas, especialmente
gquando estd disponivel uma grande quantidade de informacao
sobre as interacg¢des do factor VIII com outras moléculas,
particularmente o dominio de ligacdo parental, as posicdes
de aminodcidos que sao essenciails para as interaccgdes de
ligagdo serdao determinadas e conservadas no processo de
construgdo da biblioteca de andlogos (i. e., os aminodcidos

essenciais para a ligacdo nao serdo variados).
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O objectivo da criacdo da biblioteca de andlogos consiste
em proporcionar um grande numero de potenciais moléculas de
ligagdo para reacgdo com a molécula de factor VIII, e em
geral quanto maior for o numero de andlogos na biblioteca,
maior a probabilidade de que pelo menos um membro da
biblioteca se ligue ao factor VIII e liberte sob condig¢des
pré-seleccionadas ou desejaveis para libertacao. As
bibliotecas concebidas seguindo uma estrutura de molde
particular e limitando a variegacdo de aminodcidos a
posicbes particulares sdo muito preferidas, uma vez gue uma
Utnica biblioteca pode englobar todos os andlogos concebidos
e as sequéncias incluidas serdo conhecidas e apresentadas
num numero aproximadamente igual. Por outro lado, a
substituicdo aleatdéria em apenas seis posi¢gdes numa
sequéncia de aminodcidos proporciona mais de 60 milhdes de
andlogos, que € um tamanho de biblioteca gque comega a
apresentar limitacgdes praticas, mesmo gquando se utilizam
técnicas de pesquisa téo potentes como a apresentacéo
fadgica. Bibliotecas maiores que 1isso colocariam problemas
no manuseio, p. ex., 0s vasos de fermentacdo precisariam de
ser de tamanho extraordinério, e mais importante, a
probabilidade de ter todas as variagdes da sequéncia
polipeptidica planejadas representadas na biblioteca
preparada diminuiria drasticamente. E por isso preferido
criar uma biblioteca desenhada ou tendenciosa em qgque as
posigdes de aminodcidos designadas para variacgdo séo
consideradas de forma a maximizar o efeito da substituicao
sobre as caracteristicas de ligacdo do anédlogo, e o0s
residuos de aminodcidos permitidos ou planeados para
utilizagcdo nas substituigbes sao limitados, p. ex., com
base em que eles sao susceptiveis de fazer com que o
andlogo se ligue sob as condigdes de solucdo a que a

biblioteca serd pesquisada quanto a ligadores.
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Tal como indicado anteriormente, as técnicas discutidas em
Kay et al. supra, e Ladner et al., U.S. 5,223,409 sao
particularmente Uteis na preparacdo de uma biblioteca de
andlogos correspondendo a um dominio de ligagdo parental
seleccionado, andlogos esses que serdo apresentados numa
forma adequada para pesquisa em larga escala de um grande
numero de andlogos relativamente a uma molécula de factor
VIII alvo. A utilizacdo de pacotes genéticos replicaveis, e
de preferéncia bacteridfagos, é um método potente de gerar
novas entidades de ligacdo polipeptidicas gque envolve a
introducdo de um segmento de ADN exdgeno, novo no genoma de
um bacteridéfago (ou outro pacote genético amplificdvel) de
modo a que o polipéptido codificado pelo ADN nao nativo
surja a superficie do fago. Quando o ADN inserido contém
diversidade de sequéncia, entédo cada fago receptor
apresenta uma sequéncia de aminodcidos variante molde
(parental) codificada pelo ADN, e a populacdo de fagos
(biblioteca) apresenta um vasto numero de sequéncias de

aminodcidos diferentes mas relacionadas.

Num procedimento de pesquisa para obter ligadores do factor
VIII de acordo com esta invencdo, uma biblioteca fagica é
colocada em contacto com, e deixada ligar-se a, uma
molécula de factor VIII alvo, usualmente imobilizada num
suporte sdélido. 0Os ndo ligadores sdo separados dos
ligadores. De véarias formas, 0s fagos ligados sao
libertados do factor VIII, colhidos e amplificados. Uma vez
que o fago pode ser amplificado através da infeccgédo de
células Dbacterianas, mesmo alguns fagos de 1ligacdo séao
suficientes para revelar a sequéncia génica que codifica
uma entidade de ligacdo. Utilizando estas técnicas, &

possivel recuperar um fago de ligacdo que esteja a cerca de
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1 em 20 milhdes na populagcdo. Uma ou mais bibliotecas,
apresentando 10-20 milhdes ou mais potenciais polipéptidos
de ligagao cada uma, podem ser rapidamente pesquisadas para
encontrar ligadores do factor VIII de alta afinidade.
Quando o processo de seleccao funciona, a diversidade da
populagcao cai a cada ciclo até gque apenas permanegam O0OS
bons ligadores, i.e., 0 processo converge. Tipicamente, uma
biblioteca de apresentacdo fagica conterd varios ligadores
intimamente relacionados (10 a 50 ligadores em 10 milhdes).
Indicagcbes de convergéncia incluem o aumento da ligacéo
(medido através dos titulos dos fagos) e a recuperacdo de
sequéncias intimamente relacionadas. Apds ser identificado
um primeiro conjunto de péptidos de ligacdo, a informacéo
sobre a sequéncia pode ser utilizada para conceber outras
bibliotecas tendenciosas para membros possuindo
propriedades adicionais desejadas, p. ex., discriminacéo
entre o factor VIII e fragmentos particulares ou impurezas
intimamente relacionadas numa determinada corrente de

alimentacéao.

Tais técnicas permitem ndo sé pesquisar um grande numero de
potenciais moléculas de ligagdo como tornd-lo pratico para
repetir 0s ciclos de ligacgdo/eluicgéao e construir
bibliotecas tendenciosas secundadrias para pesquisa de
pacotes de apresentacdo de andlogos que verifiquem os
critérios iniciais. Utilizando estas técnicas, uma
biblioteca tendenciosa de andlogos pode ser pesquisada para
revelar membros dque se ligam firmemente (i.e., com

afinidade elevada) sob as condig¢des de pesqguisa.

Sintese de Andlogos Polipeptidicos
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Seguindo os procedimentos acima delineados, moléculas de
ligagédo adicionais para o factor VIII e/ou polipéptidos
semelhantes a factor VIII podem ser isoladas a partir de
bibliotecas de apresentacdo fadgica agui descritas ou outras

bibliotecas de apresentacao fagica ou coleccgdes de

potenciais moléculas de 1ligacgao (p. ex., Dbibliotecas
combinatdérias de compostos orgénicos, bibliotecas
aleatdérias de péptidos, etc.). Uma vez isolada, pode ser

analisada a sequéncia de qualquer péptido de 1ligacéo
individual ou a estrutura de qualquer molécula de ligacao,
e o ligador pode ser produzido em qualquer quantidade
desejada utilizando métodos conhecidos. Por exemplo, as
moléculas de ligacdo a polipéptidos aqui descritas, uma vez
gue as suas sequéncias sd&o agora conhecidas, podem ser
vantajosamente produzidas através de sintese quimica,
seguida de tratamento em condigbes oxidantes apropriadas
para se obter a conformagdo nativa, i.e., as 1ligacodes
dissulfureto correctas. A sintese pode ser realizada
através de metodologias bem conhecidas dos peritos na
técnica (ver, Kelley et al. em "Genetic Engineering
Principles and Methods", (Setlow, J.K., ed.), Plenum Press,
NY., (1990) wvol. 12, pégs. 1-19; Stewart et al., "Solid-
Phase Peptide Synthesis™ (1989), W. H. Freeman Co., San
Francisco). As moléculas de ligacdo da presente invencao
podem ser produzidas através de sintese quimica ou através
de semi-sintese. Os métodos de sintese quimica ou semi-
sintese permitem a possibilidade de serem incorporados

residuos de aminodcidos ndo naturais.

As moléculas de ligacdo a polipéptidos da presente invencéo
sdo preparadas utilizando de preferéncia sintese peptidica
em fase sdélida (Merrifield, J. Am. Chem. Soc., 85: 2149
(1963); Houghten, Proc. Natl. Acad, Sci. USA, 82: 5132
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(1985)). A sintese em fase sdélida comeca no terminal
carboxilo do putativo polipéptido através da ligacdo de um
aminodcido protegido a uma resina adeguada, que reage com O
grupo carboxilo do aminodcido C-terminal para formar uma
ligagdo que é facilmente clivada posteriormente, tal como
uma resina de halometilo, p. ex., resina de clorometilo e
resina de bromometilo, resina de hidroximetilo, resina de
aminometilo, resina de Dbenzidrilamina, ou resina de t-
alquiloxicarbonil-hidrazida. Apds a remocdo do grupo de
protecgdo a—amino com, por exemplo, acido trifluorocacético
(TFA) em cloreto de metileno e neutralizacgdo em, por
exemplo, TEA, o ciclo seguinte na sintese estd pronto para
prosseguir. 0 o—amino restante e, se necesséario,
aminodcidos com cadeia lateral ©protegida sédo entéo
acoplados sequencialmente na ordem desejada através de
condensacao para se obter um composto intermedidario ligado
a resina. Alternativamente, alguns aminodcidos podem ser
acoplados uns aos outros formando um oligopéptido antes da
adicdo do oligopéptido a cadeia polipeptidica crescente em

fase sdélida.

A condensacdo entre dois aminocdcidos, ou um aminodcido e um
péptido, ou um péptido e um péptido pode ser realizada de
acordo com os métodos de condensacgdo usuais tais como o©
método de azida, o método de anidrido acido misto, o método
DCC (diciclo-hexilcarbodiimida), o método de éster activo
(método do éster p—nitrofenilico, método BOP
[hexafluorofosfato de benzatxiazole-1-il-oxi-
tris(dimetilamino) fosfdénio], método do éster imido do &acido

N-hidroxisuccinico), e método do reagente K de Woodward.

Comum a sintese quimica de péptidos é a proteccdo dos

grupos da cadeia lateral reactivos das varias porgdes de
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aminodcidos com grupos protectores adequados nesse local
até o grupo ser finalmente removido apds a cadeia ter sido
completamente montada. Também & comum a proteccdo do grupo
o—amino num aminodcido ou fragmento enquanto essa entidade
reage no Jgrupo carboxilo seguido da remocgdo selectiva do
grupo protector «o-amino para permitir gque a reaccgéo
subsequente ocorra nessa localizacdo. Por consequéncia, €
comum que, Ccomo um Ppasso na sintese, seja produzido um
composto intermedidrio gue inclua cada um dos residuos de
aminocdcidos localizados na sequéncia desejada na cadeia
polipeptidica com varios destes residuos possuindo grupos
protectores das cadeias laterais. Estes grupos protectores
sao entdo vulgarmente removidos substancialmente ao mesmo
tempo, de modo a produzir o produto resultante desejado

apds purificacéo.

Os grupos protectores tipicos para protecgdo dos grupos o e
g—amino da cadeia lateral sao exemplificados por
benziloxicarbonilo (Z), isonicotiniloxicarbonilo (iNOC), O-
clorobenziloxicarbonilo [Z (NO2) ], -
metoxibenziloxicarbonilo [Z (OMe)], t-butoxicarbonilo (Boc),
t-amiioxicarbonilo (Aoc), isoborniloxicarbonilo,
adamatiloxicarbonilo, 2(4-bifenil)-2-propiloxicarbonilo
(Bpoc), 9-fluotenilmetoxicarbonilo (Fmoc) ,
metilsulfoniletoxicarbonilo (Msc), trifluoroacetilo,
ftalilo, formilo, 2-nitrofenilsulfenilo (NPS),
difenilfosfinotioilo (Ppt), dimetilofosfinotioilo (Mpt), e

semelhantes.

Como grupos protectores para o grupo carboxilo podem ser
exemplificados, por exemplo, éster benzilico (0Bzl), éster
ciclo-hexilico (Chx), éster 4-nitrobenzilico (ONb), éster

t-butilico (Obut), éster 4-piridilmetilico (OPic), e
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semelhantes. E desejavel que aminodcidos especificos tais
como arginina, c¢isteina, e serina possuindo um grupo
funcional diferente de grupos amino e carboxilo sejam
protegidos por um grupo de protecgdo adequado, conforme a
necessidade. Por exemplo, o0 grupo guanidino na arginina

pode ser protegido com nitro, p-toluenossulfonilo,

benziloxicarbonilo, adamantiloxicarbonilo, -
metoxibenzenossulfonilo, 4-metoxi-2, 6—
dimetilbenzenossulfonilo (Mds), 1,3,5-

trimetilfenilsulfonilo (Mts), e semelhantes. O grupo tiol
na cisteina pode ser protegido com p-metoxibenzilo,
trifenilmetilo, acetilaminometil-etilcarbamoilo, 4—
metilbenzilo, 2,4,6-trimetil-benzilo (Tmb), etc., e o grupo
hidroxilo na serina pode ser protegido com benzilo, t-

butilo, acetilo, tetra-hidropiranilo, etc.

Apds a sequéncia de aminodcidos desejada estar completa, o
polipéptido intermedidrio é removido do suporte de resina
através de tratamento com um reagente, tal como HF liquido
e um ou mais sequestrantes contendo tio, que ndo sé clivam
o polipéptido da resina, como também clivam todos os grupos
protectores da cadeia lateral restantes. Apds a clivagem de
HF, a sequéncia proteica é lavada com éter, transferida
para um grande volume de &cido acético diluido, e agitada a
PH ajustado a cerca de 8,0 com hidréxido de amdénio. Apds o
ajuste do PH, o) polipéptido toma o) seu arranjo

conformacional desejado.

Os polipéptidos de acordo com a invencdo também podem ser
preparados comercialmente  por empresas proporcionando
sintese de polipéptidos como um servigo (p. ex., BACHEM
Bioscience, Inc., King of Prussia, PA; Quality Controlled

Biochemicals, Inc., Hopkinton, MA).
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Utilizagcdo das Moléculas de Ligagdo em Deteccdo ou

Purificacgao

Para deteccgdo de factor VIII e/ou polipéptidos semelhantes
a factor VIII numa solugdo tal como sangue ou meio
condicionado suspeito de o conter, uma molécula de ligacéo
de acordo com a invencao pode ser marcada de forma
detectével, p. ex., marcada radioactivamente ou marcada
enzimaticamente, em seguida colocada em contacto com a
solucdo, e depois disso a formacdo de um complexo entre a
molécula de ligagdo e o factor VIII alvo pode ser
detectada. Uma molécula de ligacdo do fago de acordo com a
invencao, i.e., um fago recombinante exibindo um
polipéptido ligador do factor VIII a sua superficie, pode
formar um complexo com o factor VIII e/ou polipéptidos
semelhantes a factor VIII que ¢é detectdvel como um
sedimento num tubo de reaccdo, gue pode ser detectado

visualmente apds assentamento ou centrifugacdo.

Alternativamente, pode ser usado um ensaio tipo sanduiche,
em que uma molécula de ligagdo ao factor VIII é imobilizada
num suporte sdélido tal como um tubo de plastico ou pogo, ou
uma matriz cromatogrdfica tal como contas de Sepharose, em
seguida a solugdo que se suspeita conter o factor VIII alvo
¢ colocada em contacto com a molécula de ligacéao,
imobilizada, os materiais que nao se ligam sao lavados, e ©
factor VIII ou polipéptido semelhante a factor VIII
complexado ¢é detectado utilizando um reagente de deteccéo
adequado, tal como um anticorpo monoclonal reconhecendo o©
factor VIII alvo, reagente esse que é detectdvel através de
alguns meios convencionais conhecidos na técnica, incluindo

ser marcado de forma detectéavel, | ex., marcado
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radioactivamente ou marcado enzimaticamente, tal como com

peroxidase de réabano, e semelhantes.

As moléculas de ligacédo de acordo com esta invencdo serdao
extremamente uUtels para isolamento de factor VIII e/ou
polipéptidos semelhantes a factor VIII através de métodos
de cromatografia de afinidade. Qualgquer método convencional
de cromatografia poderd ser empregue. De preferéncia, um
ligando de afinidade da invencédo serd imobilizado num
suporte sélido apropriado, p. ex., para empacotamento de
uma coluna de cromatografia. O 1ligando de afinidade
imobilizado pode entdo ser carregado ou colocado em
contacto com uma corrente de alimentacdo sob condigdes
favoréaveis a formacao de complexos molécula de
ligacdo/factor VIII (ou polipéptido semelhante a factor
VIII). Os materiais que nao se ligam podem ser lavados,
depois o factor VIII (ou polipéptido semelhante a factor
VIII) pode ser eluido através da introducdo de condigdes de

solucao que favorecem a dissociacgdo do complexo de ligacao.

Alternativamente, pode ser realizada cromatografia de lotes
através de mistura de uma solucdo contendo o factor VIII
alvo e a molécula de 1ligacdo, em seguida isolando os
complexos do factor VIII alvo e as moléculas de ligacgéo.
Para este tipo de separacgdo, sdo conhecidos muitos métodos.
Por exemplo, a molécula de ligagdo pode ser imobilizada num
suporte sdélido, depois separada da corrente de alimentacéo
juntamente com o factor VIII alvo através de filtracdo. Ou
a molécula de ligacédo pode ser modificada com a sua prépria
etiqueta de afinidade, tal como uma cauda poli-His, dque
pode ser utilizada para ligar o ligador apds os complexos
se terem formado utilizando uma cromatografia de afinidade

com metal imobilizado. Uma vez separado, o factor VIII alvo
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pode ser libertado da molécula de ligacdo sob condicgdes de

eluicdo e recuperado na forma pura.

Deve notar-se que, embora as exactas condicgbes de ligacgéao
na obtencdo dos polipéptidos que se ligam ao factor VIII
aqui divulgados fossem pré-seleccionadas, 0 uso subsequente
em purificagdo de afinidade pode revelar mais condicgdes de
ligacdo e libertacao éptimas sob as gquais o mesmo ligando
de afinidade isolado operard. Assim, ndo é critico que a
molécula de ligacdo, apds isolamento de acordo com esta
invencao, seja sempre empregue apenas nas condicdes de
ligacdo e de libertacdo que conduziram a sua separacgdo da

biblioteca.

O isolamento de moléculas de 1ligacdo do factor VIII de
acordo com a presente invencdo serd ainda ilustrado abaixo.
Os parémetros especificos incluidos nos exemplos seguintes
destinam-se a ilustrar a pratica da invencdo, e ndo sao
apresentados para de modo algum limitar o é&ambito da
invencdo. Exemplos fora do ambito das reivindicagdes séo

proporcionados como exemplos de referéncia.

Exemplo 1: O Isolamento de Moléculas de Ligacdo para um

Polipéptido Semelhante a Factor VIII

As técnicas descritas acima foram empregues para 1isolar
moléculas de 1ligacdo de elevada afinidade para ligandos
para polipéptido semelhante a factor VIII produzido de
forma recombinante consistindo em dois segmentos de factor
VIII humano, i.e., aminodcidos 1-743 e de 1638 a 2332 do
factor VIII humano, tal como descrito na Pat. U.S. No.
5,661,008 (Almstedt et al.), obtido com a designacéao

comercial de REFACTO® de Genetics Institute, Inc.
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(Cambridge, MA). O REFACTO® alvo foi proporcionado a uma
concentragdo de cerca de 530 pg/mL (7800 IU/mL) em His 19,4
mM, NaCl 300 mM, CaCl; 3,4 mM e Tween 80 a 0,1%, pH 7,0.

Trés bibliotecas, designadas TN7 (diversidade da segquéncia
de aminodcidos de 5x10?), TN8 (diversidade da sequéncia de
aminodcidos de 6x10?), e TN9 (diversidade da sequéncia de
aminodcidos de 5x10?), foram construidas para expressdo de
polipéptidos diversificados no fago M13. Cada biblioteca
foi pesguisada quanto a ligadores para REFACTO® purificado.
Cada uma das bibliotecas foi construida para apresentar uma
microproteina baseada num molde de 11 ou 12 aminodcidos. A
biblioteca TN7 utilizou uma sequéncia molde de Xaa-Xaa-Cys-
Xaa-Xaa-Xaa—-Xaa-Xaa-Cys—-Xaa-Xaa (SEQ ID NO: 33); a
biblioteca TN8 utilizou uma sequéncia molde de Xaa-Xaa-Cys-
Xaa-Xaa-Xaa—-Xaa—-Xaa-Xaa-Cys—-Xaa—-Xaa (SEQ ID NO: 34); a
biblioteca TN9 utilizou uma sequéncia molde de Xaa-Cys-Xaa-

Xaa-Xaa-Xaa—-Xaa-Xaa-Xaa-Cys—Xaa (SEQ ID NO: 35).

Trés ciclos de ©pesgquisas foram realizados para cada
biblioteca. No final do terceiro ciclo da pesquisa os fagos
eluidos foram propagados, e 0s isolados individuais de cada
biblioteca (96 por condicao de eluicao) foram seleccionados
aleatoriamente e testados através de técnicas padrédo de
ELISA quanto a ligagdo ao factor VIII alvo. Os fagos
ligados foram detectados com anticorpo policlonal anti-M13
conjugado com HRP (Pharmacia). O substrato de Peroxidase
TMB foi utilizado para HRP no mecanismo de detecc¢do ELISA.
O substrato TMB produz uma cor azul apds digestdo com
peroxidase. A cor é quantificada através de absorvancia a
DOs30. Os fagos isolados que proporcionaram um sinal

significativo (DOe30>0,25) acima do fundo foram considerados
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clones positivos. A sequenciacdo de ADN destes isolados foi

realizada para identificar o péptido apresentado.

As sequéncias de aminodcidos dos péptidos apresentados
foram deduzidas a partir das sequéncias de ADN obtidas. Os
dados de sequéncia dos isolados fagicos foram agrupados por
biblioteca e separados de acordo com o grau de semelhancga.
A frequéncia a que qualquer dada sequéncia foi obtida foi
anotada uma vez dque esta 1indica selecgcdao para um ligador
especifico. Verificou-se que isolados féagicos possuindo o
mesmo péptido de apresentacao estavam presentes em
populacdes fagicas obtidas através de ambos os dois métodos

de eluicgao.

Tabela 1: Sequéncias de aminodcidos de polipéptidos de ligagdo ao alvo

da biblioteca TN7

Isolado Sequéncia Frequéncia Sinal| SEQ
de TN7 (eluigdo) de ID
ELISA| NO:

AQ6 His-Ser-Cys-Gly—-Ser—-Trp-Leu-Phe-Pro- 7/96 (EG) 0,5 4

Cys—Phe-Ala

AQ8 Phe-Gly-Cys—Ser-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys— 2/96 (EG) 0,4 5

Pro—-Phe

D03 Pro-His-Cys—-Asn-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys—|7/192 (EG/pH2) | 0,2 6

Ser—-Leu

D04 Arg-Leu—-Cys—-Ser-Trp-Ile-Ser-Pro-Cys—|6/192 (EG/pH2) | 0,3 7

Ser—Ala

AQ09 Phe-His-Cys-Ile-Gly-Val-Trp-Phe-Cys—|2/192 (EG/pH2) | 0,1 8

Leu-His

C5/G10 |Arg-Leu-Cys—-Ser-Trp-Val-Ser-Pro-Cys-— 1/96 (EG) 0,5 9

Ser—-Ala

Tabela 2: Sequéncias de aminodcidos de polipéptidos de ligagdo ao alvo

da biblioteca TNS8

Isolado Sequéncia Frequéncia Sinal| SEQ

de TN8 (eluigdo) de ID
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ELISA| NO:
Cl0 His-Pro-Cys—-Cly-Ser-Trp-Leu-Arg-Pro- 10/192 1,0 10
Cys—Leu-His (EG/pH2)
B05 Arg-Gly-Cys-Gly-Ser-Trp-Leu-Arg-Pro-|2/192 (EG/pH2) | 0,2 11
Cys—Leu—-Asp
E04 His-Pro-Cys—-Gly-Ser-Trp-Leu-His-Pro-|3/192 (EG/pH2) | 0,3 12
Cys—Ala-Ala
F02 His-Pro-Cys—-Gly-Ser-Trp-Phe-Asn-Pro—|5/192 (EG/pH2) | 0,3 13
CyS—Ala-His
AQ2 His-Pro-Cys—-Gly-Ser-Trp-Phe-Arg-Pro- 3/96 (EG) 0,7 14
Cys—-Phe-His
HO7 His-Ala-Cys—-Gly-Ser-Th-Phe-Arg-Pro- 3/192 0,4 15
Cys—His-Ala
E02 His-Leu-Cys—-Gly-Ala-Trp-Phe-Arg-Pre—| 6/192 (EG/pH2) | 0,4 16
Cys—Asp-Ala
Ccl2 His-Leu-Cys-Phe-Ala-Trp-Phe-Arg-Pro-— 1/96 (EG) 0,4 17
Cys—Asp—-Ala
AQ1 His-Gly-Cys—-Gly-Ala-Trp-Phe-Arg-Pro—|4/192 (EG/pH2) | 0,2 18
Cys—-His-Ala
EO1L His-Pro-Cys—-Gly-Ala-Trp-Phe-Asn-Pro- 1/96 (pH2) 0,2 19
Cys—Pro-Arg
HO8 His-Pro-Cys—-Gly-Ala-Trp-Leu-Arg-Pro- 1/96 (EG) 1,0 20
Cys—Tyr—Asn
All1/G 10|His-Arg-Cys-Gly-Ser-Trp-Leu-His-Pro- 1/96 (EG) 0,3 21
Cys—Leu-Ala
Tabela 3: Sequéncias de aminodcidos de polipéptidos de ligagdo ao alvo
da biblioteca TN9
Isolado Sequéncia Frequéncia Sinal| SEQ
de TN9 (eluigdo) de ID
ELISA| NO:
B04 Phe-Cys-Trp-Val-Phe-Ala-Phe-Asp-His—| 6/192 (EG/pH2) | 0,8 22
Cys—His
G02 Phe-Cys-Trp-Val-His-Pro-Phe-Ala-His-— 2/96 (EG) 0,2 23
Cys—Leu
BO1 Phe-Cys-His-Val-Phe-Ris-Phe-Ser—-His—|5/192 (EG/pH2) | 0,2 24
Cys—Asp
A0l Phe-Cys-Trp-Val-Phe-Ala-Phe-Asp-His- 12/192 1,2 25
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Cys—His (EG/pH2)

EO03 Phe-Cys-Trp-Val-Pbe-Asn-Phe-Ser-His-|4/192 (EG/pH2) | 1,1 26

Cys—Ser

co2 Phe-Cys-Trp-Val-Phe-Pro-Phe-Asn-His— 5/96 (pH2) 0,4 27
Cys—Asp

E12 Pho-Cys-Trp-Val-Phe-Pro-Phe-Asn-His— 6/96 (EG) 1,0 28
Cys—Ser

E09 Phe-Cys-Trp—-Val-Phe-Pro-Phe-Gln-Cys—|4/192 (EG/pH2) | 1,1 29

Ala

D06 Phe-Cys-Trp-Val-Phe-Pro-Phe-His-His-|2/192 (EG/pH2) | 0,3 30
Cys—Phe

co1l Phe-Cys-His-Val-Phe-Asn-Phe-Val-His-|2/192 (EG/pH2) | 0,5 31
Cys—Ser

H11 Phe-Cys-His-Val-Phe-Pro-Phe-Leu-His—|2/192 (EG/pH2) 0,2 32

Cys—Asp

Exemplo II: Preparacdao de Ligandos de Afinidade para um

Factor VIII Alvo

Com base nos dados apresentados acima, foram seleccionados
e sintetizados nove péptidos para imobilizacdo num material
de matriz de afinidade. Os péptidos sintetizados estéo

expostos na Tabela 4.

Tabela 4

Sequéncia de Aminodcidos dos Ligandos de Afinidade e suas Densidades

no Suporte Sdélido

Ligando de Isolado Sequéncia (volta dissulfureto Densidade do
Afinidade Fagico sublinhada) Ligando mg/mL
(pmol/mL)
CS5-453 Cl0-TN8 AEGTGDHPCGSWLRPCLHDPGPEGGGS— 2,64 (0,98)
NHMH:
CS-454 E02-TN8 AEGTGDHLCGAWFRPCDADPGPEGGGS— 1,79 (0,67)
NHNH:
CS—-455 AQ9-TN7 AEGTGDFHCIGVWFCLHDPGPEGGGS—-NHNH> 2,21 (0,83)
CS-456 AQ8-TN7 AEGTGDFGCSWLFPCPFDPGPEGGGS-NHNH2 3,69 (1,43)
CS-458 B04-TN9 AEGTGDFCWVFAFDHCHDPGPEGGGS-NHNH, | 3,15 (1,17)
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CsS-459 E09-TN9 AEGTGDFCWVFPEQHCADPGPEGGGS—NHNH? 2,72 (1,02)
CS-460 DO6-TN9 AEGTGDFCWVFPFHHCFDPGPEGGGS-NHNH2 4,24 (1,54)
GI-1 C05/G10-TN7|Acetil-AEGTGDRLCSWVSPCSADPEGGGSK| 0,83 (0,32)
GI-2 Al1/G10-TN8 Acetil- 0,43 (0,16)
AEGTGDHRCGSWLHPCLADPEGGGSK

Os péptidos de afinidade da Tabela 4 s&o identificados,

pela ordem de cima, com SEQ ID NOs: 36-44.

Os nove péptidos de afinidade condutores foram produzidos
através de métodos de sintese em fase sdlida cléassicos tal
como descrito acima. Para facilitar a 1imobilizac&o num
suporte sé6lido, uma regiao ligadora curta de sete
aminodcidos de hidrazida funcional (-PGPEGGGS—-NHNH.; SEQ ID
NO: 45) foi incorporada no terminal carboxilo de sete dos
péptidos (ver Tabela 4). Um ligador de 1imobilizacéo
alternativo foi utilizado com dois dos péptidos (GI-1 e GI-
2 na Tabela 4), i.e., —-PEGGGSK; (SEQ ID NO: 46), exibindo
uma lisina C-terminal para imobilizagdo e um terminal amino

acetilado.

Os ligandos candidatos foram imobilizados numa resina
cromatogrdfica de etilenoglicol-metacrilato substituido com
formilo (Toyopearl Formyl 650-M, tamanho do poro de =1000
A; TosoHaas, Montgomeryville, PA). O0Os péptidos contendo
hidrazida foram imobilizados facilitando a formagcdo da
ligagdo de hidrazona, os péptidos GI-1 e -2 foram
imobilizados através de aminacdo redutora utilizando
NaCNBHz. A quantidade de polipéptido imobilizada no suporte
s6lido foi determinada através da quantificacdao da
quantidade de polipéptido 1livre restante na solucgdo. A

quantidade de ligando imobilizado por mL de resina estava
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no intervalo de 0,7-1,5 pmol para os péptidos imobilizados

com hidrazina.

Os nove péptidos foram avaliados através de cromatografia
de afinidade quanto a sua capacidade para capturar o
REFACTO® descrito no Exemplo I, sob condigdes de ligacdo e
libertacdo especificas. Os tampdes utilizados nestas

avaliacbes estdo expostos na Tabela 5.

Tabela 5

Condigdes de Ligacao e Eluicdo Empregues

Tampdo de | NH4OAc 100 mM, pH 6,3, NaCl 0,8 M, Sorbitol 1
Ligacgao M, Tween 80 a 0,02%, EDTA 3 mM, CaClz; 5 mM

Tampdo de|etilenoglicol a 50%, His 20 mM, NaCl 0,25 M,
Eluigéao A CaCl, 20 mM, Tween 80 a 0,01%, pH

Tampdo de|CaCl, 0,35 M, His 20 mM, NaCl 0,3 M, Tween 80 a
Eluicédo B 0,1%, pH 7

Limpeza a|Gly 100 nM, NaCl 1 M, pH 2
PH 2

O polipéptido semelhante a factor VIII (REFACTO®) foi
diluido em Tampdo SP até uma concentracdo de 150 pg/mL. As
resinas de afinidade (350 pL) foram, cada uma, empacotadas
em colunas de vidro e aproximadamente 150 pg do factor VIII
alvo foram aplicados nas colunas de afinidade preparadas a
um caudal de 200 upL/minuto (velocidade 1linear de 170
cm/hora). O material ligado foi eluido sequencialmente com
0s tampdes tal como mostrado na Tabela 5, e a eluicgao da
proteina foili monitorizada através de absorvancia de UV a
280 nm. As fracgdes foram colhidas e a massa e a actividade
do polipéptido semelhante a factor VIII recuperado foi
determinada através de HPLC de fase inversa e através de

ensaio enzimadtico.
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Para a determinacdo da massa, fol gerada uma curva padréao
com REFACTO® (0-200 pg) e a quantidade presente em cada
fracgdo foi calculada de acordo com técnicas bem conhecidas
na arte. A HPLC de fase inversa na presenga de EDTA 20 mM
foi utilizada para romper a molécula de REFACTO® nas suas
subunidades componentes, que foram eluidas com um gradiente
de acetonitrilo/TFA a 0,01%. O ensaio de actividade foi um
ensaio baseado em Factor IX e X. 0Os resultados para cada

resina de afinidade estédo expostos abaixo (Tabela 6).

Tabela 6

Sumdrio dos Dados Obtidos com Nove Ligandos de Afinidade

Péptido Ensaio Condigdo de Eluigdo (% de
recuperagio)

Fluxo A B pPH2 | Total
Resina Nao| Actividade de 64,4 2,8 0 0 67,2
Tratada RP-HPLC 64,4 0,6 65,0
CsS-453 Actividade de 0 43,2 0 0 43,2
RP-HPLC 0 26,4 26,4
CS-454 Actividade de 2,5 45,1 0 0 47,6
RP-HPLC 2,2 42,4 44,6
CS—-455 Actividade de 65,8 1,4 0 0 67,2
RP-HPLC 61,6 1,3 62,9
CS—-456 Actividade de 3,4 44,8 0 0 483, 2
RP-HPLC 4,8 43,0 47,8
CS—-458 Actividade de 1,8 54,3 0 0 56,1
RP-HPLC 1,4 55,6 57,0
CS-459 Actividade de 1,5 42,1 0 0 43,7
RP-HPLC 6,4 31,2 37,6
CS-460 Actividade de 24,6 28,8 0 0 53,4
RP-HPLC 28,4 0 28,4
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GI-1 Actividade de 65,7 0 0 0 65,7
RP-HPLC 64,0 0 64,0
GI-2 Actividade de 31,3 28,1 0 2,0 61,4
RP-HPLC 33,7 20,3 53,9

Em geral, a quantidade total de factor VIII alvo recuperado
apdés cromatografia ao longo dos nove ligandos estava no
intervalo de 40-67%. Os ligandos polipeptidicos CS-453, CS-
454, CS-456, e CS-459 capturaram virtualmente todo o factor
VIII alvo aplicado, sendo o material 1ligado eluido na
presenca de etilenoglicol. Nao se verificou actividade no
eluente a pH 2, portanto assumiu-se que nenhum dos alvos
permaneceu ligado ao ligando. A incapacidade das resinas de
CS-455 e GI-1 para capturar o alvo pode ser devida a
degradacdo ou instabilidade do ©péptido, ou a baixa

densidade do ligando no suporte.

Exemplo III1: Ligagdo Comparativa de nhfVIII e REFACTO®

Foram conduzidas experiéncias para demonstrar que 0s
ligandos polipeptidicos imobilizados do Exemplo II se ligam
e libertam factor VIII humano nativo (nhfVITIT) sob
condig¢bes semelhantes e com rendimentos semelhantes aos
observados com o polipéptido semelhante a factor VIII

REFACTO®.

Para estas experiéncias, foi obtido nhfVIII a partir de
American Diagnostica, Inc. (Greenwich, CT; produto #408
nat) na forma de um pd liofilizado contendo agentes
estabilizantes. O nhfVIII foi reconstituido de acordo com
as instrugdes do fabricante num tampdo de reconstituicao
(NH40Ac 72 mM, pH 6,3, NaCl 360 mM, Tween 80 a 0,04%

(Tampao 1).
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Um estojo comercial de ELISA (estojo de ELISA IMUBIND
fvIIT, Produto #3884, American, Inc., Greenwich, CT)
desenvolvido para detectar o factor VIII foi utilizado de
acordo com as especificagdes do fabricante para detectar
ambos os alvos REFACTO® e nhfvVIII. O estojo emprega um
ensaio ELISA em sanduiche em que o alvo é capturado através
de um anticorpo monoclonal imobilizado e o alvo capturado é
detectado com um segundo conjugado anticorpo monoclonal-
peroxidase de rabano (HRP). A adigdo do substrato de
peroxidase e a sua subsequente reacgao com a HRP produz uma
cor azul (detectada a 630 nm) gue muda para amarelo
(detectada a 450 nm) com a adicdo da solucdo stop de &cido
sulfurico 0,5 N. A resposta de cor & calibrada com padrdes

de factor VIII proporcionados pelo fabricante.

A ligacdo de REFACTO® foi testada no Tampdao 1. A ligacgao
tanto de REFACTO® como de nfhVIII foi testada utilizando
trés resinas de afinidade preparadas tal como no Exemplo
IT, utilizando os péptidos de afinidade CS-454, CS-456, e
CS-458 imobilizados em meio Toyopearl Formyl 650-M. A
densidade do 1ligando para cada polipéptido foi de 1,79
mg/mL (0,67 pmol/mL), 3,69 mg/mL (1,43 pumol/mL) e 3,15

mg/mL (1,17 pmol/mL), respectivamente.

Para cada um dos trés péptidos imobilizados testados, as
contas de péptido de 200 mL de uma pasta a 50% de suspenséao
de polipéptido 1ligado a Toyopearl foram centrifugados
rapidamente (30 segundos a 2000 xg a temperatura ambiente),
0 liquido sobrenadante foi removido, e as contas
(sedimentos) foram lavadas duas vezes. Para cada lavagem,
as contas foram ressuspensas em 500 upL de Tampadao 1 e

centrifugadas como anteriormente.
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A solugdo de reserva de REFACTO® foi diluida até wuma
concentracdo final de 200 U/mL em Tampdo 1 e 250 uL da
solugdo diluida (x50 U no total) foram adicionados a um
sedimento lavado de cada uma das contas de péptido. A
suspensdo foi incubada numa misturadora de inversdo a TA
durante uma hora, periodo de ligacdo apds o qual as contas
foram sedimentadas através de centrifugacdo (30 segundos,
2000 xg) e as solugdes sobrenadantes, representando a
fraccdo néao ligada ("Ndo 1ligado" na Tabela 7, abaixo),
foram removidas e retidas para ensaio de actividade de

factor VIII nao ligado.

As contas sedimentadas foram lavadas uma vez através da
adicao de 250 pl de Tampado 1, misturadas brevemente e a
suspensao centrifugada tal como anteriormente. As solucgdes
de sobrenadante ("Lavagem" na Tabela 7) foram removidas e

retidas para ensaio da actividade do factor VIII.

As contas lavadas foram ressuspensas em 250 pl de Tampao A
(L-Histidina-HC1 20 mM, NaCl 250 mM, CaCl; 20 mM, Tween 80
a 0,01%, etilenoglicol a 50%, pH 6,3) e incubadas numa
misturadora de inversdo durante 15 minutos a temperatura
ambiente. No final do periodo de eluicdo, as suspensdes
foram centrifugadas tal como acima. As solugbes de
sobrenadante ("Eluato"™ na Tabela 7) foram removidas e

retidas para ensaio da actividade do factor VIII eluido.

A solucgédo de REFACTO® de partida (diluida) (entrada) e cada
amostra (Nao ligado, Lavagem, e Eluato) tomadas tal como
descrito acima foram diluidas 1:1400 em Diluente de Ensaio

(fornecido com o estojo), depols submetidos a ELISA
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utilizando o estojo de ensaio de factor VIII comercial. A

Tabela 7 resume os resultados.

Tabela 7

Ligagédo e Eluigdo de Lotes de REFACTO® com Ligandos

Polipeptidicos Imobilizados

Ligando % de Entrada Recuperada em:
Peptidico Entrada | Ndo ligado | Lavagem | Eluido Total
Imobilizado

CS-454 100 24 12 49 85

CS—-456 100 477 20 24 91

CS-458 100 20 10 47 76

Para cada polipéptido imobilizado testado, gquase todo o
REFACTO® (>75%) adicionado a reaccdo de ligacdao foi
recuperado nas fracgdes Nao ligado, Lavagem, e Eluato. Uma
pequena quantidade de material (10%-25%) pode ter sido

retida nas contas apds eluicédo.

Em seguida, as contas de afinidade foram regeneradas
através de uma lavagem em etilenoglicol a 50%, His 20 mM,
NaCl 0,25 M, CaCl, 20 mM, Tween 80 a 0,01%, pH 7, e duas
lavagens com 250 pL de HiPOs 30 mM, NaCl 1 M, pH 2 (15
minutos para cada lavagem). Apds as lavagens a pH 2, as
contas foram lavadas uma vez em PBS contendo azida a 0,05%

e armazenadas a 4°C.

Uma amostra de nhfVIII foi diluida até uma concentracio
final de 100 U/mL através da adicdo de 2,32 mL de Hz0, 180
mL de NH4 OAc 1 M, pH 6,3 (a 72 mM), e 1 pL de Tween 80 (a
0,04%). A solucdo de reserva de REFACTO® foi diluido até
100 U/mL num Tampdo 1 modificado, em que a concentracdo de

NaCl foi reduzida de 660 mM para 330 mM.
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Os péptidos imobilizados foram testados quanto a ligacdo a
nhFVIII em comparagdo com REFACTO®. Como controlo de nao
ligacdo, um polipéptido da Dbiblioteca TN9 (B10), dgue se
liga a um alvo ndo relacionado e nado se liga a um factor
VIII alvo, foi imobilizado nas mesmas contas de
metacrilato, tal como descrito acima. Em seguida, as
solugdes de nhfVIII e REFACTO® foram misturadas com contas
de afinidade regeneradas possuindo os ligandos CS-454, CS-
456 e (CS-458 num procedimento de purificacdo de 1lotes
comparativo. As condigdes reaccionails sao apresentadas na

Tabela 8.

Tabela 8

Condigdes Reaccionais para o Teste de Ligagdo de nhfVvIII

Ligando Volume da Pasta Alvo Volume
Peptidico de Contas (100 U/mL) Reaccional
Imobilizado (pL) (pL)
CS-454 200 hfVvIII 500
CS—-456 200 hfVIII 500
CS-458 200 hfVvITI 500
TN9-B10 200 hfvIII 500
CS-458 100 REFACTO® 250
TN9-B10 100 REFACTO® 250

Os resultados destes ensaios sao expostos na Tabela 9.

Tabela 9
Ligacdo e Eluigao de Lotes de nhfVIII e REFACTO® com

Ligandos Polipeptidicos Imobilizados

Ligando Alvo % do Total Recuperado em:
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Peptidico Ndo ligado Lavagem Eluido

Imobilizado
CS—-454 hfvIII 67 12 21
CS-456 hfvIII 70 14 16
CS-458 hfVvIII 48 13 39
TN9-B10 hfvIII 86 14 0
CS-458 REFACTO® 59 14 277
TN9-B10 REFACTO® 90 10 0

Em conclusédo, os ligandos polipeptidicos imobilizados, CS-
458, (CS-454, e C(CS-456 1ligam-se e libertam nhfVIII sob
condig¢des semelhantes e com rendimentos semelhantes aos
observados anteriormente com um polipéptido semelhante ao

factor VIII.

Na sequéncia da descricdo anterior, as caracteristicas
importantes para as moléculas de ligacdo de afinidade
permitindo a detecgcdo ou separacdo de factor VIII ou
polipéptidos semelhantes a factor VIII em, ou a partir de,
qualquer solucdo podem ser apreciadas. Formas de realizacéo
adicionais das moléculas de ligacdo da invencdo e métodos
alternativos adaptados a uma determinada solugdo ou
corrente de alimentacdo, serdao evidentes a partir do estudo

da descricédo anterior.
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<210> 1
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1) ..(2)

<223> Xaa na posicdo 1 pode ser Arg, Phe, His ou Pro; nao

estd implicada informacdo em relacdo a frequéncia relativa



46

de residuos alternativos, Xaa na posigdo 2 pode ser Ser,

Gly,

Leu ou His; ndo estd implicada informacdo em relacido a

frequéncia relativa de residuos alternativos.

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

1
Arg Gly Cys Asn g1y Ile phe Phe Cys igu Ala
1

2
12
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>

VARIANTE
(1) .. (2)

xaal é Arg ou His; Xaa2 é Ala, Arg, Gly, Leu ou Pro

VARIANTE
(4) .. (2)

Xaad4 é Gly ou Phe; Xaab é Ala ou Ser

VARIANTE
(7) .. (8)

Xaa7 é Leu ou Phe; Xaa8 é Arg, Asn ou His
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<221> VARIANTE
<222> (11)..(12)
<223> Xaall é Ala, Asp, His, Leu, Phe, Pro ou Tyr; Xaal2 é

Ala, Arg, Asn, Asp ou His

<400> 2
Arg Ala Cys Gly §1a Trp Leu Arg Pro E%s Ala Ala
1

<210> 3
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<220>
<221> VARIANTE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa3 é His ou Trp

<220>
<221> VARIANTE
<222> (5)..(06)

<223> Xaab € His ou Phe; Xaa6 € Ala, Asn, His ou Pro

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> Xaa8 é Ala, Asn, Asp, Gln, His, Leu, Ser ou Val
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<220>
<221> VARIANTE
<222> (11)..(11)

<223> xaall é Ala, Asp, His, Leu, Phe ou Ser

<400> 3
Phe Cys His val His Ala Phe Ala His Cys Ala
1 5 10

<210> 4
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 4
?is ser Cys Gly ger Trp Leu Phe Pro ggs Phe Ala

<210> 5
<211> 11
<212> PRT

<213> Artificial sequéncia

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 5
Phe Gly Cys Ser grp Leu Phe Pro Cys Pgo phe
1 1



49

<210> o6
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 6
Pro His Cys Asn Trp Leu Phe Pro Cys Ser Leu
1 5 ‘ 10
<210> 7
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 7
Arg Leu Cys Ser Trp Ile Ser Pro Cys Ser Ala
1 5 10
<210> 8
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

50

Phe His Cys Ile Gly val Trp Phe Cys Leu His
1 5 10

9
11
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

Qrg Leu Cys Ser grp val Ser Pro Cys igr Ala

10
12
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigcdo da Sequéncia Artificial: péptido de wvolta

de ligacgdo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

10
His Pro Cys Gly ger Trp Leu Arg Pro g%s Leu His
1

11
12
PRT

Sequéncia Artificial
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<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 11
?rg Gly Cys Gly Ser Trp Leu Arg Pro ggs Leu Asp
5

<210> 12
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 12

His Pro Cys Gly Ser Trp Leu His Pro gys Ala Ala
1 5 0

<210> 13
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 13
His Pro Cys Gly Ser Trp Phe Asn Pro i%s Ala His
1 5
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<210> 14
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 14
His Pro Cys Gly ger Trp Phe Arg Pro ggs Phe His
1

<210> 15
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 15
His Ala Cys Gly ger Trp Phe Arg Pro ggs His Ala
1

<210> 1o
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

16

53

?is Leu Cys Gly ?1& Trp Phe Arg Pro ggs Asp Ala

17
12
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial:

de ligagdo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

17

péptido de volta

gis Leu Cys Phe gla Trp Phe Arg Pro ggs Asp Ala

18
12
PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial:

de ligacgédo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

18

péptido de volta

gis Gly Cys Gly §1a Trp Phe Arg Pro Cys His Ala

19
12
PRT

Sequéncia Artificial

10



<220>
<223>

54

Descrigcdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400>

19

Tis Prg Cys Gly é]a Trp Phe Asn Pro ggs Pro Arg

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

20
12
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: péptido de wvolta

de ligagdo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

20
His Pro Cys Gly §1a Trp Leu Arg Pro Cgs Tyr Asn
1 1

21
12
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400>

21
gis Arg Ccys Gly ger Trp Leu His Pro g%s Leu Ala
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<210> 22
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 22
Phe Cys Trp val ghe Ala Phe Asp His %gs His
1

<210> 23
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 23
Phe Cys Trp val ?is Pro Phe Ala His ggs Leu
1

<210> 24
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

56

24
Phe Cys His val pPhe His Phe Ser His Cys Asp
1 5 10

25
11
PRT

Sequéncia Artificial

Descrigdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

25
Phe Cys Trp val phe Ala Phe Asp His Cys His
1 5 10

26
11
PRT

Sequéncia Artificial

Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de wvolta

de ligacgdo sintético

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

26
ihe Cys Trp val ghe Asn Phe Ser His Cys Ser
10

27
11
PRT

Sequéncia Artificial
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<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 27
Phe Cys Trp val ghe Pro Phe Asn His ggs Asp
1

<210> 28
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 28
Phe Cys Trp val Phe Pro Phe Asn mi> vys e
1 5 10

<210> 29
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricao da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgdo sintético

<400> 29

Phe Cys Trp val phe Pro Phe Gln His Cys Ala
1 5 10
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<210> 30
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgédo sintético

<400> 30
Phe Cys Trp val Phe Pro Phe His His Cys Phe
1 5 10
<210> 31
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricado da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligagdo sintético

<400> 31
;he Cys His val ghe Asn Phe val His g%s Ser

<210> 32
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: péptido de volta

de ligacgdo sintético
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<400> 32
;he Cys His val ghe Pro Phe Leu His Cgs Asp
1

<210> 33
<211> 11
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: molde para o

péptido de volta de ligacgdo sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1) ..(11)

<223> as posicdes de aminoédcidos 3 e 9 sdo Cys invariantes;
todas as outras posigdes Xaa sao variadas mas nao Cys, para
proporcionar uma biblioteca de 5x10(9) péptidos diferentes

com base na sequéncia do molde

<400> 33
§1a Ala Cys Ala ?1a Ala Ala Ala Cys ﬁga Ala

<210> 34
<211> 12
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: molde para o

péptido de volta de ligacgdo sintético
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(12)

<223> as posigdes de aminocdcidos 3 e 10 sdao Cys
invariantes; todas as outras posicbes Xaa sao variadas mas
ndao Cys, para proporcionar uma biblioteca de 6x10(9)

péptidos diferentes com base na sequéncia molde

<400> 34
Ala Ala Cys Ala Ala Ala Ala Ala Ala Cys Ala Ala
1 5 10

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: molde para o

péptido de volta de ligacgdo sintético

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1) ..(11)

<223> as posicdes de aminodcidos 2 e 10 sdo Cys
invariantes; todas as outras posicdes Xaa sao variadas mas
ndo Cys, para proporcionar uma biblioteca de 5x10(9)

péptidos diferentes com base na sequéncia molde

<400> 35
?1a Cys Ala Ala é1a Ala Ala Ala Ala %gs Ala
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<210> 36
<211> 27
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 36
Ala Glu Gly Thr Gly Asp His Pro Cys Gly Ser Trp Leu Arg Pro Cys
1 5 10 15

Leu His Asp 550 Gly Pro Glu Gly ggy Gly ser

<210> 37
<211> 27
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigcdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VII sintético

<400> 37
?1a Glu Gly Thr §1y Asp His Leu Cys ggy Ala Trp Phe Arg ;go Cys

Asp Ala Asp ;50 Gly Pro Glu Gly ggy Gly ser

<210> 38
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial
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<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 38
§1a Glu Gly Thr g?y Asp Phe His Cys i%e Gly val Trp pPhe Egs Leu

His Asp Pro Gly Pro Glu Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 39
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 39
QWa Glu Gly Thr §1y Asp Phe Gly Cys igr Trp Leu Phe Pro ggs Pro

Phe Asp Pro Gly Pro Glu Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 40
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético
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<400> 40
Ala Gglu Gly Thr g1y Asp Phe Cys Trp ¥g] Phe Ala Phe Asp ?;S Cys
1

His Asp Pro Gly Pro Glu Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 41
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 41
Ala Glu Gly Thr Gly Asp Phe Cys Trp val Phe Pro Phe GlIn His Cys
1 5 10 15

Ala Asp Pro Gly Pro Glu Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 42
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia artificial

<220>
<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 42
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Ala Glu Gly Thr g]y Asp Phe Cys Trp {81 Phe Pro Phe His ggs cys
1

Phe Asp Pro Gly Pro Glu Gly Gly Gly Ser
20 25

<210> 43
<211> 25
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 43
?1a Glu Gly Thr gly Asp Arg Leu Cys igr Trp val Ser Pro %gs ser

Ala Asp Pro Glu Gly Gly Gly Ser Lys
20 Zg

<210> 44
<211> 26
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: ligando de

afinidade ao Factor VIII sintético

<400> 44
é1a Glu Gly Thr g?y Asp His Arg Cys ggy Ser Trp Leu His ;go Cys

Leu Ala Asp Pro Glu Gly Gly Gly Ser Lys
20 25



<210> 45
<211> 8
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descrigcdo da Sequéncia Artificial: 1ligador

imobilizacdo sintético para o terminal C do péptido

<400> 45
;ro Gly Pro Glu g?y Gly Gly Ser

<210> 4o
<211> 7
<212> PRT

<213> Sequéncia Artificial

<220>
<223> Descricdo da Sequéncia Artificial: ligador

imobilizacdo sintético para o terminal C do péptido

<400> 46
iro Glu Gly Gly g1y ser Lys

Lisboa,
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de

de



REIVINDICACOES

1. Polipéptido que se 1liga ao factor VIII ou a um

fragmento deste mantendo a actividade prdé-coagulante
do factor VIII, em que o referido polipéptido
compreende uma sequéncia de aminoadcidos seleccionada a

partir do grupo que consiste em:

Phe-Gly-Cys—-Ser-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys—-Pro-Phe (SEQ ID
NO:5);
Pro-His-Cys—-Asn-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys—-Ser-Leu (SEQ ID
NO:6);

Arg-Leu-Cys—Ser-Trp—-Ile-Ser—-Pro-Cys—-Ser—-Ala (SEQ ID
NO:7);

Phe-His-Cys-Ile-Gly-Val-Trp-Phe-Cys—-Leu-His (SEQ ID
NO:8); e

Arg-Leu-Cys—Ser-Trp—-Val-Ser—-Pro-Cys—-Ser—-Ala (SEQ ID
NO:9).

. Polipéptido tal como reivindicado na reivindicagéo 1
que se liga ao factor VIII ou a um fragmento deste que
mantém as propriedades prdé-coagulantes do factor VIII,
em que o referido polipéptido compreende uma sequéncia
de aminodcidos seleccionada a partir do grupo que
consiste em:

AEGTGDFHCIGVWFCLHDPGPEGGGSNHNH, (SEQ ID NO:38);
AEGTGDFGCSWLFPCPFDPGPEGGGS—NHNH, (SEQ ID NO:39); e
Aceti11-AEGTGDRLCSWVSPCSADPEGGGSK (SEQ ID NO:43).

. Polipéptido de acordo com a reivindicagdo 1 que ¢é
capaz de se ligar a factor VIII humano ou um fragmento
deste que mantenha a actividade prd-coagulante do

factor VIII quando numa solugcdo compreendendo: NH4sOAC



100 mM, NaCl 0,8 M, sorbitol 1 M, monoaleato de
polioxietileno Sorbitano a 0,02%; EDTA 3 mM, CaCl, 5
mM, pH 6,3 e capaz de dissociacdo a partir do referido
factor VIII humano ou fragmento destes quando numa

solugéo contendo etilenoglicol a 50%.

. Polipéptido de acordo com a reivindicacgdo 3, gue se
dissocia do referido factor VIII ou fragmento deste
quando em contacto com uma solucdo compreendendo
etilenoglicol a 50%, His 20 mM, NaCl 0,25 M, CaCl, 20
mM, monoaleato de polioxietileno Sorbitano a 0,01%, pH

7.

. Método para detecgcdao de factor VIII humano ou um
fragmento deste mantendo as propriedades pro-
coagulantes do factor VIII numa solucdo compreendendo:
(a) contacto da referida solucdo com um polipéptido de
acordo com gqualquer uma das reivindicagdes 1-4, e

(b) determinacdo de se a ligacao ocorreu entre o
referido polipéptido e o referido factor VIII humano

ou fragmento deste.

. Método para purificacdo do factor VIII humano ou de um
fragmento deste mantendo as propriedades pré-
coagulantes do factor VIII compreendendo:

(a) dmobilizagcdo de um polipéptido de acordo com
qualguer uma das reivindicagdes 1-4 num suporte
sé6lido;

(b) contacto da solucdo contendo o referido factor
VIII humano ou fragmento deste com o referido suporte;
e, a partir dai,

(c) separacgao da solucado a partir do referido suporte.



7. Método de acordo com a reivindicacéao 5 ou

reivindicacdo 6, em que o referido polipéptido
compreende uma sequéncia de aminodcidos seleccionada a
partir do grupo que consiste em:
Phe-Gly-Cys—-Ser—-Trp-Leu—-Phe-Pro-Cys—-Pro—Phe (SEQ ID
NO:5);

Pro-His-Cys—-Asn-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys—-Ser-Leu (SEQ ID
NO:6) ;

Arg-Leu-Cys—-Ser-Trp-Ile-Ser-Pro-Cys—Ser-Ala (SEQ ID
NO:7);

Phe-His-Cys-Ile-Gly-Val-Trp-Phe-Cys—-Leu-His (SEQ ID
NO:8); e

Arg-Leu-Cys—-Ser—-Trp—-Val-Ser-Pro-Cys—Ser—-Ala (SEQ ID
NO:9) .

. Método de acordo com a reivindicacdo 7, em dque O
referido polipéptido consiste num sequéncia de
aminoadcidos seleccionada a ©partir do grupo gue
consiste em:

AEGTGDFHCIGVWFCLHDPGPEGGGS—-NHNH, (SEQ ID NO:38);
AEGTGDFGCSWLFPCPFDPGPEGGGS—NHNH, (SEQ ID NO:39); e
Acetil1-AEGTGDRLCSWVSPCSADPEGGGSK (SEQ ID NO:43).

. Meio de separacao compreendendo:

(a) um material de matriz cromatografica, e,
imobilizado nele,

(b) um polipéptido compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos seleccionada a ©partir do grupo gue
consiste em:
Phe-Gly-Cys—Ser-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys—Pro—Phe (SEQ ID
NO:5);

Pro-His-Cys—-Asn-Trp-Leu-Phe-Pro-Cys—-Ser-Leu (SEQ ID
NO:6) ;



10.

11.

12.

13.

Arg-Leu-Cys—-Ser-Trp—-Ile-Ser—-Pro-Cys—-Ser—-Ala (SEQ ID
NO:7);

Phe-His-Cys-Ile-Gly-Val-Trp-Phe-Cys-Leu-His (SEQ ID
NO:8); e

Arg-Leu-Cys—Ser-Trp—-Val-Ser-Pro-Cys—-Ser—-Ala (SEQ ID
NO:9).

Meio de separacdo consistindo no produto de reaccgéo
de:

(a) um material de matriz cromatografica amino-
reactivo, e

(b) um polipéptido seleccionado a partir do grupo que
consiste em:

AEGTGDFHCIGVWFCLHDPGPEGGGS—-NHNH, (SEQ ID NO:38);
AEGTGDFGCSWLFPCPFDPGPEGGGS—-NHNH, (SEQ ID NO:39); e
Acetyl-AEGTGDRLCSWVSPCSADPEGGGSK (SEQ ID NO:43).

Meio de separacédo da reivindicacdo 10, em que o
referido material de matriz é uma resina

cromatografica de metacrilato de aldeido funcional.

Meio de separacédo da reivindicacdo 11, em que a
referida resina ¢é um suporte do copolimero de

etilenoglicol-metacrilato substituido com formilo.

Método para separacdo do factor VIII ou um fragmento
deste a partir de uma solucao compreendendo:

(a) contacto da referida solugdao com meio de separacao
tal como definido na reivindicacdo 9 sob condicdes de
ligacao,

(b) remocao do material ndo ligado, e

(c) eluicéo do factor VIII ligado ou fragmento deste a

partir do referido meio de separacéo.



14, Método para purificacdo de um factor VIII humano ou
fragmento deste mantendo as propriedades pro-
coagulantes do factor VIII compreendendo:

(a) contacto de uma solucgédo contendo o referido factor
VIII humano ou fragmento deste com um suporte sdlido
possuindo um polipéptido de ligacdo imobilizado no
suporte, em que o polipéptido de ligacdo €& um
polipéptido de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1-4;

(b) separacao da solucao do referido suporte, e

(c) obtencdo do factor VIII humano e/ou polipéptido

semelhante a factor VIII ligado do suporte.

Lisboa,



RESUMO
"MOLECULAS DE LIGAQAO AO FACTOR VIII HUMANO E A PROTEINAS
SEMELHANTES AO FACTOR VIII"

Sdo divulgados métodos para deteccdo do factor VIII humano
ou de polipéptidos semelhantes ao factor VIII em, e seu
isolamento a partir de, solugdes tals como sangue ou meio
condicionado, Jjuntamente com reagentes adequados para o fim
compreendendo porgdes de ligacdo que reconhecem o factor
VIII humano e/ou um polipéptido semelhante ao factor VIII e
formam um complexo de ligacgdo com este. S&o particularmente

divulgadas porg¢des de ligacdo a polipéptidos preferidas.
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