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(57) Resumo: PROTEÍNA QUIMÉRICA, POLINUCLEOTÍDEO OU UM CONJUNTO DE
POLINUCLEOTÍDEOS, VETOR, CÉLULA HOSPEDEIRA, COMPOSIÇÃO FARMACÊUTICA, USO DOS
MESMOS E MÉTODO PARA PRODUZIR UMA PROTEÍNA QUIMÉRICA. A presente invenção refere-
se a uma proteína quimérica que compreende uma proteína de VWF compreendendo domínio D e
domínio D3 de VWF, uma ou mais sequências XTEN, e uma proteína FVIII, em que o fragmento VWF,
a sequência XTEN, ou a proteína de FVIII são ligados a ou associados com cada outro. A proteína
quimérica compreende uma ou mais região de Ig ou uma porção da mesma (por exemplo, uma região
Fc). Uma cadeia de polipeptídeos compreendendo um fragmento VWF da invenção se liga a ou está
associado com uma cadeia de polipeptídeos compreendendo uma proteína FVIII ligada a uma
sequência XTEN e uma cadeia de polipeptídeo compreendendo o fragmento de VWF pode prevenir ou
inibir a ligação de VWF endógeno para a proteína FVIII ligada à sequência XTEN. Prevenir ou inibir a
ligação de VWF endógeno à proteína FVIII, que é um fator de limitante de meia-vida para FVIII, o
fragmento VWF pode induzir a extensão da meia-vida da proteína quimérica compreendendo uma
proteína FVIII. A invenção ainda inclui nucleotídeos, vetores, célu-las (...).
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"PROTEÍNAS QUIMÉRICAS, E COMPOSIÇÃO FARMA-

CÊUTICA". 

ANTECEDENTES DA INVENÇÃO 

[0001] A hemofilia A é uma doença hemorrágica causada por de-

feitos no gene que codifica o fator de coagulação VIII (FVIII) e afeta 1-

2 em cada 10.000 nascimentos do sexo masculino. Graw et al, Nat. 

Rev. Genet. 6 (6): 488-501 (2005). Os pacientes afetados com hemofi-

lia A podem ser tratados com infusão de Fator VIII produzida de forma 

recombinante ou purificada. Todos os produtos do FVIII comercialmen-

te disponíveis, contudo, são conhecidos por terem uma meia-vida de 

cerca de 8-12 horas, e requerem a administração intravenosa frequen-

te para os pacientes. Veja Weiner M.A. e Cairo, M.S., Pediatric Hema-

tology Secrets, Lee, M.T., 12. Disorders of Coagulation, Elsevier 

Health Sciences, 2001; Lillicrap, D., Thromb. Res. 122 Suppl 4: S2-8 

(2008). Além disso, certo número de abordagens tem sido tentada a 

fim de prolongar a meia-vida do FVIII. Por exemplo, as abordagens em 

desenvolvimento para prolongar a meia-vida de fatores de coagulação 

incluem a peguilação, glicopeguilação, e conjugação com albumina. 

Ver Dumont et al., Blood. 119 (13): 3024-3030 (Publicado on-line 13 de 

janeiro de 2012). Independentemente da engenharia de proteínas utili-

zada, no entanto, os produtos de ação estendida do FVIII atualmente 

em desenvolvimento são referidos como tendo meias-vidas limitadas - 

apenas de cerca de 1,5 a 2 horas em modelos animais pré-clínicos. 

Veja id. Resultados consistentes foram demonstrados em humanos, 

por exemplo, rFVIIIFc foi relatado para melhorar meia-vida até ~ 1,7 

vezes, em comparação com ADVATE® em pacientes com hemofilia A. 

Veja Id. Portanto, a meia-vida aumenta, apesar de pequenas melhori-

as, pode indicar a presença de outros fatores limitantes de T1/2. Veja 

Liu, T. et al, 2007 ISTH meeting, abstract #P-M-035; Henrik, A. et al, 

2011 ISTH meeting, abstract #P=MO-181; Liu, T. et al, 2011 ISTH 
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meeting abstract#P-WE-131. 

[0002] Fator de von Willebrand (VWF) plasmático tem uma meia-

vida de aproximadamente 12 horas (variando de 9 a 15 horas). 

http://www.nhlbi.nih.gov/guidelines/vwd/2_scientificoverview.htm (últi-

ma visita 22 de outubro de 2011). A meia-vida de VWF pode ser afeta-

da por um número de fatores: padrão de glicosilação, ADAMTS-13 

(uma desintegrina e metaloprotease com motif-13 de trombospondina), 

e várias mutações em VWF. 

[0003] No plasma, 95-98% do FVIII circula em um complexo não 

covalente justo com VWF de comprimento completo. A formação deste 

complexo é importante para a manutenção de níveis plasmáticos ade-

quados do FVIII in vivo. Lenting et al., Blood. 92 (11): 3983-96 (1998); 

Lenting et al., J. Thromb.Haemost. 5 (7): 1353-1360 (2007). O FVIII de 

comprimento completo tipo selvagem está presente principalmente 

como um heterodímero possuindo uma cadeia pesada (MW 200 kD) e 

uma cadeia leve (MW 73kD). Quando o FVIII é ativado devido à pro-

teólise nas posições 372 e 740 na cadeia pesada e na posição 1689 

na cadeia leve, o VWF ligado a FVIII é removido a partir do FVIII ativa-

do. O FVIII ativado, juntamente com o Fator IX ativado, cálcio e fosfoli-

pídeo ("complexo tenase"), provoca a ativação do fator X, gerando 

grandes quantidades de trombina. A trombina, por sua vez, em segui-

da, cliva o fibrinogênio para formar monômeros de fibrina solúveis que 

então se polimerizam espontaneamente para formar o polímero de fi-

brina solúvel. A trombina ativa também o fator XIII, o qual, juntamente 

com o cálcio, serve para reticular e estabilizar o polímero de fibrina so-

lúvel, formando fibrina reticulada (insolúvel). O FVIII ativado é elimina-

do rápido da circulação por proteólise. 

[0004] Devido às doses frequentes e inconvenientes causadas pe-

lo cronograma de dosagem, existe ainda uma necessidade para de-

senvolver produtos do FVIII que requeiram a administração menos fre-
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quente, ou seja, um produto do FVIII que tenha uma meia-vida mais 

longa do que a limitação de 1,5 a 2 vezes da meia-vida. 

BREVE SUMÁRIO DA INVENÇÃO 

[0005] A presente invenção é dirigida a uma proteína quimérica 

compreendendo (i) um fragmento de Fator de von Willebrand (VWF) 

compreendendo o domínio D’ e o domínio D3 de VWF, (ii) uma se-

quência de XTEN, e (iii) uma proteína FVIII, em que o fragmento de 

VWF e a sequência XTEN estão ligados por um ligante opcional, e em 

que o fragmento de VWF ou a sequência XTEN estão ligados ou as-

sociados com a proteína FVIII. A proteína quimérica pode compreen-

der uma única cadeia de polipeptídeos compreendendo o fragmento 

de VWF, a sequência XTEN, e a proteína FVIII, ou duas cadeias de 

polipeptídeos, uma primeira cadeia que compreende o fragmento de 

VWF e a segunda cadeia compreendendo a proteína FVIII, em que o 

polipeptídeo XTEN está ligado ao VWF ou ao fragmento da proteína 

FVIII. 

[0006] Em uma modalidade, a proteína quimérica da invenção 

compreende uma fórmula compreendendo: 

 (a) V-X-FVIII, 

 (b) FVIII-X-V, 

 (c) V-X:FVIII, 

 (d) X-V:FVIII, 

 (e) FVIII:V-X, ou 

 (f) FVIII:X-V 

em que V compreende um fragmento de VWF, 

 X compreende uma ou mais sequências de XTEN, e 

 FVIII compreende uma proteína FVIII. O hífen (-) pode ser 

uma ligação peptídica ou um ligante, por exemplo, um ligante clivável, 

enquanto os dois pontos (:) representam uma associação química ou 

uma associação física entre os polipeptídeos, por exemplo, uma liga-
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ção covalente ou ligação não covalente. 

[0007] Em outra modalidade, a proteína quimérica compreende 

ainda: (iv) uma região constante de imunoglobulina (Ig) ou uma fração 

da mesma (também indicado como F1 ou uma primeira região cons-

tante de Ig ou uma fração da mesma), ligada ao fragmento de VWF, a 

sequência XTEN, a proteína FVIII, ou quaisquer combinações dos 

mesmos. Em outras modalidades, a proteína quimérica compreende 

ainda uma região constante de Ig adicional ou uma fração da mesma 

(também indicado como F2 ou uma segunda região constante de Ig ou 

uma fração da mesma). A primeira região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma pode ser ligada ao fragmento de VWF ou a sequência 

XTEN, e a segunda região constante de Ig pode ser ligada à proteína 

FVIII. A primeira região constante de Ig, a segunda região constante 

de Ig ou uma fração da mesma, ou ambas, podem prolongar a meia-

vida da proteína FVIII. 

[0008] Em algumas modalidades, a segunda região constante de 

Ig ou uma fração da mesma (F2) é ligada ao fragmento de VWF por 

um ligante, por exemplo, um ligante processável. Em outras modalida-

des, a segunda região constante de Ig ou uma fração da mesma (F2) é 

associada com a (primeira) região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (F1). A segunda região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (F2) e a primeira região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (F1) podem ser idênticas ou diferentes. A segunda região 

constante de Ig ou uma fração da mesma pode ser associada com a 

região constante de Ig ou uma fração da mesma por uma ligação co-

valente, por exemplo, uma ligação dissulfeto. O fragmento de VWF 

ligado à primeira região constante de Ig ou uma fração da mesma 

também pode estar associada com a proteína FVIII ligada à segunda 

região Fc por uma ligação não covalente. Em certas modalidades, a 

proteína FVIII pode ainda compreender uma ou mais sequências adi-
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cionais XTEN que estão ligadas ao C-terminal ou N-terminal da proteí-

na FVIII ou inseridas imediatamente a jusante de um ou mais aminoá-

cidos na proteína FVIII (por exemplo, um ou mais sítios de inserção 

XTEN). Em algumas modalidades, a meia-vida da proteína FVIII é es-

tendida, em comparação com a de tipo selvagem do FVIII ou uma pro-

teína FVIII, sem o fragmento de VWF. 

[0009] Em algumas modalidades, a proteína quimérica compreen-

de uma fórmula compreendendo: 

 (g) V-L2-X-L1-F1: FVIII-L3-F2; 

 (h) V-L2-X-L1-F1:F2-L3-FVIII;  

 (i) F1-L1-X-L2-V: FVIII-L3-F2;  

 (j) F1-L1-X-L2-V:F2-L3-FVIII;  

 (k) V-L2-X-L1-F1-L4-FVIII-L3-F2;  

 (l) F2-L3-FVIII-L4-F1-L1-X-L2-V;  

 (m) FVIII-L3-F2-L4-V-L2-X-L1-F1; e  

 (n) F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L3-FVIII, 

em que V compreende um fragmento de VWF, 

 cada um de L1, L2, e L3 compreende um ligante opcional, 

por exemplo, um ligante clivável, 

 L4 é um ligante opcional, por exemplo, um ligante proces-

sável 

 FVIII compreende uma proteína FVIII, 

 X compreende uma ou mais sequências de XTEN, 

 F1 compreende uma primeira região constante de Ig opcio-

nal ou uma fração da mesma, 

 F2 compreende uma segunda região constante de Ig opci-

onal ou uma fração da mesma, e  

 (:) é uma ligação covalente ou ligação não covalente. 

[00010] A presente invenção também é dirigida a uma proteína 

quimérica compreendendo (i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência 
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de XTEN, e (iii) uma região constante de Ig ou uma fração da mesma, 

em que a sequência XTEN está ligada à proteína FVIII por um ligante 

opcional no N-terminal ou no C-terminal da proteína FVIII ou inserida 

imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos na proteína FVIII 

(por exemplo, um ou mais sítios de inserção) e em que a região cons-

tante de Ig ou uma fração da mesma está ligada ou associada com a 

proteína FVIII ou a sequência XTEN. Em uma modalidade, a região 

constante de Ig ou uma fração da mesma útil para a proteína quiméri-

ca compreende uma primeira região Fc. Em outra modalidade, a prote-

ína quimérica compreende ainda uma região constante de Ig adicional 

ou uma fração da mesma. A região constante de Ig adicional ou uma 

fração da mesma útil para a invenção pode compreender uma segun-

da região Fc, que está ligada a ou associada com a primeira região Fc, 

por exemplo, por uma ligação covalente. Em outras modalidades, a 

primeira região Fc está ligada a segunda região Fc por um ligante, por 

exemplo, um ligante processável. 

[00011] Em outros aspectos, uma proteína quimérica que compre-

ende (i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência XTEN, (iii) um fragmen-

to de VWF, e (iv) uma região constante de Ig ou uma fração da mes-

ma, que compreende o domínio D’ e o domínio D3 de VWF, em que a 

sequência XTEN está ligada à proteína FVIII por um ligante opcional 

no N-terminal ou no C-terminal da proteína FVIII ou inserida imediata-

mente a jusante de um ou mais aminoácidos na proteína FVIII (por 

exemplo, um ou mais sítios de inserção), o fragmento de VWF está 

ligado ou associado com a proteína FVIII ou a sequência XTEN, e a 

região constante de Ig ou uma fração da mesma está ligada à proteína 

FVIII, a sequência XTEN, o fragmento de VWF, ou quaisquer combi-

nações dos mesmos. Exemplos das proteínas quiméricas não limitan-

tes podem compreender uma fórmula, a qual compreende: 

(1) FVIII(X1)-L1-F1:V-L2-X2-L3-F2;  
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(2) FVIII(X1)-L1-F1:F2-L3-X2-L2-V;  

(3) F1-L1-FVIII(X1): V-L2-X2-L3-F2;  

(4) F1-L1-FVIII(X1); F2-L3-X2-L2-V;  

(5) FVIII(X1)-L1-F1-L4-V-L2-X2-L3-F2;  

(6) FVIII(X1)-L1-F1-L4-F2-L3-X2-L2-V;  

(7) F1-L1-FVIII(X1)-L4- V-L2-X2-L3-F2, ou 

(8) F1-L1-FVIII(X1)-L4- F2-L3-X2-L2-V,  

em que o FVIII(X1) compreende uma proteína FVIII e uma ou mais se-

quências de XTEN, em que uma ou mais das sequências XTEN estão 

ligadas ao N-terminal ou C-terminal da proteína FVIII ou inseridas ime-

diatamente a jusante de um ou mais aminoácidos na proteína FVIII 

(por exemplo, um ou mais sítios de inserção XTEN); 

 cada um de L1, L2, ou L3 compreende um ligante opcional, 

por exemplo, um ligante clivável; 

 L4 é um ligante, um ligante processável; 

 X2 compreende uma ou mais sequências de XTEN; 

 F1 compreende uma região constante de Ig ou uma fração 

da mesma; 

 F2 compreende uma região constante de Ig opcional adici-

onal ou uma fração da mesma, e 

 V compreende um fragmento do VWF; 

 (-) é uma ligação peptídica ou um ou mais aminoácidos; e 

 (:) compreende uma ligação covalente ou uma ligação não 

covalente. 

[00012] Um aspecto da invenção é que o fragmento de VWF útil 

para a proteína quimérica não se liga a um receptor de eliminação de 

VWF, que impede ou inibe a interação da proteína FVIII com VWF en-

dógeno. A proteína quimérica compreendendo o fragmento de VWF 

assim reduziu a eliminação ou não é eliminada através de uma via de 

eliminação de VWF. Outro aspecto da invenção é que o fragmento de 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 13/308



8/292 

  

VWF é capaz de proteger a proteína FVIII a partir de uma ou mais cli-

vagens da protease, protegendo a proteína FVIII da ativação, estabili-

zando a cadeia pesada e/ou da cadeia leve da proteína FVIII, ou pre-

venindo a eliminação da proteína FVIII por um ou mais receptores lim-

padores. 

[00013] Devido à capacidade do fragmento de VWF para prevenir 

ou inibir a interação entre a proteína FVIII e VWF endógeno, a meia-

vida da proteína FVIII é estendida em comparação com uma proteína 

FVIII sem o fragmento de VWF. Em uma modalidade, a meia-vida da 

proteína FVIII é estendida pelo menos cerca de 1,5 vezes, pelo menos 

cerca de 2 vezes, pelo menos cerca de 2,5 vezes, pelo menos cerca 

de 3 vezes, pelo menos cerca de 4 vezes, pelo menos cerca de 5 ve-

zes, pelo menos cerca de 6 vezes, pelo menos cerca de 7 vezes, pelo 

menos cerca de 8 vezes, pelo menos cerca de 9 vezes, pelo menos 

cerca de 10 vezes, pelo menos cerca de 11 vezes, ou pelo menos cer-

ca de 12 vezes maior do que o tipo selvagem do FVIII. Em outra mo-

dalidade, a meia-vida da proteína FVIII é pelo menos cerca de 10 ho-

ras, pelo menos cerca de 11 horas, pelo menos cerca de 12 horas, pe-

lo menos cerca de 13 horas, pelo menos cerca de 14 horas, pelo me-

nos cerca de 15 horas, pelo menos cerca de 16 horas, pelo menos 

cerca de 17 horas, pelo menos cerca de 18 horas, pelo menos cerca 

de 19 horas, pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos cerca de 21 

horas, pelo menos cerca de 22 horas, pelo menos cerca de 23 horas, 

pelo menos cerca de 24 horas, pelo menos cerca de 36 horas, pelo 

menos cerca de 48 horas, pelo menos cerca de 60 horas, pelo menos 

cerca de 72 horas, pelo menos cerca de 84 horas, pelo menos cerca 

de 96 horas, ou pelo menos cerca de 108 horas. 

[00014] A região constante de Ig ou uma fração da mesma útil para 

a proteína quimérica compreende uma primeira região Fc, que está 

ligada ao fragmento de VWF por um ligante opcional, por exemplo, um 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 14/308



9/292 

  

ligante clivável. A proteína quimérica pode ainda compreender uma 

região constante de Ig adicional ou uma fração da mesma, que está 

ligada à proteína FVIII ou a sequência XTEN, a região constante de Ig 

ou uma fração da mesma, o fragmento de VWF, ou quaisquer combi-

nações dos mesmos por um ligante opcional. Em uma modalidade, a 

região constante de Ig adicional ou uma fração da mesma está ligada 

à proteína FVIII por um ligante opcional. A região constante de Ig adi-

cional ou uma fração da mesma pode compreender uma segunda re-

gião Fc. 

[00015] A região constante de Ig ou uma fração da mesma útil na 

presente invenção e a região constante de Ig adicional ou uma fração 

da mesma útil na presente invenção são idênticas ou diferentes. 

[00016] Em alguns aspectos, a proteína FVIII é ligada a uma se-

quência XTEN no C-terminal ou N-terminal da proteína FVIII ou inseri-

da imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos no Fator VIII 

humano maduro nativo (por exemplo, um ou mais sítios de inserção) 

ou quaisquer combinações. Um ou mais sítios de inserção na proteína 

FVIII podem ser localizados dentro de um ou mais domínios da proteí-

na FVIII selecionados a partir do grupo que consiste em domínio A1, a 

região ácida a1, o domínio A2, a região ácida a2, o domínio A3, a do-

mínio B, o domínio C1, o domínio C2, e quaisquer combinações dos 

mesmos ou entre um ou mais domínios da proteína FVIII selecionados 

a partir do grupo que consiste em domínio A1 e região ácida a1, região 

ácida a1 e domínio A2, o domínio A2 e a região ácida a2, a região áci-

da a2 e domínio B, o domínio B e domínio A3, domínio A3 e domínio 

C1, o domínio C1 e domínio C2, e quaisquer combinações dos mes-

mos ou entre dois domínios da proteína FVIII selecionados a partir do 

grupo que consiste em domínio A1 e região ácida a1, a região ácida 

a1 e domínio A2, o domínio A2 e a região ácida a2, a região ácida a2 e 

domínio B, o domínio B e domínio A3, domínio A3 e domínio C1, o 
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domínio C1 e domínio C2, e quaisquer combinações dos mesmos. 

[00017] Em uma modalidade, o um ou mais sítios de inserção estão 

localizados imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos de 

Fator VIII humano maduro nativo (por exemplo, SEQ ID NO: 4 [se-

quência de FVIII madura de comprimento completo]) selecionado a 

partir do grupo que consiste nos resíduos de aminoácido na Tabela 7, 

8, 9, 10, 11, ou quaisquer combinações dos mesmos. 

[00018] Em outra modalidade, o um ou mais sítios de inserção en-

contram-se em uma ou mais alças permissivas do Fator VIII humano 

maduro nativo. Em outras modalidades, o um ou mais sítios de inser-

ção estão localizados na região a3 do Fator VIII humano maduro nati-

vo. Por exemplo, uma sequência de XTEN pode ser inserida imedia-

tamente a jusante do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID NO: 

4 (FVIII maduro de comprimento total). Em outras modalidades, uma 

proteína FVIII é ligada a pelo menos duas sequências de XTEN, uma 

primeira sequência de XTEN inserida dentro da região a3, e uma se-

gunda sequência de XTEN inserida dentro de uma alça permissiva na 

proteína FVIII (por exemplo, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1, ou A3-2). 

Em ainda outras modalidades, uma proteína FVIII está ligada a, pelo 

menos, três sequências de XTEN, uma primeira sequência XTEN inse-

rida dentro da região a3 e uma segunda sequência de XTEN e uma 

terceira sequência XTEN inserida dentro de uma ou duas alças per-

missivas na proteína FVIII (por exemplo, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1, 

ou A3-2).  

[00019] Em certas modalidades, o um ou mais sítios de inserção de 

uma ou mais inserções XTEN são imediatamente a jusante de um ou 

mais aminoácidos (numerados em relação à sequência de FVIII madu-

ro) selecionados a partir do grupo consistindo de: 

(1) aminoácido 3, (2) aminoácido 18,  (3) aminoácido 22,  

(4) aminoácido 26,  (5) aminoácido 32,  (6) aminoácido 40,  

(7) aminoácido 60,  (8) aminoácido 65,  (9) aminoácido 81,  
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(10) aminoácido 116,  (11) aminoácido 119,  (12) aminoácido 130,  

(13) aminoácido 188,  (14) aminoácido 211,  (15) aminoácido 216,  

(16) aminoácido 220,  (17) aminoácido 224,  (18) aminoácido 230,  

(19) aminoácido 333, (20) aminoácido 336,  (21) aminoácido 339,  

(22) aminoácido 375,  (23) aminoácido 399,  (24) aminoácido 403,  

(25) aminoácido 409,  (26) aminoácido 416,  (26) aminoácido 442,  

(28) aminoácido 487,  (29) aminoácido 490,  (30) aminoácido 494,  

(31) aminoácido 500,  (32) aminoácido 518, (33) aminoácido 599,  

(34) aminoácido 603,  (35) aminoácido 713,  (36) aminoácido 745, 

(37) aminoácido 1656,  (38) aminoácido 1711,  (39) aminoácido 1720, 

(40) aminoácido 1725,  (41) aminoácido 1749,  (42) aminoácido 1796,  

(43) aminoácido 1802,  (44) aminoácido 1827,  (45) aminoácido 1861,  

(46) aminoácido 1896,  (47) aminoácido 1900,  (48) aminoácido 1904,  

(49) aminoácido 1905,  (50) aminoácido 1910,  (51) aminoácido 1937, 

(52) aminoácido 2019,  (53) aminoácido 2068,  (54) aminoácido 2111,  

(55) aminoácido 2120,  (56) aminoácido 2171,  (57) aminoácido 2188, 

(58) aminoácido 2227, (59) aminoácido 2277, e (60) duas ou mais combinações. 

[00020] Em algumas modalidades, uma XTEN é inserida na proteí-

na FVIII. Em algumas modalidades, duas XTENs são inseridas na pro-

teína FVIII. Em algumas modalidades, três XTENs são inseridas na 

proteína FVIII. 

[00021] Em um exemplo particular, uma primeira XTEN é inserida 

imediatamente a jusante do aminoácido 26, correspondente à SEQ ID 

NO: 4, e uma segunda XTEN é inserida imediatamente a jusante do 

aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4 (FVIII maduro de 

comprimento completo). Em outro exemplo, uma primeira XTEN é in-

serida imediatamente a jusante do aminoácido 403 correspondente à 

SEQ ID NO: 4, e uma segunda XTEN é inserida imediatamente a ju-

sante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em al-

guns exemplos, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusan-

te do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma se-

gunda XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1720 

correspondente à SEQ ID NO: 4. Em outros exemplos, uma primeira 
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XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 26 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é inserida imediata-

mente a jusante do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID NO: 4, 

e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoáci-

do 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4. Ainda em outras modalida-

des, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do ami-

noácido 403 correspondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é 

inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1656 correspondente 

à SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a ju-

sante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em ainda 

outras modalidades, uma primeira XTEN é inserida entre os aminoáci-

dos 403 e 404 correspondentes a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN 

é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1656 corresponden-

te à SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a 

jusante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em de-

terminadas modalidades, uma primeira XTEN é inserida imediatamen-

te a jusante do aminoácido 26, correspondente à SEQ ID NO: 4 (FVIII 

maduro de comprimento completo), uma segunda XTEN é inserida 

imediatamente a jusante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ 

ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a jusante do 

aminoácido 1900 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em algumas moda-

lidades, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do 

aminoácido 26 correspondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é 

inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1656 correspondente 

à SEQ ID NO: 2, uma terceira XTEN é inserida imediatamente a jusan-

te do aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma quarta 

XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1900 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4. Em outro exemplo, uma XTEN é inserida 

imediatamente a jusante do aminoácido 745 correspondente à SEQ ID 

NO: 4. Em um exemplo adicional, uma primeira XTEN é inserida ime-
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diatamente a jusante do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID 

NO: 4 e uma segunda XTEN é inserida imediatamente a jusante do 

aminoácido 1900 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em algumas moda-

lidades, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante de 26 

aminoácidos correspondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é 

inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1656 correspondente 

à SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a ju-

sante do aminoácido 1900 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em outro 

exemplo, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do 

aminoácido 403 correspondente à SEQ ID NO: 4 e uma segunda 

XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 745 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma primeira 

XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 745 do cor-

respondente à SEQ ID NO: 4, e uma segunda XTEN é inserida imedia-

tamente a jusante do aminoácido 1900 correspondente à SEQ ID NO: 

4. Em algumas modalidades, uma primeira XTEN é inserida imediata-

mente a jusante do aminoácido 18 correspondente à SEQ ID NO: 4, e 

uma segunda XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 

745 correspondente à SEQ ID NO: 4. 

[00022] Em algumas modalidades, a proteína FVIII é uma cadeia 

dupla da isoforma FVIII. Em algumas modalidades, a proteína FVIII é 

uma única cadeia da isoforma FVIII. 

[00023] Em algumas modalidades, o XTEN que é inserido é a SEQ 

ID NO: 39 (AE288). Em alguns exemplos, as XTENs que são inseridas 

são SEQ ID NOs: 38 e 37 (AG144 e AE144). Em alguns exemplos, as 

XTENs que são inseridas são SEQ ID NOs: 37, 38 e 37 (AE144, 

AG144, e AE144). Em algumas modalidades, as XTENs que são inse-

ridas são SEQ ID NOs: 37 e 40 (AE144 e AE288). Em algumas moda-

lidades, as XTENs que são inseridas são AE42 (SEQ ID NO: 36), 

AE72 (SEQ ID NO: 127), AE144_2A (SEQ IDNO: 128), AE144_3B 
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(SEQ ID NO: 129), AE144_4A (SEQ ID NO: 130), AE144_5A (SEQ 

IDNO: 131), AE144_6B (SEQ IDNO: 132), AG144_A (SEQ ID NO: 

133), AG144_B (SEQ IDNO: 134), AG144_C (SEQ ID NO: 135), 

AG144_F (SEQ IDNO: 136), AE864 (SEQ ID NO: 43), AE576 (SEQ ID 

NO: 41), AE288 (SEQ IDNO: 39), AE288_2 (SEQ ID NO: 137), AE144 

(SEQ ID NO: 37), AG864 (SEQ ID NO: 44), AG576 (SEQ ID NO: 42), 

AG288 (SEQ ID NO: 40), AG144 (SEQ ID NO: 38), e quaisquer com-

binações dos mesmos. 

[00024] A proteína FVIII útil na presente invenção pode compreen-

der domínio B ou uma porção do mesmo, por exemplo, o domínio SQ 

B sem FVIII. Em uma modalidade, a proteína FVIII compreende FVIII 

de cadeia simples. Em outra modalidade, a FVIII de cadeia única con-

tém pelo menos uma substituição de um aminoácido em um resíduo 

correspondente ao resíduo 1648, resíduo 1645, ou ambos de polipep-

tídeo de Fator VIII maduro de comprimento total (SEQ ID NO: 4) ou o 

resíduo 754, resíduo 751, ou ambos de SQ BDD Fator VIII (SEQ ID 

NO: 6). Em outras modalidades, a substituição de aminoácido é um 

aminoácido diferente de arginina. Em algumas modalidades, a proteí-

na FVIII compreende uma cadeia pesada do FVIII e uma cadeia leve 

do FVIII, em que a cadeia pesada e a cadeia leve são associadas uma 

à outra por uma ligação de metal. 

[00025] A proteína FVIII pode ter uma baixa afinidade para, ou não 

se liga a uma proteína relacionada ao receptor de lipoproteína de bai-

xa densidade (LRP), por exemplo, por conter pelo menos uma substi-

tuição de aminoácidos, que reduz a afinidade ou elimina a ligação para 

LRP. Dita pelo menos uma substituição de aminoácidos pode ser em 

um resíduo que corresponde ao resíduo 471, resíduo 484, resíduo 

487, resíduo 490, resíduo 497, resíduo 2092, resíduo 2093 ou duas ou 

mais de combinações dos mesmos de FVIII maduro de comprimento 

completo. Em uma modalidade particular, a substituição de aminoáci-
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dos no resíduo 471, 484 ou 497 é um aminoácido diferente de argini-

na, a substituição de aminoácidos no resíduo 487 é um aminoácido 

diferente de tirosina, a substituição de aminoácidos no resíduo 2092 é 

um amino diferente de lisina, ou a substituição de aminoácido no resí-

duo 2093 ácido é um aminoácido diferente de fenilalanina. 

[00026] Em algumas modalidades, a proteína FVIII contém pelo 

menos uma substituição de aminoácidos que induz a proteína FVIII a 

ser mais estável do que uma proteína FVIII sem a substituição. Tais 

substituições podem ser localizadas no domínio A2 e domínio A3 da 

proteína FVIII, por exemplo, em um resíduo que corresponde ao resí-

duo 664, resíduo 1826, resíduo 662, resíduo 1828, ou duas ou mais de 

combinações dos mesmos de FVIII maduro de comprimento completo. 

[00027] O fragmento de VWF útil para a presente invenção com-

preende um domínio D’ e domínio D3, que juntos são capazes de se 

ligar a FVIII. O fragmento de VWF pode compreender a sequência de 

aminoácidos do domínio D’ é pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 

99%, ou 100% idêntica aos aminoácidos 764 a 866 da SEQ ID NO: 2 

e/ou a sequência de aminoácidos do domínio D3 é pelo menos 90%, 

95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idêntica aos aminoácidos 867 a 

1240 da SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, o fragmento de VWF é 

um monômero. Em outra modalidade, o fragmento de VWF compreen-

de pelo menos dois fragmentos de VWF, pelo menos três fragmentos 

de VWF, pelo menos quatro fragmentos de VWF, pelo menos cinco 

fragmentos de VWF, ou, pelo menos seis fragmentos de VWF. Em 

uma modalidade, os dois ou mais fragmentos de VWF podem ser idên-

ticos ou podem ser diferentes. O fragmento de VWF pode compreen-

der um aminoácido pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 

100% idêntico aos aminoácidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2. O frag-

mento de VWF pode consistir essencialmente em, ou consistir nos 

aminoácidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o 
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fragmento de VWF pode conter pelo menos uma substituição de um 

aminoácido em um resíduo correspondente ao resíduo 1099, resíduo 

1142, ou ambos os resíduos 1099 e 1142 de SEQ ID NO: 2. Em outras 

modalidades, o fragmento de VWF compreende ainda o domínio D1, o 

domínio D2, ou os domínios D1 e D2 de VWF. 

[00028] O fragmento de VWF pode ainda compreender um domínio 

de VWF selecionado a partir do grupo que consiste em domínio A1, o 

domínio A2, o domínio A3, o domínio D4, o domínio B1, o domínio B2, 

o domínio B3, o domínio C1, o domínio C2, o domínio CK, um ou mais 

fragmentos dos mesmos, e quaisquer combinações dos mesmos. Por 

exemplo, o fragmento de VWF pode consistir essencialmente em, ou 

consistir em: (1) os domínios D’ e D3 de VWF ou fragmentos dos 

mesmos; (2) os domínios D1, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos 

mesmos; (3) os domínios D2, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos 

mesmos; (4) os domínios D1, D2, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos 

mesmos; ou (5) os domínios D1, D2, D’, D3, e A1 de VWF ou fragmen-

tos dos mesmos. Em algumas modalidades, o fragmento de VWF 

compreende ainda um peptídeo de sinal de VWF ou FVIII que está 

operativamente ligado ao fragmento de VWF. 

[00029] Um ou mais dos ligantes úteis na presente invenção têm 

um comprimento de pelo menos cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 

80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190, 200, 210, 

220, 230, 240, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 

800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800, ou 2000 aminoáci-

dos. Em algumas modalidades, um ou mais dos ligantes têm um com-

primento de cerca de 1 a cerca de 2000 aminoácidos. Em uma moda-

lidade, um ou mais dos ligantes têm um comprimento de pelo menos 

cerca de 20, 35, 42, 48, 73, 75, 95, 98, 144, 288, 324, 333, 576, ou 

864 aminoácidos. Em outra modalidade, um ou mais dos elementos de 

ligação compreendem um peptídeo gly/ser, uma sequência XTEN, ou 
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ambos. Exemplos de peptídeo gly/ser incluem, entre outros, um de 

fórmula (Gly4Ser)n (SEQ ID NO: 139) ou S (Gly4Ser)n (SEQ ID NO: 

140), em que n é um inteiro positivo selecionado a partir do grupo que 

consiste em 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9 e 10. Por exemplo, o ligante 

(Gly4Ser)n pode ser (Gly4Ser)3 (SEQ ID NO: 63) ou (Gly4Ser)4 (SEQ ID 

NO: 138). Em uma modalidade, o ligante compreende pelo menos um 

primeiro sítio de clivagem na extremidade N-terminal do ligante, pelo 

menos um segundo sítio de clivagem na extremidade C-terminal do 

ligante, ou ambos. Em outra modalidade, o ligante compreende 20 

aminoácidos, 35 aminoácidos, 48 aminoácidos, 73 aminoácidos, ou 95 

aminoácidos de ligante clivável por trombina. Os ligantes cliváveis po-

dem compreender um ou mais dos sítios de clivagem por uma pro-

tease selecionada a partir do grupo consistindo em fator XIa, fator XIIa, 

calicreína, fator VIIa, fator IXa, fator Xa, fator IIa (trombina), elastase-2, 

Granzyme- B, TEV, enteroquinase, Protease 3C, Sortase A, MMP-12, 

MMP-13, MMP-17 e MMP-20, por exemplo, TLDPRSFLLRNPND-

KYEPFWEDEEK (SEQ ID NO: 8). Os exemplos não limitativos de um 

ou mais dos sítios de clivagem compreendem uma sequência de ami-

noácidos selecionada a partir do grupo consistindo de RRRR (SEQ ID 

NO: 9), RKRRKR (SEQ ID NO: 10), RRRRS (SEQ ID NO: 11), TQS-

FNDFTR (SEQ ID NO: 12), SVSQTSKLTR (SEQ ID NO: 13), DFLAE-

GGGVR (SEQ ID NO: 14), TTKIKPR (SEQ ID NO: 15), LVPRG (SEQ 

ID NO: 16), ALRPR (SEQ ID NO: 17), KLTRAET (SEQ ID NO: 18), 

DFTRVVG (SEQ ID NO: 19), TMTRIVGG (SEQ ID NO: 20), SPFRS-

TGG (SEQ ID NO: 21), LQVRIVGG (SEQ ID NO: 22), PLGRIVGG 

(SEQ ID NO:23), IEGRTVGG (SEQ ID NO: 24), LTPRSLLV (SEQ ID 

NO: 25), LGPVSGVP (SEQ ID NO: 26), VAGDSLEE (SEQ ID NO: 27), 

GPAGLGGA (SEQ ID NO: 28), GPAGLRGA (SEQ ID NO: 29), APL-

GLRLR (SEQ ID NO: 30), PALPLVAQ (SEQ ID NO: 31), ENLYFQG 

(SEQ ID NO: 32), DDDKIVGG (SEQ ID NO: 33), LEVLFQGP (SEQ ID 
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NO: 34), e LPKTGSES (SEQ ID NO: 35). Em algumas modalidades, o 

primeiro sítio de clivagem e o segundo sítio de clivagem são idênticos 

ou diferentes. 

[00030] A sequência XTEN útil para a presente invenção pode ser 

selecionada a partir do grupo que consiste em AE42 (SEQ ID NO: 36), 

AE144 (SEQ ID NO: 37), AG144 (SEQ ID NO: 38), AE288 (SEQ ID 

NO: 39), AG288 (SEQ ID NO: 40), AE576 (SEQ ID NO: 41). AG576 

(SEQ ID NO: 42), AE864 (SEQ ID NO: 43), AE72 (SEQ ID NO: 127), 

AE144_2A (SEQ ID NO: 128), AE144_3B (SEQ ID NO: 129), 

AE144_4A (SEQ ID NO: 130), AE144_5A (SEQ ID NO: 131), 

AE144_6B (SEQ ID NO: 132), AG144_A (SEQ ID NO: 133), AG144_B 

(SEQ ID NO: 134), AG144_C (SEQ ID NO: 135), AG144_F (SEQ ID 

NO: 136), AE288_2 (SEQ ID NO: 137), ou AG864 (SEQ ID NO: 44). 

Em uma modalidade particular, a sequência compreende XTEN AE288 

ou AG288. 

[00031] A proteína quimérica da invenção pode ser polissialilada, 

peguilada, ou hesilada. 

[00032] A presente invenção é também dirigida a um polinucleotí-

deo ou um conjunto de polinucleotídeos que codificam a proteína qui-

mérica. O polinucleotídeo pode compreender ainda uma cadeia de po-

linucleotídeos, que codifica PC5 ou PC7. A invenção é também dirigida 

a um vetor que compreende o polinucleotídeo ou o conjunto de polinu-

cleotídeos e um ou mais promotor operativamente ligado ao polinucle-

otídeo ou o conjunto de polinucleotídeos. O vetor pode ainda compre-

ender um vetor adicional, que compreende uma cadeia de polinucleo-

tídeos que codifica PC5 ou PC7. A invenção também é desenhada pa-

ra uma célula hospedeira que compreende o polinucleotídeo ou o ve-

tor. A célula hospedeira pode ser uma célula de mamífero, por exem-

plo, células HEK293, células CHO, ou células BHK. Em algumas mo-

dalidades, o PC5 ou PC7 das células hospedeiras cliva os domínios 
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D1D2 de VWF. 

[00033] A invenção é também dirigida a uma composição farmacêu-

tica compreendendo a proteína quimérica, o polinucleotídeo, vetor, ou 

a célula hospedeira, e um veículo farmaceuticamente aceitável. A 

composição da presente invenção tem, assim, uma meia-vida estendi-

da em comparação com a proteína tipo selvagem do FVIII. A meia-vida 

da proteína FVIII é estendida pelo menos cerca de 1,5 vezes, pelo 

menos cerca de 2 vezes, pelo menos cerca de 2,5 vezes, pelo menos 

cerca de 3 vezes, pelo menos cerca de 4 vezes, pelo menos cerca de 

5 vezes, pelo menos cerca de 6 vezes, pelo menos cerca de 7 vezes, 

pelo menos cerca de 8 vezes, pelo menos cerca de 9 vezes, pelo me-

nos cerca de 10 vezes, pelo menos cerca de 11 vezes, ou pelo menos 

cerca de 12 vezes maior do que o tipo selvagem do FVIII. A meia-vida 

do Fator VIII é pelo menos cerca de 17 horas, pelo menos cerca de 18 

horas, pelo menos cerca de 19 horas, pelo menos cerca de 20 horas, 

pelo menos cerca de 21 horas, pelo menos cerca de 22 horas, pelo 

menos cerca de 23 horas, pelo menos cerca de 24 horas, pelo menos 

cerca de 25 horas, pelo menos cerca de 26 horas, pelo menos cerca 

de 27 horas, pelo menos cerca de 28 horas, pelo menos cerca de 29 

horas, pelo menos cerca de 30 horas, pelo menos cerca de 31 horas, 

pelo menos cerca de 32 horas, pelo menos cerca de 33 horas, pelo 

menos cerca de 34 horas, pelo menos cerca de 35 horas, pelo menos 

cerca de 36 horas, pelo menos cerca de 48 horas, pelo menos cerca 

de 60 horas, pelo menos cerca de 72 horas, pelo menos cerca de 84 

horas, pelo menos cerca de 96 horas, ou pelo menos cerca de 108 ho-

ras. 

[00034] A composição da presente invenção pode ser administrada 

por uma via selecionada a partir do grupo consistindo em administra-

ção tópica, administração intraocular, administração parenteral, admi-

nistração intratecal, administração subdural e administração oral. Em 
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uma modalidade, a composição é administrada por via parenteral, por 

exemplo, intravenosa ou subcutânea. A composição da invenção é útil 

para tratar uma doença ou condição de sangramento em um sujeito 

com essa necessidade. A doença de hemorragia ou condição é seleci-

onada a partir do grupo consistindo em um distúrbio da coagulação de 

sangramento, hemartrose, hemorragia nos músculos, hemorragia oral, 

hemorragia, hemorragia nos músculos, hemorragia oral, trauma, trau-

ma capitis, sangramento gastrointestinal, hemorragia intracraniana, 

hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratorácica, fratura óssea, 

sangramento do sistema nervoso central, sangramento no espaço re-

trofaringeal, sangramento no espaço retroperitoneal, sangramento na 

bainha ileopsoas e quaisquer combinações dos mesmos. Em uma 

modalidade, o sujeito tratado com a proteína quimérica será submetido 

a uma cirurgia. Em outra modalidade, o tratamento é profilático ou sob 

demanda. 

[00035] A invenção é também dirigida a um método para prevenir 

ou inibir a ligação de uma proteína FVIII com VWF endógeno compre-

endendo a adição de uma quantidade eficaz da proteína quimérica, o 

vetor polinucleotídico, a célula hospedeira, ou a composição a um su-

jeito em necessidade do mesmo, em que o fragmento de VWF liga-se 

à proteína FVIII e, assim, previne ou inibe ligação do VWF endógeno. 

A presente invenção é ainda dirigida para um método de prolongar ou 

aumentar a meia-vida da proteína FVIII, em que o método compreende 

a administração de uma quantidade eficaz da proteína quimérica, o 

polinucleotídeo, vetor, a célula hospedeira, ou a composição a um su-

jeito em necessidade do mesmo, em que o fragmento de VWF liga-se 

à proteína FVIII e, portanto, estende ou aumenta a meia-vida da prote-

ína FVIII. É também proporcionado método para prevenir ou inibir a 

eliminação de uma proteína FVIII a partir de uma célula, em que o mé-

todo compreende a administração de uma quantidade eficaz da prote-
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ína quimérica, o polinucleotídeo, vetor, a célula hospedeira, ou a com-

posição a uma célula compreendendo uma proteína FVIII ou um poli-

nucleotídeo que codifica a proteína FVIII, em que a proteína tendo ati-

vidade de VWF se liga à proteína FVIII. O sujeito útil para os presentes 

métodos é um animal, por exemplo, um ser humano, por exemplo, um 

paciente que sofre de hemofilia A. 

[00036] A presente invenção também fornece um método de trata-

mento de uma doença ou distúrbio de sangramento em um sujeito com 

essa necessidade compreendendo a administração de uma quantida-

de eficaz da proteína quimérica, o polinucleotídeo, o vetor, a célula 

hospedeira, ou a composição, em que doença ou distúrbio de sangra-

mento é selecionado a partir do grupo consistindo em um distúrbio da 

coagulação do sangramento, hemartrose, hemorragia nos músculos, 

hemorragia oral, hemorragia, hemorragia nos músculos, hemorragia 

oral, trauma, trauma capitis, hemorragia gastrointestinal, hemorragia 

intracraniana, hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratorácica, 

fratura óssea, sangramento do sistema nervoso central, sangramento 

no espaço retrofaríngeo, sangramento no espaço retroperitoneal, e 

sangramento na bainha ileopsoas. O tratamento pode ser profilático ou 

sob demanda. Em uma modalidade, a quantidade eficaz é de 0,1 

µg/kg a 500 mg/kg. 

[00037] A invenção também inclui um método de produção de uma 

proteína quimérica, compreendendo a transfecção de uma ou mais 

células hospedeiras com o polinucleotídeo ou o vetor e expressando a 

proteína quimérica na célula hospedeira. 

BREVE DESCRIÇÃO DOS DESENHOS/FIGURAS 

[00038] Figura 1A-D. Diagramas esquemáticos de fragmentos FVW. 

Fig. 1A mostra três fragmentos de VWF exemplares úteis para a in-

venção, por exemplo, VWF-002, VWF- 010, e VWF -013. VWF-002 

contém os aminoácidos 1 a 477 de SEQ ID NO: 124 (aminoácidos 764 
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a 1240 da SEQ ID NO: 2) e é sintetizada sem as sequências pré/pró-

peptídeo. VWF-010 contém os domínios D1D2 em adição aos domí-

nios D'D3. VWF-013 contém os domínios D1D2D’D3 além dos resí-

duos de alanina substituindo as cisteínas nos resíduos 336 e 379 da 

SEQ ID NO: 123. Fig. 1B mostra VWF-031, que contém os domínios 

D1D2D’D3 fundidos com uma região constante de Ig ou uma fração da 

mesma, por exemplo, uma região Fc, por um ligante clivável, por 

exemplo, um ligante clivável por trombina de 48 aminoácidos. Fig. 1C 

mostra VWF-025, que é uma sequência de nucleotídeos que codifica 

os domínios D1D2D’D3 contidos em vetor pLIVE, e VWF-029, que é 

uma sequência de nucleotídeos que codifica os domínios D1D2D’D3 

com duas substituições de aminoácidos, C336A e C379A, em vetor 

pLIVE. Fig. 1D mostra fragmento de VWF de comprimento completo 

compreendendo pró-peptídeo (os domínios D1 e D2) e subunidades 

maduras (os domínios D’, D3, A1, A2, A3, D4, B1-3, C1-2). O fragmen-

to de VWF é de cerca de 250 kDa proteína e forma multímeros (> 20 

MDa) por ligações dissulfeto. Os fragmentos de VWF associados com 

FVIII (95-98%) no complexo não covalente e depois estende a meia-

vida do FVIII por proteger o FVIII a partir de clivagem/ativação por pro-

tease, estabilizando cadeia pesada e leve, e impedindo a eliminação 

do FVIII por receptores limpadores. O fragmento de VWF pode tam-

bém limitar a meia-vida do FVIII pela eliminação de complexo FVIII- 

VWF através de receptores de VWF e prevenção da pinocitose e reci-

clagem de rFVIIIFc. 

[00039] Figura 2. Perfil farmacocinético de rFVIII-XTEN (rFVIII-

AE288 ou rFVIII-288AE) em camundongos com expressão de VWF 

D’D3 ou em camundongos com expressão duplo knockout de FVIII e 

VWF (DKO). A Figura 2A mostra a linha do tempo da injeção hidrodi-

nâmica (HDI) do domínio D’D3 que codifica o plasmídeo de DNA 

(VWF-025) (dia -5), dosagem intravenosa de rFVIII-XTEN AE288 (dia 
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0), e de coleta de amostras PK (dia 5 ). A Figura 2B mostra a atividade 

do FVIII medido por um ensaio cromogênico do FVIII após a adminis-

tração IV de rFVIII-XTEN288 em camundongos D1D2D’D3 (triângulo 

invertido) e rFVIII-XTEN288 em camundongos DKO (diamante). Fig. 

2C mostra o nível plasmático de D’D3 (ng/mL) após a administração 

de VWF-025. O eixo X representa o tempo em horas. 

[00040] Figura 3. Diagrama esquemático de constructos exempla-

res de heterodímero VWF:FVIII. Os constructos têm a estrutura co-

mum representada como fórmula do FVIII-F1-L1-V-X-L2-F2, mas con-

têm exemplos de ligantes diferentes variáveis. O constructo (FVIII- 

161) mostrado contém um FVIII heterodimérico (a cadeia pesada e a 

cadeia leve são associadas por um ligante metálico) ligado a uma pri-

meira região Fc e um fragmento de VWF, que é domínios D’ e D3 de 

VWF (isto é, aminoácidos 1 a 477 de SEQ ID NO: 2 com substituições 

de aminoácidos C336A e C379A) ligados a uma sequência de XTEN, 

que é ainda ligada a um ligante clivável e uma segunda região Fc. A 

sequência XTEN contida em FVIII-161 é uma sequência de XTEN 

AE288, e o ligante é um ligante clivável por trombina, que tem 35 ami-

noácidos. Em FVIII-161, a proteína FVIII ligada à primeira região Fc 

está ligada ao fragmento de VWF por um ligante processável. Após 

expressão, o ligante processável pode ser clivado por uma enzima de 

processamento intracelular, preparando, assim, o constructo de três 

cadeias de polipeptídeos associadas umas com as outras. 

[00041] A Figura 4 mostra diagramas esquemáticos de exemplos de 

heterodímero ou monômero de FVIII-VWF. FVIII-168, FVIII-175, FVIII-

172, FVIII-174, e FVIII170. Constructo FVIII-168 compreende uma se-

quência FVIII de cadeia única (tendo um substituto do resíduo de ala-

nina aos resíduos de arginina nos resíduos 1645 e 1648) ligada a uma 

primeira região Fc, que é depois fundida com um fragmento de VWF 

ligado a uma segunda região Fc de um ligante clivável por trombina, 
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que tem 48 aminoácidos. AE288 XTEN é inserida no domínio B da se-

quência FVIII de cadeia única. A ligação entre a primeira região Fc e o 

fragmento de VWF compreende um ligante que é capaz de ser clivado 

por uma enzima de processamento intracelular, ou seja, ligante pro-

cessável. Constructo FVIII-175 compreende um FVIII de cadeia única 

(tendo um substituto de resíduo de alanina dos resíduos de arginina 

nos resíduos 1645 e 1648) ligada a AE288 XTEN e uma primeira regi-

ão Fc que está ligada a uma segunda região Fc por um ligante, por 

exemplo, um ligante processável. AE288 XTEN é inserida no domínio 

B da sequência de FVIII de cadeia única. Constructo FVIII-172 com-

preende duas cadeias de polipeptídeos, uma primeira cadeia compre-

endendo uma sequência de cadeia pesada do FVIII fundida com 

AE288 XTEN, uma segunda cadeia compreendendo uma sequência 

de cadeia leve do FVIII, uma primeira região Fc, um ligante (por exem-

plo, um ligante processável), um fragmento de VWF, um ligante clivá-

vel por trombina (por exemplo, 48 aminoácidos), e uma segunda regi-

ão Fc. Constructo FVIII-174 compreende duas cadeias de polipeptí-

deos, uma primeira cadeia compreendendo uma sequência de cadeia 

pesada do FVIII fundida com AE288 XTEN e uma segunda cadeia 

compreende uma cadeia leve do FVIII, uma primeira região Fc, um li-

gante (por exemplo, um ligante processável), e uma segunda região 

Fc. Constructo FVIII-170 compreende um fragmento de VWF, AE288 

XTEN, um ligante (por exemplo, um ligante clivável por trombina, que 

é de 35 aminoácidos de comprimento), e uma sequência FVIII de ca-

deia única. 

[00042] Figura 5. O perfil farmacocinético de heterodímeros do 

FVIII/VWF contendo uma sequência XTEN em combinação com uma 

região Fc. Constructos FVIII-161, FVIII-168, e FVIII-172 foram adminis-

trados a camundongos duplo knockout FVIII: VWF (DKO) por injeção 

hidrodinâmica (IDH) na dose 100 µg/dose de camundongo. Constructo 
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FVIII-170 foi administrado a camundongos DKO FVIII:VWF por HDI em 

50 µg/dose de camundongo. A atividade de FVIII plasmática pós-HDI 

foi analisada por teste cromogênico de FVIII por 24 horas após HDI. A 

atividade do FVIII dos heterodímeros FVIII:VWF que contêm uma se-

quência de XTEN e domínios Fc foi comparada com a atividade do 

FVIII de BDD-FVIII sem o fragmento de VWF, sequência XTEN, e do-

mínios Fc. 

[00043] Figura 6. Diagramas esquemáticos de exemplos de hetero-

dímero FVIII-VWF em sistema de co-transfecção. Fig. 6A. Constructo 

FVIII-169 contém a sequência FVIII de comprimento completo (com 

um resíduo de alanina substituindo os resíduos de arginina em 1645 e 

1648 e com uma sequência XTEN inserida na sequência do FVIII de 

cadeia única), a qual está ligada a uma região Fc. VWF-031 contém o 

fragmento D1D2D'D3 (com um resíduo de alanina substituindo os re-

síduos de cisteína em 336 e 379), que está ligada a outra região Fc 

com um ligante clivável por trombina de 48. Após o processamento 

intracelular, constructo FVIII-169 produz um FVIII de cadeia única de 

comprimento completo (SCFVIII) fundido com um fragmento Fc e uma 

sequência XTEN, e constructo VWF-031 produz um fragmento D'D3 

de 477 aminoácidos ligado a outro fragmento Fc. Duas ligações cova-

lentes podem ser formadas entre os fragmentos Fc que estão ligados 

ao SC FVIII ou o fragmento D'D3, este por sua vez, permite uma asso-

ciação não covalente do FVIII e D'D3. Fig. 6B. Constructo FVIII-173 

contém uma sequência do FVIII heterodimérica, uma sequência de 

cadeia pesada do FVIII ligada a uma sequência XTEN e uma sequên-

cia de cadeia leve do FVIII ligada a uma região Fc. VWF-031 está des-

crito acima. Após o processamento intracelular, constructo FVIII-173 

produz uma proteína heterodimérica, uma cadeia pesada do FVIII fun-

dida com uma sequência XTEN, uma cadeia leve do FVIII fundida com 

um fragmento Fc, e constructo VWF-031 produz um fragmento D’D3 
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de 477 aminoácidos ligado a outro fragmento Fc. Duas ligações cova-

lentes podem ser formadas entre os fragmentos Fc que estão ligados 

à cadeia leve do FVIII ou o fragmento D'D3, este por sua vez, permite 

uma associação não covalente do FVIII e D’D3. 

[00044] Figura 7. Afinidade de ligação do FVIII:VWF exemplar con-

tendo uma sequência XTEN e domínios Fc para hVWF imobilizado em 

ensaio Octeto. A afinidade de ligação para FVIII-169/VWF-031 e FVIII-

057 (rFVIIIFc) fundido ao hVWF imobilizado foi testada usando medi-

ções baseadas em interferometria de biocamada (ensaio Octeto). A 

Figura 7 A mostra resposta de ligação em nanomoles do FVIII169 e 

FVIIIFc substância da droga (um controle positivo) para hVWF imobili-

zado. A Figura 7B mostra a resposta de ligação de IgG1 humana (con-

trole negativo) para o vWF humano imobilizado. 

[00045] Figura 8. Perfil farmacocinético (PK) de FVIII-169 em HemA 

e camundongos duplo knockout FVIII:VWF (DKO). A Figura 8A mostra 

o perfil PK do FVIII-169/VWF-031 em camundongos FVIIIFc e HemA. 

Os camundongos HemA foram tratados com uma dose intravenosa 

única do FVIII-169/VWF-031 a 200 IU/kg. As amostras de plasma cole-

tadas a partir dos camundongos foram testadas por ensaio cromogêni-

co de FVIII. Meia-vida do FVIII-169/VWF-031 foi calculada utilizando o 

programa WinNonlin. Figura 8B mostra o perfil PK do FVIII-169/VWF-

031, FVIII-169/Fc, e FVIIIFc em camundongos DKO FVIII/VWF. 

[00046] Figura 9. Perfil de PK de variantes FVIII-XTEN variantes em 

camundongos DKO FVIII/VWF expressando D'D3. A Figura 9A mostra 

a comparação do perfil de PK das variantes FVIII-XTEN, FVIII com 

uma XTEN, FVIII com duas XTENs, e FVIII com três XTENs. Uma, du-

as, ou três XTENs foram inseridas em várias porções do FVIII, incluin-

do C-terminal e o domínio B. CT indica que uma XTEN está ligada ao 

C-terminal do FVIII. O sítio de inserção B/CT indica que uma XTEN é 

inserida entre o resíduo de aminoácido 745 e o resíduo de aminoácido 
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746 da proteína FVIII e outra XTEN está ligada ao C-terminal da prote-

ína FVIII. A numeração de resíduos de aminoácidos corresponde à da 

sequência da proteína FVIII SQ BDD. O sítio de inserção 1900/B/CT 

indica que uma primeira XTEN é inserida entre o resíduo de aminoáci-

do 1900 e o resíduo de aminoácido 1901 do FVIII, uma segunda XTEN 

é inserida entre o resíduo de aminoácido 745 e o resíduo de aminoáci-

do 746 do FVIII, e uma terceira XTEN é ligada ao C-terminal do FVIII. 

A cepa de camundongo usada para administrar as variantes do FVIII-

XTEN é uma cepa de camundongo DKO expressando domínios D'D3. 

A Figura 9B mostra o perfil PK do FVIII-XTEN com três inserções de 

XTEN. A variante FVIII-XTEN (1900/B/CT) foi administrada, aos ca-

mundongos DKO FVIII/VWF ou camundongos HemA. A meia-vida do 

FVIII-XTEN (1900/B/CT) é comparada. 

[00047] Figura 10. Atividade FVIII do FVIIIFc (triângulo oco), 

FVIII169: Fc (círculo preenchido) e FVIII169: VWF31 (triângulo oco) 

em plasma de DKO de camundongos medida por ensaio cromogênico. 

FVIII:Fc contém uma cadeia dupla do FVIII(cadeia pesada e cadeia 

leve) fundida com um dímero de Fc (isto é, híbrido monômero-dímero). 

FVIII 169 é descrito acima (contendo AE288 no domínio B, imediata-

mente a jusante do aminoácido 745 correspondente a sequência de 

FVIII madura). FVIII169:Fc contém FVIII169 fundido com um dímero 

de Fc. FVIII169:VWF31 contém VWF31, além do dímero de Fc, FVIII 

169 fundido com a primeira região Fc e VWF31 fundido com a segun-

da região Fc, em que a primeira região Fc e segunda região Fc for-

mam uma ligação covalente, por exemplo, uma ou mais ligações dis-

sulfeto. 

[00048] Figura 11. Efeitos do Fc, XTEN, e fragmentos VWF- D'D3 

em extensão da meia-vida do FVIII. BDD-FVIII(REFACTO®) (quadra-

do), FVIIFc (círculo), FVIII169/Fc (triângulo), e FVIII 169/VWF031 (tri-

ângulo invertido) foram administrados a camundongos duplo knockout 
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(DKO) FVIII e VWF. A atividade do FVIII foi medida por ensaio cromo-

gênico, e a meia-vida foi calculada utilizando o programa WinNonlin-

Phoenix. Eixo X mostra o tempo, e o eixo Y mostra a atividade do FVIII 

no plasma em mU/ml. 

[00049] Figura 12A-C. Efeitos de diferentes XTENs em heterodíme-

ro rFVIII-XTEN/VWF em camundongos HemA. A Figura 12A mostra a 

atividade plasmática de FVIII normalizado em valor (%) de 5 min de 

duas XTENs inseridas imediatamente a jusante dos resíduos 1900 e 

1656 correspondendo à sequência de FVIII maduro (isto é FVIII-195 

(isoforma FVIII de cadeia dupla) e FVIII-199 (isoforma do FVIII de ca-

deia simples)), em comparação com o FVIII-169 contendo uma XTEN 

imediatamente a jusante do resíduo 745 correspondente à sequência 

FVIII madura. FVIII-169/VWF-031 (círculo preenchido), FVIII-199/VWF-

031 (quadrado preenchido) e FVIII-195/VWF031 (quadrado oco) foram 

administrados em camundongos HemA para medir a atividade plasmá-

tica de FVIII. A Figura 12B mostra o efeito de extensão de meia-vida 

da segunda inserção XTEN imediatamente a jusante de resíduos 403 

(domínio A2) e 745 (domínio B) (isto é, FVIII-203) e resíduos 745 (do-

mínio B) e 1900 (domínio A3) (FVIII-204) correspondendo a sequência 

do FVIII madura em comparação com o FVIII-169 (uma inserção XTEN 

apenas no domínio B). FVIII-204/VWF031 (triângulo preenchido), 

FVIII-169/VWF-031 (círculo preenchido) FVIII-203/VWF-031 (quadrado 

preenchido) e scBDD- FVIII (diamante oco) foram administrados aos 

camundongos HemA. O eixo X mostra a atividade plasmática de FVIII 

normalizada para valor 5 min (%), e o eixo y mostra o tempo em horas. 

A Figura 12C mostra o efeito de extensão de meia-vida das duas in-

serções XTEN imediatamente a jusante dos resíduos 18 (domínio A1) 

e 745 (domínio B) (isto é o FVIII-205) em comparação com o FVIII-169 

(uma única inserção XTEN no domínio B) e FVIII de cadeia única sem 

quaisquer regiões Fc ou quaisquer XTENs (isto é, FVIII-207). A Figura 
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12C mostra, adicionalmente, o efeito de extensão da meia-vida de três 

inserções XTEN incorporadas imediatamente a jusante dos resíduos 

26 (domínio A1), 1656 (domínio A3), e 1900 (domínio A3) (isto é FVIII-

201) em comparação com FVIII-169 (uma única inserção XTEN imedi-

atamente a jusante do resíduo 745). FVIII-205/VWF-031 (quadrado 

preenchido), FVIII-201/VWF-031 (triângulo invertido), FVIII-169/VWF-

031 (círculo preenchido) e FVIII-207 (diamante oco) foram administra-

das a camundongos HemA. A atividade plasmática de FVIII normaliza-

da para valor de 5 min (%) (eixo X) foi medida ao longo do tempo em 

horas (eixo Y). 

[00050] Figura 13. Atividade do FVIII de heterodímero rFVIII-

XTEN/VWF-XTEN em camundongos DKO FVIII/VWF. Atividade do 

FVIII de amostras plasmáticas foi analisada por análise cromogênica 

do FVIII, e a curva de regressão de atividade plasmática de FVIII (eixo 

X) como uma função do tempo (eixo Y) foi representada graficamente. 

FVIII-155 (scFVIIIFc sem quaisquer XTENs) foi co-expressa com 

VWF-034 (VWF-Fc com AE 288 XTEN mais um ligante clivável por 

trombina de 35 resíduos). A meia-vida do FVIII-155/VWF-034 foi com-

parada com a do FVIII-169/VWF-031, que tem uma AE 288 XTEN in-

serida na junção domínio B (imediatamente a jusante do resíduo 745 

correspondente ao polipeptídeo do FVIII maduro) do FVIII. 

[00051] Figura 14A-H. Diagramas esquemáticos de vários construc-

tos rFVIII-XTEN/VWF. Estes constructos são também descritos nas 

outras secções aqui. Fig. 14A mostra, a proteína de FVIII sem o domí-

nio B de cadeia única (por vezes aqui indicada como scBDD-FVIII). Os 

constructos scBDD-FVIII contêm duas substituições nos resíduos 1645 

e 1648 a partir de Arg para Ala. A Figura 14B mostra dois constructos 

de cadeias de polipeptídeos (FVIII 155/VWF031), a primeira compre-

endendo FVIII de cadeia única ligada a uma região Fc sem quaisquer 

XTENS e a segunda cadeia compreendendo o fragmento VWF D'D3 
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ligado a uma região Fc. Este constructo é utilizado como um controle. 

Fig. 14C mostra dois constructos de cadeia de polipeptídeos (FVIII 

199/VWF031), a primeira cadeia compreendendo FVIII de cadeia única 

ligada a uma região Fc, em que uma primeira XTEN é inserida imedia-

tamente a jusante do resíduo 1900 correspondente a sequência do 

FVIII madura e uma segunda XTEN é inserida imediatamente a jusan-

te do resíduo 1656 correspondente a sequência do FVIII madura, e a 

segunda cadeia compreendendo o fragmento de VWF D'D3 ligado a 

uma região Fc. Fig. 14D mostra dois constructos de cadeia de polipep-

tídeos (FVIII201/VWF031), a primeira cadeia compreendendo proteína 

FVIII de cadeia única ligada a uma região Fc, em que uma primeira 

XTEN é inserida imediatamente a jusante do resíduo 26 que corres-

ponde a sequência madura do FVIII, uma segunda XTEN é inserida 

imediatamente a jusante do resíduo 1656 correspondente a sequência 

madura do FVIII, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a ju-

sante do resíduo 1900 correspondente a sequência madura do FVIII, e 

a segunda cadeia compreendendo o fragmento de VWF D'D3 ligado a 

uma região Fc. Fig. 14E mostra dois constructos de cadeia de polipep-

tídeos (FVIII 169/VWF031), a primeira cadeia compreende proteína 

FVIII de cadeia única ligada a uma região Fc, em que uma XTEN é 

inserida imediatamente a jusante do resíduo 745 (indicado como "B") 

que corresponde a sequência madura do FVIII, e a segunda cadeia 

compreendendo o fragmento de VWF D'D3 ligado a uma região Fc. 

Fig. 14F mostra dois constructos de cadeia de polipeptídeos 

(FVIII203/VWF031), a primeira cadeia compreendendo proteína FVIII 

de cadeia única, em que uma primeira XTEN é inserida no resíduo 745 

("B") que corresponde a sequência madura do FVIII e uma segunda 

XTEN é inserida no resíduo 1900 correspondente a sequência madura 

do FVIII, e a segunda cadeia compreendendo o fragmento VWF D'D3 

ligado a uma região Fc. Fig. 14G mostra dois constructos de cadeia de 
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polipeptídeos (FVIII204/VWF031), a primeira cadeia compreendendo 

proteína FVIII de cadeia única ligada a uma região Fc, em que uma 

primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do resíduo 403 cor-

respondente a sequência madura do FVIII e uma segunda XTEN é in-

serida imediatamente a jusante do resíduo 745 ("B") que corresponde 

a sequência madura do FVIII, e uma segunda cadeia compreendendo 

o fragmento de VWF D'D3 ligado a uma região Fc. Fig. 14H mostra 

dois constructos de cadeia de polipeptídeos (FVIII205/VWF031), a 

primeira cadeia compreendendo FVIII de cadeia única, em que uma 

primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do resíduo 18 que 

corresponde a sequência madura do FVIII e uma segunda XTEN é in-

serida imediatamente a jusante do resíduo 745 ("B") que corresponde 

a sequência madura do FVIII, e a segunda cadeia compreendendo o 

fragmento VWF D’D3 ligado a uma região Fc. 

[00052] Figura 15. Atividade de FVIII de rFVIII-XTEN/VWF e BDD-F 

VIII em camundongos DKO FVIII/VWF. Atividade do FVIII de amostras 

plasmáticas foi analisada por análise cromogênica do FVIII, e a curva 

de regressão de atividade plasmática de FVIII (eixo X) como uma fun-

ção do tempo (eixo Y) foi representada graficamente. A meia-vida de 

rFVIII-XTEN/VWF (FVIII-205/VWF-031) foi comparada com a de BDD-

FVIII e rFVIIIFc. 

[00053] Figura 16. Eficácia do heterodímeros FVIII-XTEN-Fc:VWF-

Fc em camundongos HemA usando modelo sangramento com clipe na 

cauda. O modelo de sangramento com clipe na cauda de camundon-

gos HemA foi utilizado para comparar a eficácia do FVIII169/VWF034, 

FVIII205/VWF031 e BDD-FVIII. A perda de sangue mediana em ml por 

200 IU/kg do FVIII169/VWF034 e FVIII205/VWF031 é comparada com 

200 IU/kg de BDD-FVIII, 65 IU/kg de BDD-FVIII, 20 IU/kg de BDD-

FVIII, e veículo. 

DESCRIÇÃO DETALHADA DA INVENÇÃO 
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DEFINIÇÕES 

[00054] Deve-se notar que o termo "uma" entidade refere-se a uma 

ou mais dessas entidades; por exemplo, "uma sequência de nucleotí-

deos", é entendida como representando um ou mais sequências de 

nucleotídeos. Como tal, os termos "uma" (ou "uma"), "uma ou mais" e 

"pelo menos uma" podem ser aqui utilizados indistintamente. 

[00055] O termo "polinucleotídeo" ou "nucleotídeo" destina-se a 

abranger um ácido nucleico singular, bem como ácidos nucleicos plu-

rais, e refere-se a uma molécula isolada de ácido nucleico ou a cons-

tructo, por exemplo, RNA mensageiro (mRNA) ou de DNA de plasmí-

deo (pDNA). Em certas modalidades, um polinucleotídeo compreende 

uma ligação fosfodiéster convencional ou uma ligação não convencio-

nal (por exemplo, uma ligação amida, como encontrado nos ácidos 

nucleicos peptídicos (PNA)). O termo "ácido nucleico" refere-se a 

qualquer um ou mais segmentos de ácido nucleico, por exemplo, fra-

gmentos de DNA ou RNA presentes em um polinucleotídeo. Por ácido 

nucleico ou polinucleotídeo "isolado" entende-se uma molécula de áci-

do nucleico, DNA ou RNA, que tenha sido removida do seu ambiente 

nativo. Por exemplo, um polinucleotídeo recombinante que codifica um 

polipeptídeo de Fator VIII contido em um vetor é considerado isolado 

para os fins da presente invenção. Outros exemplos de um polinucleo-

tídeo isolado incluem polinucleotídeos recombinante mantidos em cé-

lulas hospedeiras heterólogas ou purificadas (parcialmente ou subs-

tancialmente) a partir de outros polinucleotídeos em uma solução. Mo-

léculas de RNA isoladas incluem transcritos de RNA in vivo ou in vitro 

dos polinucleotídeos da presente invenção. Polinucleotídeos ou ácidos 

nucleicos isolados de acordo com a presente invenção incluem ainda 

estas moléculas produzidas sinteticamente. Além disso, um polinucleo-

tídeo ou um ácido nucleico pode incluir elementos reguladores como 

promotores, potencializadores, sítios de ligação ao ribossoma, ou si-
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nais de terminação da transcrição. 

[00056] Como aqui utilizado, uma "região de codificação" ou "se-

quência de codificação" é uma porção de polinucleotídeo que consiste 

em códons traduzíveis em aminoácidos. Embora um "códon de termi-

nação" (TAG, TGA, ou TAA) normalmente não seja traduzido em um 

aminoácido, este pode ser considerado como fazendo parte de uma 

região de codificação, mas quaisquer sequências flanqueadoras, por 

exemplo, promotores, sítios de ligação ao ribossoma, terminadores de 

transcrição, íntrons e semelhantes, não são parte de uma região de 

codificação. Os limites de uma região de codificação são geralmente 

determinados por um códon de início no terminal 5’, que codifica o 

terminal amino do polipeptídeo resultante, e um códon de paragem da 

tradução no terminal 3’, que codifica o terminal carboxil do polipeptídeo 

resultante. Duas ou mais regiões de codificação da presente invenção 

podem estar presentes em um único constructo de polinucleotídeo, por 

exemplo, em um único vetor, ou em constructos de polinucleotídeos 

separados, por exemplo, em (diferentes) vetores separados. Segue-

se, então, que um único vetor pode conter apenas uma única região 

de codificação, ou compreende duas ou mais regiões de codificação, 

por exemplo, um único vetor pode codificar um domínio A separada-

mente e um domínio B de ligação como descrito abaixo. Além disso, 

um vetor, polinucleotídeo ou ácido nucleico da invenção pode codificar 

regiões de codificação heterólogas, fundidas ou não fundidas com um 

ácido nucleico que codifica um domínio de ligação da invenção. Regi-

ões de codificação heterólogas incluem, sem limitação elementos ou 

motifs especializados, como um peptídeo sinal de secreção ou um 

domínio funcional heterólogo. 

[00057] Algumas proteínas secretadas por células de mamíferos 

estão associadas com um peptídeo de sinal de secreção, que é cliva-

do a partir da proteína madura, uma vez a exportação da cadeia de 
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proteína em crescimento em todo o retículo endoplasmático rugoso foi 

iniciada. Os especialistas na técnica estão cientes de que os peptídeos 

de sinal são geralmente fundidos com o N-terminal do polipeptídeo e 

são clivados a partir de polipeptídeo completo ou "de comprimento 

completo" para produzir uma forma secretada ou "madura" do polipep-

tídeo. Em certas modalidades, um peptídeo de sinal nativo ou um deri-

vado funcional dessa sequência que retém a capacidade para dirigir a 

secreção do polipeptídeo que é operativamente associado com esta. 

Alternativamente, um peptídeo de sinal de mamífero heterólogo, por 

exemplo, um ativador do plasminogênio tecidual humano (TP A) ou 

peptídeo de sinal β-glucuronidase de camundongo, ou um derivado 

funcional do mesmo, podem ser usados. 

[00058] O termo "a jusante" refere-se a uma sequência de nucleotí-

deos que está localizada 3’ à uma sequência de nucleotídeos de refe-

rência. Em certas modalidades, as sequências nucleotídicas a jusante 

referem-se às sequências que se seguem ao ponto de partida da 

transcrição. Por exemplo, o códon de iniciação da tradução de um ge-

ne está localizado a jusante do local de início da transcrição. 

[00059] O termo "a montante" refere-se a uma sequência de nu-

cleotídeos que está localizada 5’ à uma sequência de nucleotídeos de 

referência. Em certas modalidades, as sequências nucleotídicas a 

montante referem-se às sequências que estão localizadas no lado 5’ 

da região de codificação ou um ponto de partida da transcrição. Por 

exemplo, a maioria dos promotores está localizada a montante do sítio 

do início da transcrição. 

[00060] Como aqui utilizado, o termo "região reguladora" refere-se 

às sequências de nucleotídeos localizadas a montante (sequências 

não codificadoras 5’), dentro ou a jusante (sequências não codificado-

ras 3’) de uma região de codificação, e que influenciam a transcrição, 

o processamento do RNA, a estabilidade, ou a tradução da região de 
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codificação associada. As regiões reguladoras podem incluir promoto-

res, sequências líder de tradução, íntrons, sequências de reconheci-

mento de poliadenilação, locais de processamento de RNA, sítios de 

ligação efetoras e estruturas haste-alça. Se uma região de codificação 

se destina a expressão em uma célula eucariótica, um sinal de polia-

denilação e sequência de terminação da transcrição estarão normal-

mente localizadas 3’ da sequência de codificação. 

[00061] Um polinucleotídeo que codifica um produto de gene, por 

exemplo, um polipeptídeo, pode incluir um promotor e/ou outros ele-

mentos de controle de transcrição ou de tradução operativamente as-

sociados com uma ou mais regiões de codificação. Em uma associa-

ção operável uma região que codifica para um produto do gene, por 

exemplo, um polipeptídeo, está associada com uma ou mais regiões 

reguladoras de tal modo que coloque a expressão do produto do gene 

sob a influência ou o controle das regiões reguladoras. Por exemplo, 

uma região de codificação e um promotor são "operativamente associ-

adas", se a indução da função promotora resulta na transcrição de 

mRNA que codifica o produto do gene codificado pela região de codifi-

cação, e se a natureza da ligação entre o promotor e a região de codi-

ficação não interfere com a capacidade do promotor para dirigir a ex-

pressão do produto do gene ou interferir com a capacidade do molde 

de DNA ser transcrito. Outros elementos de controle da transcrição, 

além de um promotor, por exemplo, potencializadores, operadores, 

repressores, e sinais de terminação da transcrição, também podem ser 

operativamente associados com uma região de codificação para dirigir 

a expressão de produtos de genes direta. 

[00062] Uma variedade de regiões de controle da transcrição é co-

nhecida aos especialistas na técnica. Estas incluem, entre outras, as 

regiões de controle da transcrição que funcionam em células de verte-

brados, como, entre outras, promotor e segmentos potencializadores 
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de citomegalovírus (o promotor precoce imediato, em conjugação com 

o íntron-A), vírus símio 40 (o promotor precoce), e retrovírus (como o 

vírus do sarcoma de Rous). Outras regiões de controle da transcrição 

incluem aquelas derivadas a partir de genes de vertebrados, como a 

actina, a proteína de choque térmico, o hormônio de crescimento bovi-

no e β-globina de coelho, assim como outras sequências capazes de 

controlar a expressão de genes em células eucarióticas. Regiões de 

controle de transcrição adequadas adicionais incluem promotores e 

potencializadores específicos de tecidos, bem como promotores indu-

zíveis por linfoquina (por exemplo, promotores induzíveis por interfe-

rons ou interleucinas). 

[00063] Do mesmo modo, uma variedade de elementos de controle 

de tradução é conhecida dos especialistas na técnica. Estes incluem, 

entre outros, sítios de ligação ao ribossoma e códons de iniciação e de 

terminação da tradução, elementos derivados de picornavírus (particu-

larmente um sítio interno de entrada do ribossoma, ou IRES, também 

referido como uma sequência CITE). 

[00064] O termo "expressão", como aqui utilizado refere-se a um 

processo pelo qual um polinucleotídeo produz um produto de gene, 

por exemplo, um RNA ou um polipeptídeo. Este inclui, sem limitação, a 

transcrição do polinucleotídeo em RNA mensageiro (mRNA), RNA de 

transferência (tRNA), RNA hairpin pequeno (shRNA), pequeno RNA 

interferente (siRNA) ou qualquer outro produto de RNA e a tradução 

de um mRNA em polipeptídeo. Expressão produz um "produto do ge-

ne." Como aqui utilizado, um produto do gene pode ser um ácido nu-

cleico, por exemplo, um RNA mensageiro produzido por transcrição de 

um gene, ou um polipeptídeo que é traduzido a partir de uma transcri-

ção. Os produtos de gene aqui descritos incluem ainda ácidos nuclei-

cos com modificações pós-transcricionais, por exemplo, de poliadeni-

lação ou splicing, ou polipeptídeos com modificações pós-traducionais, 
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por exemplo, metilação, glicosilação, a adição dos lipídeos, associação 

com outras subunidades proteicas, ou clivagem proteolítica.  

[00065] Um "vetor" refere-se a qualquer veículo para a clonagem 

e/ou transferência de um ácido nucleico em uma célula hospedeira. 

Um vetor pode ser um replicon ao qual outro segmento de ácido nu-

cleico pode ser ligado de forma a provocar a replicação do segmento 

ligado. Um "replicon" designa qualquer elemento genético (por exem-

plo, plasmídeo, fago, cosmídeo, cromossomo, vírus) que funciona co-

mo uma unidade autônoma de replicação in vivo, isto é capaz de repli-

cação sob o seu próprio controle. O termo "vetor" inclui ambos os veí-

culos virais e não virais para introduzir o ácido nucleico em uma célula 

in vitro, ex vivo ou in vivo. Um grande número de vetores é conhecido 

e utilizado na técnica, incluindo, por exemplo, plasmídeos, vírus euca-

rióticos modificados, ou vírus bacterianos modificados. A inserção de 

um polinucleotídeo em um vetor adequado pode ser conseguida por 

ligação dos fragmentos de polinucleotídeos adequados em um vetor 

escolhido que tem extremidades coesivas complementares. 

[00066] Os vetores podem ser modificados para codificar ou repór-

teres marcadores selecionáveis que permitam a seleção ou identifica-

ção de células que incorporaram o vetor. Expressão de marcadores 

selecionáveis ou repórteres permite a identificação e/ou seleção de 

células hospedeiras que incorporam e expressam outras regiões de 

codificação contidas no vetor. Exemplos de genes marcadores seleci-

onáveis conhecidos e utilizados na técnica incluem: genes que forne-

cem resistência a ampicilina, estreptomicina, gentamicina, canamicina, 

higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida, e semelhantes; e os genes 

que são utilizados como marcadores fenotípicos, ou seja, os genes regu-

ladores de antocianina, gene da transferase de isopentanil, e seme-

lhantes. Exemplos de repórteres conhecidos e utilizados na técnica 

incluem: luciferase (Luc), proteína fluorescente verde (GFP), cloranfe-
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nicol acetiltransferase (CAT), -galactosidase (LacZ), -glucuronidase 

(GuS), e semelhantes. Os marcadores selecionáveis podem também 

ser considerados como repórteres. 

[00067] O termo "plasmídeo" refere-se a um elemento extra-

cromosômico frequentemente contendo um gene que não é parte do 

metabolismo central da célula, e normalmente sob a forma de molécu-

las de DNA de cadeia dupla circular. Tais elementos podem ser se-

quências de replicação autônoma, sequências integrando genoma, 

sequências de nucleotídeos ou de fagos, linear, circular, super-enrolado 

ou, DNA ou de RNA de cadeia simples ou dupla, derivado de qualquer 

fonte, nos quais um número de sequências de nucleotídeos foram uni-

das ou recombinadas em um única constructo que é capaz de introdu-

zir um fragmento do promotor e a sequência de DNA para um produto 

de gene selecionado, juntamente com a sequência 3’ apropriada não 

traduzida em uma célula. 

[00068] Os vetores virais eucarióticos que podem ser usados inclu-

em, entre outros, vetores de adenovírus, vetores de retrovírus, vetores 

de vírus adeno-associados, e os poxvírus, por exemplo, vetores de 

vírus de vaccínia, vetores de baculovírus, ou vetores de vírus de her-

pes. Os vetores não virais incluem plasmídeos, lipossomas, lipídeos 

carregados eletricamente (citofectinas), complexos de DNA-proteína, e 

biopolímeros. 

[00069] Um "vetor de clonagem" refere-se a um "replicon", que é 

uma comprimento unitário de um ácido nucleico que replica sequenci-

almente e que compreende uma origem de replicação, como um plas-

mídeo, fago ou cosmídeo, ao qual outro segmento de ácido nucleico 

podem ser fixados de modo a provocar a replicação do segmento liga-

do. Certos vetores de clonagem são capazes de replicação em um tipo 

de célula, por exemplo, bactérias e expressão em outro, por exemplo, 

células eucarióticas. Os vetores de clonagem compreendem geralmen-
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te uma ou mais sequências que podem ser utilizadas para a seleção 

de células compreendendo o vetor e/ou um ou mais sítios de clona-

gem múltiplos para inserção de sequências de ácido nucleico de inte-

resse. 

[00070] O termo "vetor de expressão" refere-se a um veículo con-

cebido para permitir a expressão de uma sequência de ácido nucleico 

inserida na sequência de inserção em uma célula hospedeira. A se-

quência de ácido nucleico inserida é colocada em associação operável 

com regiões reguladoras, como descrito acima. 

[00071] Os vetores são introduzidos em células hospedeiras atra-

vés de métodos bem conhecidos na técnica, por exemplo, transfecção, 

eletroporação, microinjeção, transdução, fusão celular, DEAE dextra-

no, precipitação com fosfato de cálcio, lipofecção (fusão de lisosoma), 

utilização de uma pistola de genes, ou um transportador de vetor de 

DNA. 

[00072]  "Cultura", "cultivar" e "cultura", como aqui utilizado, signifi-

cam incubar células sob condições in vitro que permitam o crescimen-

to celular ou divisão ou para manter as células em um estado vivo. "As 

células em cultura", como aqui utilizado, significa células que são pro-

pagadas in vitro. 

[00073] Como aqui utilizado, o termo "polipeptídeo" pretende inclui 

um "polipeptídeo" singular, bem como "polipeptídeos" plurais e refere-

se a uma molécula composta por monômeros (aminoácidos) linear-

mente ligados por ligações de amida (também conhecidas como liga-

ções peptídicas). O termo "polipeptídeo" refere-se a qualquer cadeia 

ou cadeias de dois ou mais aminoácidos, e não se refere a um com-

primento específico do produto. Assim, os peptídeos, os dipeptídeos, 

tripeptídeos, oligopeptídeos, "proteína", "cadeia de aminoácidos", ou 

qualquer outro termo utilizado para se referir a uma cadeia ou cadeias 

de dois ou mais aminoácidos, estão incluídas dentro da definição de 
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"polipeptídeo", e o termo "polipeptídeo" pode ser usado em vez de, ou 

de forma intercambiável com qualquer um destes termos. O termo "po-

lipeptídeo" também tem a intenção de se referir aos produtos de modi-

ficações pós-expressão do polipeptídeo, incluindo, entre outros, glico-

silação, acetilação, fosforilação, amidação, derivatização por grupos 

de proteção/bloqueadores conhecidos, clivagem proteolítica, ou por 

modificação por aminoácidos que não ocorrem de forma natural. Um 

polipeptídeo pode ser derivado de uma fonte biológica singular ou pro-

duzido por tecnologia recombinante, mas não é necessariamente tra-

duzido a partir de uma sequência de ácido nucleico designado. Ele 

pode ser gerado de qualquer modo, incluindo por síntese química. 

[00074] Um polipeptídeo "isolado" ou um fragmento, variante ou de-

rivado do mesmo refere-se a um polipeptídeo que não está no seu 

meio natural. Não é necessário qualquer nível particular de purificação. 

Por exemplo, um polipeptídeo isolado pode simplesmente ser removi-

do do seu ambiente nativo ou natural. Polipeptídeos produzidos de 

forma recombinante e proteínas expressas em células hospedeiras 

são considerados isolados para a finalidade da invenção, como são os 

polipeptídeos nativos ou recombinantes que foram separados, fracio-

nados, ou parcialmente ou substancialmente purificados por qualquer 

técnica adequada. 

[00075] Também incluídos na presente invenção estão os fragmen-

tos ou variantes de polipeptídeos, e qualquer combinação dos mes-

mos. O termo "fragmento" ou "variante" quando se refere aos domínios 

de ligação de polipeptídeos ou moléculas de ligação da presente in-

venção incluem quaisquer polipeptídeos que retêm pelo menos algu-

mas das propriedades (por exemplo, afinidade de ligação ao FcRn pa-

ra um domínio de ligação ao FcRn ou variante Fc, a atividade de coa-

gulação para uma variante FVIII, ou atividade de ligação do FVIII para 

o fragmento de VWF) do polipeptídeo de referência. Fragmentos de 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 46/308



41/292 

  

polipeptídeos incluem fragmentos proteolíticos, bem como fragmentos 

de deleção, além de fragmentos de anticorpos específicos discutidos 

aqui em outro ponto, mas não incluem o polipeptídeo de comprimento 

total de ocorrência natural (ou polipeptídeo maduro). Variantes de do-

mínios de ligação do polipeptídeo ou moléculas de ligação da presente 

invenção incluem fragmentos, como descrito acima, e também polipep-

tídeos com sequências de aminoácidos alteradas devido a substitui-

ções de aminoácidos, deleções ou inserções. As variantes podem ser 

de ocorrência natural ou não natural. As variantes que não ocorrem 

naturalmente podem ser produzidas utilizando técnicas de mutagêne-

se conhecidas na técnica. Os polipeptídeos variantes podem compre-

ender substituições, deleções ou adições de aminoácidos conservado-

ras ou não conservadoras. 

[00076] O termo "fragmento de VWF" ou "fragmentos de VWF" aqui 

utilizado significa qualquer fragmento de VWF que interage com o 

FVIII e retém, pelo menos uma ou mais propriedades que são nor-

malmente fornecidas ao FVIII por VWF de comprimento completo, por 

exemplo, impedindo a ativação prematura do FVIIIa, evitando a proteó-

lise prematura, impedindo a associação com membranas fosfolipídicas 

que poderiam levar a eliminação prematura, a prevenção da ligação 

aos receptores de eliminação do FVIII que podem se ligar ao FVIII nu, 

mas não a FVIII ligado a VWF, e/ou estabilização das interações da 

cadeia pesada e da cadeia leve do FVIII. 

[00077] Uma "substituição de aminoácidos conservadora" é aquela 

em que o resíduo de aminoácido é substituído por um resíduo de ami-

noácido com uma cadeia lateral semelhante. As famílias de resíduos 

de aminoácidos possuindo cadeias laterais semelhantes foram defini-

das na técnica, incluindo cadeias laterais básicas (por exemplo, lisina, 

arginina, histidina), cadeias laterais ácidas (por exemplo, ácido aspár-

tico, ácido glutâmico), cadeias laterais polares sem carga (por exem-
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plo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteína), 

cadeias laterais não polares (por exemplo, alanina, valina, leucina, iso-

leucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais 

beta-ramificadas (por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias 

laterais aromáticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina, triptofano, histi-

dina). Assim, se um aminoácido em um polipeptídeo é substituído por 

outro aminoácido da mesma família de cadeias laterais, a substituição 

é considerada conservadora. Em outra modalidade, uma cadeia de 

aminoácidos pode ser conservadoramente substituída por uma cadeia 

estruturalmente semelhante que difere em ordem e/ou a composição 

dos membros da família de cadeias laterais. 

[00078] Como é conhecido na técnica, "identidade de sequência" 

entre dois polipeptídeos é determinada pela comparação da sequência 

de aminoácidos de um polipeptídeo com a sequência de um segundo 

polipeptídeo. Quando aqui discutido, se qualquer polipeptídeo em par-

ticular é pelo menos cerca de 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 

95%, 99%, ou 100% idêntico a outro polipeptídeo pode ser determina-

da utilizando métodos e programas de computador/software conheci-

dos na técnica, como, entre outros, o programa BESTFIT (Wisconsin 

Sequence Analysis Package, Versão 8 para Unix, Genetics Computer 

Group, University Research Park, 575 Science Drive, Madison, WI 

53711). O programa BESTFIT utiliza o algoritmo de homologia local de 

Smith e Waterman, Advances in Applied Mathematics 2: 482-489 

(1981), para encontrar o melhor segmento de homologia entre duas 

sequências. Quando se utiliza o BESTFIT ou qualquer outro programa 

de alinhamento de sequências para determinar se uma sequência em 

particular é, por exemplo, 95% idêntica a uma sequência de referência 

de acordo com a presente invenção, os parâmetros são ajustados, na-

turalmente, de tal modo que a percentagem de identidade é calculada 

sobre o comprimento total da sequência polipeptídica de referência e 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 48/308



43/292 

  

que as lacunas na homologia de até 5% do número total de aminoáci-

dos na sequência de referência sejam permitidas. 

[00079] Como aqui utilizado, um "aminoácido correspondente a" ou 

um "equivalente de aminoácidos" em uma sequência de VWF ou uma 

sequência de proteína FVIII é identificada por alinhamento para maxi-

mizar a identidade ou semelhança entre uma primeira sequência de 

VWF ou  FVIII e um segundo VWF ou sequência do FVIII. O número 

utilizado para identificar um aminoácido equivalente, com uma segun-

da sequência de VWF ou o FVIII é baseado no número utilizado para 

identificar o aminoácido correspondente na primeira sequência de 

VWF ou o FVIII. 

[00080] Como aqui utilizado, o termo "sítio de inserção do" refere-se 

a uma posição de um polipeptídeo do FVIII, ou fragmento do mesmo, 

variante, ou derivado, que é imediatamente a jusante da posição em 

que uma fração heteróloga pode ser inserida. Um "sítio de inserção" é 

especificado como um número, o número é o número do aminoácido 

em FVIII nativo maduro (SEQ ID NO: 4) para a qual o sítio de inserção 

corresponde, o que é imediatamente N-terminal para a posição da in-

serção. Por exemplo, a frase "a3 compreende uma XTEN em um sítio 

de inserção que corresponde ao aminoácido 1656 da SEQ ID NO: 4" 

indica que a fração heteróloga está localizada entre dois aminoácidos 

correspondentes ao aminoácido 1656 e o aminoácido 1657 da SEQ ID 

NO: 4. 

[00081] A frase "imediatamente a jusante de um aminoácido", como 

aqui utilizada refere-se à posição ao lado direito do grupo carboxil ter-

minal do aminoácido. Da mesma forma, a frase "imediatamente a mon-

tante de um aminoácido" refere-se à posição ao lado direito do grupo 

amina terminal do aminoácido. Portanto, a frase "entre dois aminoáci-

dos de um sítio de inserção" como aqui utilizada refere-se a uma posi-

ção em que é inserida uma XTEN ou qualquer outro polipeptídeo entre 
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dois aminoácidos adjacentes. Assim, as frases "inserido imediatamen-

te a jusante de um aminoácido" e "inserido entre dois aminoácidos de 

um sítio de inserção" são utilizadas como sinônimos com "inserido em 

um sítio de inserção." 

[00082] Os termos "inserido", "é inserido", "inserido em" ou termos 

gramaticalmente relacionados, como aqui utilizados referem-se à posi-

ção de uma XTEN em um polipeptídeo quimérico em relação à posi-

ção análoga no Fator VIII humano maduro nativo. Como aqui utilizado, 

os termos referem-se às características do polipeptídeo FVIII recombi-

nante em relação ao FVIII humano nativo maduro, e não indicam, im-

plicam em ou inferem quaisquer métodos ou processos pelos quais o 

polipeptídeo quimérico foi preparado. Por exemplo, em referência a um 

polipeptídeo quimérico aqui proporcionado, a frase "uma XTEN é inse-

rida imediatamente a jusante do resíduo 745 do polipeptídeo do FVIII" 

significa que o polipeptídeo quimérico compreende uma XTEN imedia-

tamente a jusante de um aminoácido que corresponde ao aminoácido 

745 em Fator VIII humano maduro nativo, por exemplo, delimitado pe-

los aminoácidos correspondentes aos aminoácidos 745 e 746 do Fator 

VIII humano maduro nativo. 

[00083] Uma "fusão" ou proteína "quimérica" compreende uma pri-

meira sequência de aminoácidos ligada a uma segunda sequência de 

aminoácidos com a qual não está naturalmente ligada na natureza. As 

sequências de aminoácidos que normalmente existem em proteínas 

separadas podem ser reunidas no polipeptídeo de fusão, ou as se-

quências de aminoácidos que existem normalmente na mesma proteí-

na pode ser colocadas em um novo arranjo no polipeptídeo de fusão, 

por exemplo, fusão de um domínio do Fator VIII da invenção com um 

domínio Fc de Ig. Uma proteína de fusão é criada, por exemplo, por 

síntese química, ou através da criação e tradução de um polinucleotí-

deo em que as regiões peptídicas são codificadas na relação deseja-
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da. Uma proteína quimérica pode compreender ainda uma segunda 

sequência de aminoácidos associada com a primeira sequência de 

aminoácidos por uma ligação covalente, ligação não peptídica, ou uma 

ligação não covalente. 

[00084] Como aqui utilizado, o termo "meia-vida" refere-se a uma 

meia-vida biológica de um polipeptídeo particular in vivo. A meia-vida 

pode ser representada pelo tempo necessário para que metade da 

quantidade administrada a um sujeito seja eliminada da circulação 

e/ou de outros tecidos do animal. Quando uma curva de eliminação de 

um determinado polipeptídeo é construída como uma função do tem-

po, a curva é geralmente bifásica com uma fase α- rápida e uma fase β 

mais longa. A fase α representa tipicamente um equilíbrio do polipeptí-

deo Fc administrado entre o espaço intra e extra-vascular e é em par-

te, determinada pelo tamanho do polipeptídeo. A fase β representa 

tipicamente o catabolismo do polipeptídeo no espaço intravascular. Em 

algumas modalidades, FVIII e proteínas quiméricas compreendendo 

FVIII são monofásicas, e, portanto, não têm uma fase alfa, mas ape-

nas a fase beta única. Por isso, em certas modalidades, a meia-vida 

do termo como aqui utilizado refere-se à meia-vida do polipeptídeo na 

fase β. A meia-vida de fase β típica de um anticorpo humano em seres 

humanos é de 21 dias. 

[00085] O termo "ligado", como aqui utilizado refere-se a uma pri-

meira sequência de aminoácidos ou sequência de nucleotídeos de 

forma covalente ou não covalentemente unida a uma segunda se-

quência de sequência de aminoácidos ou nucleotídeos, respectiva-

mente. A primeira sequência de aminoácidos ou de nucleotídeos pode 

ser diretamente unida ou justaposta à segunda sequência de aminoá-

cido ou nucleotídeos ou, alternativamente, uma sequência intervenien-

te pode juntar-se covalentemente à primeira sequência com a segunda 

sequência. O termo "ligado" significa não só uma fusão de uma primei-
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ra sequência de aminoácidos a uma segunda sequência de aminoáci-

dos no C-terminal ou em N-terminal, mas também inclui a inserção de 

toda a primeira sequência de aminoácidos (ou a segunda sequência 

de aminoácidos) em quaisquer dois aminoácidos na segunda sequên-

cia de aminoácidos (ou a primeira sequência de aminoácidos, respec-

tivamente). Em uma modalidade, a primeira sequência de aminoácidos 

pode ser ligada a uma segunda sequência de aminoácidos por uma 

ligação peptídica ou um ligante. A primeira sequência de nucleotídeos 

que pode ser ligada a uma segunda sequência de nucleotídeos por 

uma ligação fosfodiéster ou um ligante. O ligante pode ser um peptí-

deo ou um polipeptídeo (para cadeias de polipeptídeos) ou um nucleo-

tídeo ou uma cadeia de nucleotídeos (para cadeias de nucleotídeos) 

ou qualquer fração química (para ambas as cadeias de polipeptídeo e 

de polinucleotídeos). O termo "ligado" também é indicado por um hífen 

(-). 

[00086] Como aqui utilizado, o termo "associado com" refere-se a 

uma ligação covalente ou ligação não covalente formada entre uma 

primeira cadeia de aminoácido e uma segunda cadeia de aminoácidos. 

Em uma modalidade, o termo "associado com" significa uma ligação 

covalente, ligação não peptídica, ou uma ligação não covalente. Esta 

associação pode ser indicada por dois pontos, ou seja, (:). Em outra 

modalidade, isso significa uma ligação covalente, exceto uma ligação 

peptídica. Por exemplo, o aminoácido cisteína compreende um grupo 

tiol que pode formar uma ligação dissulfeto ou uma ponte com um gru-

po tiol de um segundo resíduo de cisteína. Na maioria das moléculas 

de IgG ocorrendo naturalmente, as regiões CH1 e CL estão associa-

das por uma ligação de dissulfeto e as duas cadeias pesadas estão 

associadas por duas ligações dissulfeto nas posições correspondentes 

a 239 e 242 utilizando o sistema de numeração de Kabat (posição 226 

ou 229, sistema de numeração EU). Exemplos de ligações covalentes 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 52/308



47/292 

  

incluem, entre outras, uma ligação peptídica, uma ligação de metal, 

uma ligação de hidrogênio, uma ligação dissulfeto, uma ligação sigma, 

uma ligação pi, uma ligação delta, uma ligação glicosídica, uma liga-

ção agnóstica, uma ligação curvada, uma ligação dipolar, uma Back-

bond Pi, uma ligação dupla, uma ligação tripla, uma ligação quádrupla 

vínculo, ligação quádrupla quíntupla, ligação quádrupla sêxtupla, con-

jugação, hiperconjugação, aromaticidade, hapticidade, ou anti-ligação. 

Exemplos não limitantes de ligação não covalente incluem uma ligação 

iônica (por exemplo, ligação cátion-pi ou ligação sal), uma ligação me-

tal, uma ligação de hidrogênio (por exemplo, ligação di-hidrogênio, 

complexo hidratado, ligação de hidrogênio de baixa barreira, ou liga-

ção de hidrogênio simétrica), força de van der Walls, força dispersão 

London, uma ligação mecânica, um vínculo de halogênio, aurofilicida-

de, intercalação, empilhamento, força entrópica, ou polaridade quími-

ca. 

[00087] O termo "híbrido monômero-dímero" aqui utilizado refere-se 

a uma proteína quimérica compreendendo uma primeira cadeia de po-

lipeptídeos e uma segunda cadeia de polipeptídeos, que estão associ-

ados uns aos outros por uma ligação dissulfeto, em que a primeira ca-

deia compreende um fator de coagulação, por exemplo, Fator VIII, e 

uma primeira região Fc e a segunda cadeia compreende, consiste es-

sencialmente em, ou consiste em uma segunda região Fc sem o fator 

de coagulação. O constructo híbrido monômero-dímero é assim um 

híbrido compreendendo um aspecto monômero possuindo apenas um 

dos fatores de coagulação e um aspecto dímero possuindo duas regi-

ões Fc. 

[00088] Como aqui utilizado, o termo "sítio de clivagem" ou "sítio de 

clivagem enzimática" refere-se a um sítio reconhecido por uma enzima. 

Certos sítios de clivagem enzimáticas compreendem um local de proces-

samento intracelular. Em uma modalidade, um polipeptídeo possui um 
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sítio de clivagem enzimática clivado por uma enzima que é ativada du-

rante a cascata de coagulação, de tal modo que a clivagem de tais lo-

cais ocorre no local da formação do coágulo. Exemplos de tais sítios 

incluem, por exemplo, os que foram reconhecidos pela trombina, Fator 

XIa ou Fator Xa. Sítios de clivagem FXIa exemplificativos incluem, por 

exemplo, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 45) e SVSQTSKLTR (SEQ ID 

NO: 46). Sítios de clivagem de trombina exemplificativos incluem, por 

exemplo, DFLAEGGGVR (SEQ ID NO: 47), TTKIKPR (SEQ ID NO: 

48), LVPRG (SEQ ID NO: 49) e ALRPR (aminoácidos 1 a 5 de SEQ ID 

NO: 50). Outros sítios de clivagem enzimáticos são conhecidos na 

técnica. 

[00089] Como aqui utilizado, o termo "sítio de processamento" ou 

"sítio de processamento intracelular" refere-se a um tipo de sítio de 

clivagem enzimática em um polipeptídeo que é um alvo para as enzi-

mas que funcionam após a tradução do polipeptídeo. Em uma modali-

dade, ditas enzimas funcionam durante o transporte a partir do lúmen 

de Golgi para o compartimento de trans-Golgi. Enzimas de processa-

mento de polipeptídeos intracelulares clivam antes da secreção da 

proteína a partir da célula. Exemplos de ditos sítios de processamento 

incluem, por exemplo, os que são alvo de família de endopeptidases 

PACE/furina (onde PACE é um acrônimo para Enzima de Clivagem de 

Aminoácidos básicos Pareados). Estas enzimas estão localizadas na 

membrana de Golgi e clivam as proteínas no lado do terminal carboxil 

do motif de sequência Arg [qualquer resíduo] - (Lys ou Arg)-Arg. Como 

aqui utilizado, a família "furina" de enzimas inclui, por exemplo, PCSK1 

(também conhecida como PC1/Pc3), PCSK2 (também conhecido co-

mo PC2), PCSK3 (também conhecida como furina ou PACE), PCSK4 

(também conhecido como PC4), PCSK5 (também conhecida como 

PC5 ou PC6), PCSK6 (também conhecida como PACE4), ou PCSK7 

(também conhecida como PC7/LPC, PC8, ou SPC7). Outros sítios de 
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processamento são conhecidos na técnica. 

[00090] Em constructos que incluem mais de um processamento ou 

sítio de clivagem, será entendido que tais locais podem ser iguais ou 

diferentes. 

[00091] O termo "Furina" refere-se às enzimas correspondentes a 

EC N.º 3.4.21.75. A furina é convertase de pró-proteína tipo subtilisina, 

que também é conhecida como PACE (Enzima de Clivagem de Ami-

noácidos básicos Emparelhados). Furina exclui seções de proteínas 

precursoras inativas para convertê-las em proteínas biologicamente 

ativas. Durante o seu transporte intracelular, pró-peptídeo do VWF po-

de ser clivado a partir da molécula de VWF madura por uma enzima 

furina. Em algumas modalidades, furina cliva D1D2 do D'D3 de VWF. 

Em outras modalidades, uma sequência de nucleotídeos que codifica 

furina pode ser expressa juntamente com a sequência de nucleotídeos 

que codifica um fragmento de VWF de modo que os domínios D1D2 

podem ser clivados intracelularmente por furina. 

[00092] Em constructos que incluem mais de um sítio de processa-

mento ou clivagem, será entendido que tais sítios podem ser iguais ou 

diferentes.  

[00093] Um "ligante processável" como aqui utilizado refere-se a 

um ligante que compreende, pelo menos um sítio de processamento 

intracelular, o qual é descrito aqui em outro local. 

[00094] Distúrbios hemostáticos, como aqui utilizado, significam 

uma condição herdada geneticamente ou adquirida caracterizada por 

uma tendência para hemorragia, espontaneamente ou como resultado 

de um trauma, devido a uma diminuição da capacidade ou incapacida-

de para formar um coágulo de fibrina. Exemplos de tais distúrbios in-

cluem a hemofilias. As três formas principais são hemofilia A (deficiên-

cia do Fator VIII), hemofilia B (deficiência do fator IX ou "doença de 

Christmas") e hemofilia C (deficiência do fator XI, tendência de san-
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gramento leve). Outros distúrbios de hemostasia incluem, por exem-

plo, doença de Von Willebrand, a deficiência do fator XI (deficiência 

PTA), deficiência de Fator XII, deficiências ou anormalidades estrutu-

rais em fibrinogênio, protrombina, Fator V, Fator VII, Fator X, ou Fator 

XIII, síndrome de Bernard-Soulier, que é um defeito ou deficiência em 

GPIb. GPIb, o receptor para VWF, pode estar com defeito e levar à 

falta de formação de coágulos primários (hemostasia primária) e ten-

dência de aumento de sangramento), e trombastenia de Glanzman e 

Naegeli (trombastenia de Glanzmann). Em pacientes com insuficiência 

hepática (formas agudas e crônicas), há insuficiente produção de fato-

res de coagulação pelo fígado; isso pode aumentar o risco de sangra-

mento. 

[00095] As moléculas quiméricas da invenção podem ser utilizadas 

profilaticamente. Como aqui utilizado, o termo "tratamento profilático" 

refere-se à administração de uma molécula antes de um episódio he-

morrágico. Em uma modalidade, o sujeito que precisa de um agente 

hemostático geral é submetido, ou está prestes a passar por uma ci-

rurgia. A proteína quimérica da invenção pode ser administrada antes 

ou depois de cirurgia como um profilático. A proteína quimérica da in-

venção pode ser administrada durante ou após a cirurgia para contro-

lar um episódio de sangramento agudo. A cirurgia pode incluir, entre 

outras, transplante do fígado, a ressecção hepática, procedimentos 

dentários, ou transplante de células-tronco. 

[00096] A proteína quimérica da invenção é também usada para 

tratamento sob demanda. O termo "tratamento sob demanda" refere-

se à administração de uma molécula quimérica em resposta aos sin-

tomas de um episódio de sangramento ou antes de uma atividade que 

pode provocar sangramento. Em um aspecto, o tratamento sob de-

manda pode ser dado a um indivíduo quando hemorragia começa, 

como depois de uma lesão, ou quando a hemorragia é esperada, co-
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mo antes da cirurgia. Em outro aspecto, o tratamento sob demanda 

pode ser dado antes da atividade que aumentam o risco de hemorra-

gia, como desportos de contato. 

[00097] Como aqui utilizado, o termo "sangramento agudo" refere-

se a um episódio de sangramento independentemente da causa sub-

jacente. Por exemplo, um sujeito pode ter trauma, uremia, um distúrbio 

de doença hemorrágica hereditária (por exemplo, deficiência do fator 

VII), um distúrbio de plaquetas, ou resistência devido ao desenvolvi-

mento de anticorpos de fatores de coagulação. 

[00098] Tratar, tratamento, tratando, como usado aqui referem-se a, 

por exemplo, redução da gravidade de uma doença ou condição; a re-

dução na duração de um curso da doença; a melhoria de um ou mais 

sintomas associados com uma doença ou condição; o fornecimento de 

um efeito benéfico a um sujeito com uma doença ou condição, sem 

necessariamente a cura da doença ou condição, ou a profilaxia de um 

ou mais sintomas associados com uma doença ou condição. Em uma 

modalidade, o termo "tratar" ou "tratamento" significa a manutenção de 

um nível mínimo de FVIII pelo menos cerca de 1 IU/dL, 2 IU/dL, 3 

IU/dL, 4 IU/dL, 5 IU/dL, 6 IU/dL, 7 IU/dL, 8 IU/dL, 9 IU/dL, 10 IU/dL, 11 

IU/dL, 12 IU/dL, 13 IU/dL, 14 IU/dL, 15 IU/dL, 16 IU/dL, 17 IU/dL, 18 

IU/dL, 19 IU/dL, ou 20 IU/dL em um sujeito por administração de uma 

proteína quimérica ou um fragmento de VWF da invenção. Em outra 

modalidade, o tratamento ou tratar significa a manutenção de um nível 

mínimo do FVIII entre cerca de 1 e cerca de 20 IU/dL, cerca de 2 e 

cerca de 20 IU/dL, cerca de 3 e cerca de 20 IU/dL, cerca de 4 e cerca 

de 20 IU/dL, cerca de 5 e cerca de 20 IU/dL, cerca de 6 e cerca de 20 

IU/dL, cerca de 7 e cerca de 20 IU/dL, cerca de 8 e cerca de 20 IU/dL, 

cerca de 9 e cerca de 20 IU/dL, ou cerca de 10 e cerca de 20 IU/dL. O 

tratamento ou tratar uma doença ou condição pode também incluir a 

manutenção da atividade do FVIII em um sujeito a um nível compará-
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vel com pelo menos cerca de 1%, 2%, 3%, 4%, 5%, 6%, 7%, 8%, 9%, 

10%, 11%, 12%, 13%, 14%, 15%, 16%, 17%, 18%, 19%, ou 20% da 

atividade do FVIII em um sujeito não hemofílico. O nível mínimo ne-

cessário para a o tratamento pode ser medido por um ou mais méto-

dos conhecidos e pode ser ajustado (aumentado ou diminuído) para 

cada pessoa. 

PROTEÍNAS QUIMÉRICAS 

[00099] A presente invenção é dirigida a estender a meia-vida de 

uma proteína do Fator VIII utilizando um fragmento de VWF e uma se-

quência XTEN por prevenção ou inibição de um fator limitante de 

meia-vida do FVIII, ou seja, o VWF endógeno, de se associar com a 

proteína FVIII. VWF endógeno se associa com cerca de 95% a cerca 

de 98% do FVIII em complexos não covalentes. Enquanto VWF endó-

geno é um fator limitante da meia-vida do FVIII, VWF endógeno ligada 

a uma proteína FVIII é também conhecido por proteger o FVIII de vá-

rias maneiras. Por exemplo, o VWF de comprimento total (como um 

multímero possuindo cerca de 250 kDa) pode proteger o FVIII a partir 

de clivagem de protease e de ativação do FVIII, estabiliza a cadeia pe-

sada e/ou cadeia leve de FVIII, e impede a eliminação do FVIII por re-

ceptores limpadores. Mas, ao mesmo tempo, VWF endógeno limita a 

meia-vida do FVIII por prevenção da pinocitose e eliminando o com-

plexo FVIII -VWF a partir do sistema através da via de eliminação de 

VWF. Acredita-se, embora não ligado por uma teoria, que o VWF en-

dógeno é um fator limitante da meia-vida que impede a meia-vida de 

uma proteína FVIII fundida com um extensor de meia-vida de ser mai-

or do que cerca de duas vezes aquela do tipo selvagem do FVIII. Por-

tanto, a presente invenção é dirigida para prevenir ou inibir a interação 

entre VWF endógeno e uma proteína FVIII utilizando um fragmento de 

VWF, aumentando assim a meia-vida da proteína FVIII, utilizando uma 

sequência de XTEN sozinha ou uma sequência XTEN em combinação 
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com uma região constante de Ig ou uma fração da mesma. A sequên-

cia XTEN pode ser ligada à proteína FVIII ou ao fragmento de VWF. A 

proteína FVIII associada com o fragmento de VWF é assim, eliminada 

da circulação mais lentamente por um ou mais receptores de elimina-

ção de VWF e, em seguida, pode ter a extensão pode da meia-vida 

completa da sequência XTEN ou a sequência XTEN em combinação 

de região constante de Ig, como em comparação com tipo selvagem 

do FVIII ou uma proteína FVIII sem o fragmento de VWF. 

[000100] Em uma modalidade, um fragmento de VWF está associa-

do (ou ligado) com a proteína FVIII por uma ligação covalente ou uma 

ligação não covalente. Em alguns casos, no entanto, o bloqueio físico 

ou associação química (por exemplo, ligação não covalente) entre o 

fragmento de VWF e a proteína FVIII pode não ser suficientemente 

forte para proporcionar um complexo estável compreendendo a proteí-

na FVIII e o fragmento de VWF, na presença de VWF endógeno. Por 

exemplo, um fragmento de VWF formando uma ligação covalente com 

uma proteína FVIII sem quaisquer outras ligações podem ser facilmen-

te dissociado in vivo da proteína FVIII na presença de VWF endógeno, 

substituindo o fragmento de VWF (por exemplo, VWF recombinante, 

ou seja, rVWF) com VWF endógeno. Portanto, a proteína FVIII não 

covalentemente ligada ao VWF endógeno poderia passar pela via de 

eliminação de VWF e ser prontamente eliminada do sistema. A fim de 

evitar a dissociação do fragmento de VWF com a proteína FVIII, em 

algumas modalidades, a associação ou a ligação entre a proteína FVIII 

e o fragmento de VWF é uma ligação covalente, por exemplo, uma li-

gação peptídica, um ou mais aminoácidos, ou uma ligação dissulfeto. 

Em certas modalidades, a associação (ou seja, a ligação) entre o ad-

juvante e a fração de proteína FVIII é uma ligação peptídica ou um li-

gante entre a proteína FVIII e o fragmento de VWF ("ligante 

FVIII/VWF"). Exemplos não limitativos do ligante são aqui descritas em 
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outro local. Em algumas modalidades, o fragmento de VWF é um poli-

peptídeo que compreende, que consiste essencialmente em, ou con-

siste em, pelo menos cerca de 10, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 

800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 

1900, 2000, 2500, 3000, 4000 ou aminoácidos. Exemplos não limitati-

vos do fragmento de VWF são aqui descritos em outro local. 

[000101] Em certas modalidades, o fragmento de VWF quimicamen-

te (por exemplo, não covalente) liga-se a ou fisicamente bloqueia um 

ou mais sítios de ligação de VWF em uma proteína FVIII. O sítio de 

ligação de VWF em uma proteína FVIII está localizado dentro do do-

mínio A3 ou domínio C2 da proteína FVIII. Em ainda outras modalida-

des, o sítio de ligação de VWF em uma proteína FVIII está localizado 

dentro do domínio A3 e domínio C2. Por exemplo, o sítio de ligação de 

VWF em uma proteína FVIII pode corresponder aos aminoácidos 1669 

a 1689 e/ou 2303 a 2332 de SEQ ID NO: 4 [FVIII maduro de compri-

mento completo]. 

[000102] A invenção também proporciona uma proteína quimérica 

(compreendendo uma proteína FVIII e um fragmento de VWF) com-

preendendo ainda uma ou mais sequências de XTEN, que fornecem 

propriedades adicionais de extensão da meia-vida. As uma ou mais 

sequências de XTEN podem ser inseridas no interior da proteína FVIII 

ou o fragmento de VWF ou ligadas ao N-terminal ou o C-terminal da 

proteína FVIII ou o fragmento de VWF. A invenção também inclui uma 

proteína FVIII ligada a uma sequência XTEN (uma primeira fração que 

estende a meia-vida) e uma região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (uma segunda fração que estende a meia-vida), de modo que 

as duas frações que estendem a meia-vida estendem a meia-vida da 

proteína FVIII por dois mecanismos diferentes. 

[000103] Em algumas modalidades, uma proteína quimérica com-

preende uma proteína FVIII ligada a uma primeira região constante de 
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Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, um primeiro parceiro de li-

gação ao FcRn), um fragmento de VWF ligado a uma segunda região 

constante de Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, um segundo 

parceiro de ligação ao FcRn), e uma ou mais sequências de XTEN in-

seridas ou ligadas à proteína FVIII ou o fragmento de VWF, em que o 

fragmento de VWF impede o fator limitante da meia-vida do FVIII (por 

exemplo, VWF endógeno) de ligação à proteína FVIII, em que as pri-

meira e segunda regiões constantes de Ig ou frações das mesmas 

formam uma ligação covalente, por exemplo, uma ligação dissulfeto, e 

as uma ou mais sequências de XTEN estendem a meia-vida da prote-

ína FVIII. 

[000104] Em certas modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende uma proteína FVIII ligada a um fragmento de VWF 

por um ligante opcional (ou seja, ligante FVIII/VWF) e uma ou mais 

sequências de XTEN inseridas ou ligadas à proteína FVIII ou o frag-

mento de VWF, em que o fragmento de VWF impede o fator limitante 

da meia-vida do FVIII (por exemplo, o VWF endógeno) de se ligar à 

proteína FVIII e as uma ou mais sequências XTEN estendem a meia-

vida da proteína FVIII. Em um aspecto, o ligante opcional (ligante 

FVIII/VWF) compreende um motif de reconhecimento sortase. Em ou-

tro aspecto, o ligante opcional (ligante FVIII/VWF) compreende um sí-

tio clivável. Exemplos da ligante de clivagem (isto é um ligante conten-

do um ou mais sítios de clivagem) são aqui descritas em outro local. 

[000105] A proteína quimérica da presente invenção inclui, entre ou-

tros: 

(1) um fragmento de VWF que compreende um domínio D’ 

e um domínio D3, uma sequência XTEN, e FVIII, em que a sequência 

XTEN está ligada ao fragmento de VWF; 

(2) uma proteína FVIII, uma sequência XTEN, e uma região 

constante de Ig ou uma fração da mesma, em que a proteína FVIII é 
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ligada a uma sequência XTEN e região constante de Ig ou a uma fra-

ção da mesma, ou 

(3) uma proteína FVIII, uma sequência XTEN, e um frag-

mento de VWF, em que a sequência XTEN está ligada à proteína FVIII 

no C-terminal ou no N-terminal ou inserido imediatamente a jusante de 

um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou mais sítios de inserção 

de XTEN) do FVIII, e o fragmento de VWF e proteína FVIII estão asso-

ciadas umas com as outras. 

(1) Fragmento de Fator de Von Willebrand (VWF) ligado a XTEN, e FVIII 

[000106] A presente invenção é dirigida a uma proteína quimérica 

compreendendo (i) um fragmento de VWF compreendendo um domí-

nio D’ e um domínio D3 de VWF, (ii) uma sequência de XTEN, e (iii) 

uma proteína FVIII, em que (i), (ii) e (iii) são ligados ou associados 

com cada outro. O fragmento de VWF ligado à sequência XTEN, como 

uma parte de uma proteína quimérica na presente invenção, associa-

se com a proteína FVIII, prevenindo assim ou inibindo a interação en-

tre VWF endógeno e a proteína FVIII. Em certas modalidades, o frag-

mento de VWF, o qual é capaz de prevenir ou inibir a ligação da prote-

ína FVIII com VWF endógeno, pode ao mesmo tempo ter pelo menos 

uma propriedade de proteção do FVIII tipo o VWF. Exemplos de pro-

priedades de proteção de FVIII tipo VWF incluem, entre outros, prote-

ção do FVIII da clivagem por protease e ativação do FVIII, estabilizan-

do a cadeia pesada e/ou a cadeia leve do FVIII, e impedindo a elimi-

nação do FVIII por receptores limpadores. Como resultado, o fragmen-

to de VWF pode impedir a eliminação da proteína FVIII através da via 

de eliminação de VWF, reduzindo assim a eliminação do FVIII a partir 

do sistema circulatório. Em algumas modalidades, os fragmentos de 

VWF da presente invenção ligam-se a, ou estão associados a uma 

proteína do FVIII e/ou fisicamente ou quimicamente bloqueiam o sítio 

de ligação de VWF na proteína FVIII. A proteína FVIII associada com o 
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fragmento de VWF é assim, eliminada da circulação mais lentamente, 

em comparação com a de tipo selvagem do FVIII ou o FVIII não asso-

ciado com o fragmento de VWF. 

[000107] Em uma modalidade, a invenção é dirigida a uma proteína 

quimérica compreendendo (i) um fragmento de VWF que compreende 

o domínio D’ e o domínio D3 de VWF, (ii) uma sequência de XTEN, e 

(iii) uma proteína FVIII, em que a sequência XTEN está ligada ao fra-

gmento de VWF (por exemplo, (a1) V-X ou (a2) X-V, em que V com-

preende um fragmento de VWF e X compreende uma sequência de 

XTEN), e o fragmento de VWF está ligado ou associado com a proteí-

na FVIII. Em outra modalidade, o fragmento de VWF e a sequência 

XTEN podem ser ligados por um ligante (por exemplo, (a3) V-L-X ou 

(a4) X-L-V) ou uma ligação peptídica. O ligante pode ser um ligante 

clivável, por exemplo, um ligante clivável por trombina, que pode ser 

clivado no sítio de coagulação. Em outras modalidades, o fragmento 

de VWF, a sequência XTEN, e a proteína FVIII são colocadas em uma 

única cadeia de polipeptídeos. Em ainda outras modalidades, a proteí-

na quimérica compreende duas cadeias de polipeptídeos, uma primei-

ra cadeia que compreende o fragmento de VWF e a sequência XTEN 

e uma segunda cadeia compreendendo a proteína FVIII. Em ainda ou-

tras modalidades, a proteína quimérica compreende três cadeias de 

polipeptídeos, uma primeira cadeia que compreende o fragmento de 

VWF e a sequência XTEN, uma segunda cadeia compreendendo uma 

cadeia leve do FVIII e uma terceira cadeia compreendendo uma ca-

deia pesada do FVIII, em que a primeira cadeia e a segunda cadeia 

são associadas umas com as outras (por exemplo, ligação covalente, 

por exemplo, ligação dissulfeto), e a segunda corrente e a terceira cor-

rente são associadas umas com as outras (por exemplo, ligação de 

metal). Em ainda outras modalidades, a sequência XTEN pode ser li-

gada ao N-terminal ou o C-terminal do fragmento de VWF ou inserida 
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imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos do fragmento de 

VWF. 

[000108] Em certas modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende uma fórmula compreendendo: 

(a) V-X-FVIII,  

(b) FVIII-X-V, 

(c) V-X:FVIII,  

(d) X-V :FVIII,  

(e) FVIII:V-X,  

(f) FVIII:X-V, ou 

(a5) X-V-FVIII,  

em que V compreende um fragmento de VWF, 

 X compreende uma ou mais sequências de XTEN, 

 FVIII compreende uma proteína FVIII; 

 (-) representa uma ligação peptídica ou um ou mais amino-

ácidos; e 

 (:) é uma associação química ou uma associação física. Em 

uma modalidade, (:) representa uma associação química, por exemplo, 

pelo menos uma ligação não peptídica. Em outra modalidade, a asso-

ciação química, isto é (:) é uma ligação covalente. Em outras modali-

dades, a associação química, isto é (:) é uma interação não covalente, 

por exemplo, uma interação iônica, uma interação hidrofóbica, uma 

interação hidrofílica, uma interação de Van der Waals, ou uma ligação 

de hidrogênio. Em outras modalidades, (:) é uma ligação covalente 

não peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) é uma ligação peptídi-

ca. Em ainda outras modalidades, (:) representa uma associação física 

entre duas sequências, em que uma fração de uma primeira sequência 

está em estreita proximidade a uma segunda sequência de tal modo 

que a primeira sequência protege ou bloqueia uma fração da segunda 

sequência de interagir com outra fração e, além disso, que esta asso-
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ciação física é mantida, sem permitir que a segunda sequência interaja 

com outras frações. A orientação das fórmulas polipeptídicas aqui refe-

ridas é a partir de N-terminal (esquerda) para C-terminal (à direita). Por 

exemplo, a fórmula V-X-FVIII significa fórmula NH2-V-X-FVIII-COOH. 

Em uma modalidade, as fórmulas aqui descritas podem compreender 

quaisquer sequências adicionais entre as duas frações. Por exemplo, 

a fórmula V-X-FVIII pode ainda compreender quaisquer sequências na 

região N-terminal de V entre V e X, entre X e  FVIII, ou em C-terminal 

do FVIII, a menos que especificado de outra forma. Em outra modali-

dade, o hífen (-) indica uma ligação peptídica. 

[000109] Em outras modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende uma fórmula compreendendo: 

(a) V(X1)-X2-FVIII,  

(b)  FVIII-X2-V(X1), 

(c) V(X1):FVIII,  

(d) FVIII:V(X1), ou  

(a5) X2-V(X1)-FVIII,  

em que V (X1) compreende um fragmento de VWF e uma primeira se-

quência XTEN (X1), em que a sequência XTEN é inserida imediata-

mente a jusante de um ou mais aminoácidos do fragmento de VWF, 

 X2 compreende uma ou mais sequências XTEN opcionais, 

 FVIII compreende uma proteína FVIII; 

 (-) é uma ligação peptídica ou um ou mais aminoácidos; e 

 (:) é uma associação química ou uma associação física. 

[000110] Em algumas modalidades, uma proteína quimérica que 

compreende (i) um fragmento de VWF que compreende um domínio D’ 

e um domínio D3 de VWF, (ii) uma sequência de XTEN, (iii) uma prote-

ína FVIII, (iv) um primeiro ligante opcional, e (v) um segundo ligante 

opcional, em que a sequência XTEN está ligada ao fragmento de VWF 

e/ou à proteína FVIII pelo ligante. Em determinadas modalidades, uma 
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proteína quimérica compreende uma fórmula compreendendo: 

(b1) V-L1-X-L2-FVIII,  

(b2) FVIII-L2-X-L1-V,  

(b3) V-L1-X:FVIII, 

(b4) X-L1-V:FVIII, 

(b5) FVIII:V-L1-X,  

(b6) FVIII:X-L1-V,  

(b7) X-L1-V-L2-FVIII, ou  

(b8) FVIII-L2-V-L1-X,  

em que V compreende um fragmento de VWF, 

 X compreende uma ou mais sequências de XTEN, 

 FVIII compreende uma proteína FVIII, 

 L1 compreende um primeiro ligante opcional, por exemplo, 

um primeiro ligante clivável, 

 L2 compreende um segundo ligante opcional, por exemplo, 

um segundo ligante clivável ou um ligante processável opcional; 

 (-) é uma ligação peptídica ou um ou aminoácidos; e 

 (:) é uma associação química ou uma associação física. Em 

uma modalidade, (:) representa uma associação química, por exemplo, 

pelo menos uma ligação não peptídica. Em outra modalidade, a asso-

ciação química, isto é (:) é uma ligação covalente. Em outras modali-

dades, a associação química, isto é (:) é uma interação não covalente, 

por exemplo, uma interação iônica, uma interação hidrofóbica, uma inte-

ração hidrofílica, uma interação de Van der Waals, ou uma ligação de 

hidrogênio. Em outras modalidades, (:) é uma ligação covalente não pep-

tídica. Em ainda outras modalidades, (:) é uma ligação peptídica. Em 

ainda outras modalidades, (:) representa uma associação física entre du-

as sequências, em que uma fração de uma primeira sequência está em 

estreita proximidade a uma segunda sequência de tal modo que a pri-

meira sequência protege ou bloqueia uma fração da segunda sequên-
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cia de interagir com outra fração molecular, e ainda que esta associa-

ção física é mantida, sem permitir que a segunda sequência interaja 

com outras frações. A orientação das fórmulas polipeptídicas aqui refe-

rida é a partir de N-terminal (esquerda) para C-terminal (à direita). Por 

exemplo, a fórmula (b1) V-L1-X-L2-FVIII significa fórmula NH2-V-L1-X-

L2-FVIII-COOH. Em uma modalidade, as fórmulas aqui descritas po-

dem compreender quaisquer sequências adicionais entre as duas fra-

ções. Em outra modalidade, o hífen (-) indica uma ligação peptídica. 

[000111] Outro aspecto da presente invenção é proporcionar uma 

proteína quimérica FVIII tendo reduzida ou nenhuma interação com 

um fator limitante de meia-vida do FVIII, por exemplo, o VWF endóge-

no, e ao mesmo tempo maximizar a meia-vida da proteína FVIII utili-

zando uma sequência XTEN (um primeiro extensor de meia-vida) em 

combinação com um segundo extensor de meia-vida ou uma fração de 

fornecimento de uma ligação covalente entre a proteína FVIII e o fra-

gmento de VWF, por exemplo, uma região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma. Em uma modalidade, uma proteína quimérica da in-

venção compreende (i) um fragmento de VWF que compreende um 

domínio D’ e um domínio D3 de VWF, (ii) uma sequência de XTEN, (iii) 

uma proteína FVIII, e (iv) uma região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (também aqui referida como F), em que (1) o fragmento de 

VWF está ligado à sequência de XTEN por um ligante opcional, por 

exemplo, um ligante clivável, (2) o fragmento de VWF está associado 

com, ou ligado à proteína FVIII por um ligante adicional opcional, por 

exemplo, um ligante clivável, e (3) uma região constante de Ig ou uma 

fração da mesma é ligada ao fragmento de VWF, a sequência XTEN, 

ou a proteína FVIII. Em outra modalidade, uma proteína quimérica da 

invenção compreende (i) um fragmento de VWF que compreende um 

domínio D’ e um domínio D3 de VWF, (ii) uma sequência de XTEN, (iii) 

uma proteína FVIII, (iv) uma região constante de Ig ou uma fração da 
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mesma (F1 ou uma primeira região constante de Ig ou uma fração da 

mesma), e (v) uma região constante de Ig adicional ou uma fração da 

mesma (F2 ou uma segunda região constante de Ig ou uma fração da 

mesma), em que (1) o fragmento de VWF é ligado à sequência de 

XTEN por um ligante opcional, por exemplo, um ligante clivável, (2) a 

sequência XTEN ou o fragmento de VWF é ligada à região constante 

de Ig ou uma fração da mesma, (3) o FVIII é ligado à região constante 

de Ig adicional ou uma fração da mesma, e (4) a região constante de 

Ig ou uma fração da mesma está associada ou ligada à região cons-

tante de Ig adicional ou uma fração da mesma. Em uma modalidade, a 

associação ou a ligação entre as duas regiões constantes de Ig ou 

uma fração da mesma é uma ligação covalente, por exemplo, uma li-

gação dissulfeto. Em outra modalidade, a associação ou a ligação en-

tre as duas regiões constantes de Ig ou uma fração da mesma é um 

ligante processável, em que o ligante é processável intracelularmente 

processado por uma protease. Por exemplo, a proteína quimérica 

compreende uma fórmula compreendendo: 

(g) V-L2-X-L1-F1: FVIII-L3-F2; 

(h) V-L2-X-L1-F1:F2-L3-FVIII;  

(i) F-L1-X-L2-V: FVIII-L3-F2;  

(j) F-L1-X-L2-V:F2-L3-FVIII;  

(k) V-L2-X-L1-F1-L4-FVIII-L3-F2;  

(l) F2-L3-FVIII-L4-F1-L1-X-L2-V;  

(m) FVIII-L2-F2-L4-V-L2-X-L1-F1; ou  

(n) F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-FVIII, 

em que V compreende um fragmento de VWF, 

 cada um de L1 e L3 compreende um ligante opcional, 

 L2 compreende um ligante opcional, por exemplo, um ligan-

te clivável, 

 L4 é um ligante opcional, por exemplo, um ligante proces-
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sável 

 FVIII compreende uma proteína FVIII, 

 X compreende uma ou mais sequências de XTEN, 

 F1 compreende uma região constante de Ig opcional ou 

uma fração da mesma, 

 F2 compreende uma região constante de Ig opcional adici-

onal ou uma fração da mesma; 

 (-) é uma ligação peptídica ou um ou mais aminoácidos; e 

 (:) é uma associação química ou uma associação física. 

[000112] Em algumas modalidades, a proteína FVIII em quaisquer 

constructos ou fórmulas aqui descritos podem compreender ainda pelo 

menos uma, pelo menos duas, pelo menos três, pelo menos quatro, 

pelo menos cinco, ou pelo menos seis sequências XTEN, cada uma 

das sequências XTEN inserida imediatamente a jusante de um ou 

mais aminoácidos na proteína FVIII ou ligadas ao N-terminal ou o C-

terminal da proteína FVIII. Os exemplos não limitativos dos sítios de 

inserção XTEN são divulgados em outro local aqui. 

[000113] Em uma modalidade, (:) representa uma associação quími-

ca, por exemplo, pelo menos uma ligação não peptídica. Em outra 

modalidade, a associação química, isto é (:) é uma ligação covalente. 

Em outras modalidades, a associação química, isto é (:) é uma intera-

ção não covalente, por exemplo, uma interação iônica, uma interação 

hidrofóbica, uma interação hidrofílica, uma interação de Van der 

Waals, ou uma ligação de hidrogênio. Em outras modalidades, (:) é 

uma ligação covalente não peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) 

é uma ligação peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) representa 

uma associação física entre duas sequências, em que uma fração de 

uma primeira sequência está em estreita proximidade a uma segunda 

sequência de tal modo que a primeira sequência protege ou bloqueia 

uma fração da segunda sequência de interagir com outra fração e, além 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 69/308



64/292 

  

disso, que esta associação física é mantida, sem permitir que a segunda 

sequência interaja com outras frações. A orientação das fórmulas poli-

peptídicas aqui referidas é a partir de N-terminal (esquerda) à C-

terminal (à direita). Por exemplo, a fórmula (n) F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-

FVIII significa fórmula NH2-F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-FVIII-COOH. Em 

uma modalidade, as fórmulas aqui descritas podem compreender 

quaisquer sequências adicionais entre as duas frações. Em outra mo-

dalidade, o hífen (-) indica uma ligação peptídica. 

[000114] Em uma modalidade, uma ou ambas de região constante 

de Ig ou uma fração da mesma (por vezes aqui indicado por "F" ou 

"F1") e a região constante de Ig adicional ou uma fração da mesma 

(por vezes aqui indicado por "F2") ligada ao fragmento de VWF ou a 

proteína FVIII pode estender a meia-vida do fragmento de VWF, a pro-

teína FVIII, ou ambos. Em outra modalidade, um par de regiões cons-

tantes de Ig ou uma fração da mesma (por vezes aqui indicado por "F" 

ou "F1") e a região constante de Ig adicional ou uma fração da mesma 

(por vezes aqui indicado por "F2"), cada uma das que estão ligadas ao 

fragmento de VWF e proteína FVIII, proporciona uma ligação mais for-

te do que a ligação não covalente entre a proteína FVIII e o fragmento 

de VWF, ou seja, uma ligação covalente, por exemplo, uma ligação 

dissulfeto, prevenindo assim VWF endógeno de substituir o fragmento 

de VWF in vivo. F1 ou F2 podem compreender uma região Fc ou um 

parceiro de ligação FcRn. Em outras modalidades, um ou ambos de 

F1 e F2 ligados ao fragmento de VWF e/ou a proteína FVIII formam 

uma ligação covalente (por exemplo, uma ligação dissulfeto) entre F1 

e F2, colocando assim o fragmento de VWF e proteína FVIII em estrei-

ta proximidade para evitar a interação da proteína FVIII com o frag-

mento de VWF. Em algumas modalidades, F1 e F2 são iguais ou dife-

rentes. Exemplos de F1 e F2 não limitativos podem ser selecionados a 

partir do grupo que consiste em um domínio CH1, um domínio CH2, 
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um domínio CH3, um domínio CH4, um domínio de dobradiça, quais-

quer fragmentos funcionais, derivados ou os seus análogos, e duas ou 

mais de suas combinações. Em uma modalidade, F1, F2, ou ambos 

compreendem pelo menos um domínio CH1, pelo menos um domínio 

CH2, pelo menos um domínio CH3, pelo menos um domínio CH4, ou 

fragmentos funcionais, derivados ou os análogos dos mesmos. Em 

outra modalidade, F1, F2, ou ambos compreendem pelo menos um 

domínio de dobradiça ou fração do mesmo e pelo menos um domínio 

CH2 ou uma fração do mesmo (por exemplo, na orientação dobradiça-

CH2).Em outras modalidades, F1, F2, ou ambos compreendem pelo 

menos um domínio CH2 ou fração do mesmo e pelo menos um domí-

nio CH3 ou uma fração do mesmo (por exemplo, na orientação CH2-

CH3). Exemplos da combinação incluem, entre outros, um domínio 

CH2, um domínio CH3, e um domínio em dobradiça, que também são 

conhecidos como uma região Fc (ou domínio Fc), por exemplo, uma 

primeira região Fc ou um primeiro parceiro de ligação ao FcRn para F1 

e uma segunda região Fc ou um segundo parceiro de ligação FcRn 

para F2. Em outras modalidades, F1 está ligada ao fragmento de VWF 

por um ligante, e/ou F2 é ligado à proteína FVIII por um ligante. Em 

algumas modalidades, F1 e F2/ou compreendem, consistem essenci-

almente em, ou consistem em uma região de dobradiça. Outros exem-

plos não limitativos das regiões Fc ou os parceiros de ligação ao FcRn 

são aqui descritas em outro local. 

[000115] Em determinadas modalidades, uma proteína quimérica da 

invenção compreende duas cadeias de polipeptídeos, uma primeira 

cadeia de polipeptídeos compreende, que consiste essencialmente 

em, ou consiste em um fragmento de VWF que compreende um domí-

nio D’ e um domínio D3, uma sequência XTEN, uma primeira região 

constante de Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, uma primeira 

região Fc), e um ligante opcional entre o fragmento de VWF e a se-
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quência XTEN ou a sequência XTEN ou a primeira região constante 

de Ig ou uma fração da mesma e uma segunda cadeia de polipeptí-

deos que compreende, que consiste essencialmente em, ou que con-

siste em uma proteína FVIII e uma segunda região constante de Ig ou 

uma fração da mesma (por exemplo, uma segunda região Fc). O ligan-

te entre o fragmento de VWF e a primeira região constante de Ig ou 

uma fração da mesma pode ser um ligante clivável, por exemplo, um 

ligante clivável por trombina, que pode ser clivada no sítio de coagula-

ção. Em algumas modalidades, a primeira cadeia de polipeptídeos e a 

segunda cadeia de polipeptídeos estão associadas uma com a outra. 

A associação entre a primeira cadeia e a segunda de cadeia impede a 

substituição da primeira cadeia que compreende o fragmento de VWF 

com VWF endógeno in vivo. Em uma modalidade, a associação entre 

a primeira cadeia e a segunda cadeia pode ser uma ligação covalente. 

Em uma modalidade particular, a ligação covalente é uma ligação dis-

sulfeto. Em algumas modalidades, a proteína FVIII na segunda cadeia 

compreende ainda uma ou mais sequências de XTEN ligadas ao C-

terminal ou N-terminal da proteína FVIII ou inseridas imediatamente a 

jusante de um ou mais aminoácidos (por exemplo, pelo menos um sítio 

de inserção aqui) na proteína FVIII divulgada. Os exemplos não limitati-

vos dos sítios de inserção encontram-se descritos em outras partes aqui. 

[000116] Em outras modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende três cadeias de polipeptídeos, em que uma primeira 

cadeia de polipeptídeos compreende, consiste essencialmente em, ou 

consiste em uma cadeia pesada de uma proteína FVIII, uma segunda 

cadeia de polipeptídeos compreende, consiste essencialmente em, ou 

consiste em uma cadeia leve de uma proteína FVIII fundida com uma 

primeira região constante de Ig ou uma fração da mesma (por exem-

plo, uma primeira região Fc), e uma terceira cadeia de polipeptídeos 

compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em um frag-
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mento de VWF que compreende um domínio D’ e um domínio D3, uma 

sequência XTEN, uma segunda região constante de Ig ou uma fração 

da mesma (por exemplo, uma segunda região Fc), e um ligante opcio-

nal entre a sequência XTEN e a segunda região constante de Ig ou 

uma fração da mesma ou fragmento de VWF e a sequência XTEN. O 

ligante na terceira cadeia pode ser um ligante clivável, que é clivado no 

local de coagulação, por exemplo, um sítio de clivagem da trombina. Em 

algumas modalidades, a cadeia pesada do FVIII ou a cadeia leve de 

FVIII está ligada a uma ou mais sequências de XTEN, que podem ser 

ligadas ao N-terminal, C-terminal, ou inseridas dentro de um ou mais 

sítios de inserção no interior da sequência do FVIII. Os exemplos não 

limitativos dos sítios de inserção estão descritos em outro local aqui. 

[000117] Ainda em outras modalidades, uma proteína quimérica da 

invenção compreende duas cadeias de polipeptídeos, uma primeira 

cadeia de polipeptídeos que compreende, que consiste essencialmen-

te em, ou consiste em uma cadeia pesada de uma proteína FVIII e 

uma segunda cadeia de polipeptídeos que compreende, que consiste 

essencialmente em, ou que consiste em uma cadeia leve de uma pro-

teína FVIII, uma primeira região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (por exemplo, uma primeira região Fc), um primeiro ligante 

(por exemplo, um ligante processável, que contém um ou mais sítios 

de clivagem de protease que compreende um ou mais sítios intracelu-

lares de processamento), um fragmento de VWF, um segundo ligante 

(por exemplo, um ligante clivável por trombina), uma sequência de 

XTEN, e uma segunda região constante de Ig ou uma fração da mes-

ma (por exemplo, uma segunda região Fc), em que a cadeia leve da 

proteína FVIII está ligada à primeira região constante de Ig ou uma 

fração da mesma (por exemplo, a primeira região Fc), que é posteri-

ormente ligada ao fragmento de VWF pelo primeiro ligante, e em que o 

fragmento de VWF está ligado à sequência de XTEN, que é ainda li-

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 73/308



68/292 

  

gada à segunda região constante de Ig ou uma fração da mesma pelo 

segundo ligante. Em certas modalidades, o primeiro ligante é um ligan-

te processável, e o segundo ligante é um ligante clivável. Na expres-

são, a proteína quimérica pode ser processada por uma enzima de 

processamento intracelular, que cliva o ligante processável, e, assim, a 

proteína quimérica pode compreender, consistir essencialmente de, ou 

consiste em três cadeias de polipeptídeos. Além disso, o fragmento de 

VWF pode ser clivado no sítio de coagulação devido ao ligante clivável. 

[000118] Em certas modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende uma cadeia de polipeptídeos, que compreende uma 

proteína FVIII de cadeia única, uma primeira região constante de Ig ou 

uma fração da mesma (por exemplo, uma primeira região Fc), um pri-

meiro ligante (por exemplo, um ligante processável), um fragmento de 

VWF, uma sequência XTEN, um segundo ligante (por exemplo, um 

ligante clivável por trombina), e uma segunda região constante de Ig 

ou uma fração da mesma (por exemplo, uma segunda região Fc), em 

que a proteína FVIII de cadeia simples está ligada à primeira região 

constante de Ig ou uma fração da mesma, que está também ligada ao 

fragmento de VWF pelo primeiro ligante, e o fragmento de VWF está 

ligado à sequência de XTEN, o qual é posteriormente ligada à segun-

da região constante de Ig ou a uma fração da mesma. Em uma moda-

lidade, o fragmento de VWF e a sequência XTEN estão ligados pelo 

segundo ligante. Em outra modalidade, a sequência XTEN e a segun-

da região constante de Ig ou uma fração da mesma está ligada pelo 

segundo ligante. Em outras modalidades, a segunda cadeia compre-

ende ainda um terceiro ligante. A cadeia de polipeptídeos única pode 

compreender, assim, o fragmento de VWF ligado à sequência XTEN 

pelo segundo ligante e a XTEN ligada à segunda região constante de 

Ig ou uma fração da mesma pelo terceiro ligante. O segundo ligante e 

a terceira região de ligação podem ser idênticos ou diferentes. Em 
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uma modalidade, o primeiro ligante é um ligante processável. Em outra 

modalidade, o segundo ligante ou o terceiro ligante é um ligante clivá-

vel que compreende um ou dois sítios cliváveis. Em uma modalidade 

específica, o segundo ligante é um ligante clivável por trombina. Os 

ligantes úteis para a invenção são aqui descritas em outro local. 

(2) FVIII, XTEN, e Fc 

[000119] Uma proteína quimérica da invenção também compreende 

(i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência de XTEN (um primeiro ex-

tensor de meia-vida), e (iii) uma região constante de Ig ou uma fração 

da mesma (um segundo extensor de meia-vida), em que a sequência 

XTEN está ligada à proteína FVIII por um ligante opcional e a região 

constante de Ig ou uma fração da mesma por um ligante adicional op-

cional. A sequência XTEN e a região constante de Ig ou uma fração da 

mesma podem ser usados em conjunto para estender a meia-vida da 

proteína FVIII. Em uma modalidade, a proteína quimérica é um monô-

mero. Em outra modalidade, a proteína quimérica é um dímero (um 

homodímero ou um heterodímero). 

[000120] A presente invenção também é dirigida a uma proteína 

quimérica compreendendo (i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência 

de XTEN, (iii) uma região constante de Ig ou uma fração da mesma 

(ou seja, uma primeira região constante de Ig ou uma fração da mes-

ma, "F", ou "F1"), e (iv) uma região constante de Ig adicional ou uma 

fração da mesma (ou seja, uma segunda região constante de Ig ou 

uma fração da mesma ou "F2"). Em uma modalidade, a sequência 

XTEN está ligada à proteína FVIII no C-terminal ou o N-terminal ou 

inserida imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos na pro-

teína FVIII (por exemplo, um ou mais sítios de inserção de XTEN), a 

proteína FVIII está ligada à primeira região constante de Ig ou uma 

fração da mesma, e a primeira região constante de Ig ou uma fração 

da mesma e a segunda região constante de Ig ou uma fração da 
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mesma estão associadas com, ou ligadas entre si por um ligante opci-

onal. Em certos aspectos, a proteína quimérica é um híbrido de mo-

nômero-dímero, o qual compreende uma primeira cadeia de polipeptí-

deos e uma segunda cadeia de polipeptídeos, em que a primeira ca-

deia de polipeptídeos compreende uma proteína FVIII, uma sequência 

XTEN, e uma primeira região constante de Ig ou uma fração da mes-

ma, e a segunda cadeia de polipeptídeos compreende, consiste es-

sencialmente em, ou consiste em uma segunda região constante de Ig 

ou uma fração da mesma, sem a proteína FVIII e em que a primeira 

cadeia e da segunda cadeia são associadas umas com as outras. A 

associação entre a região constante de Ig ou uma fração da mesma 

(por exemplo, primeira região Fc) e a região constante de Ig adicional 

ou uma fração da mesma (por exemplo, uma segunda região Fc) é 

uma associação química ou uma associação física. Em certas modali-

dades, a associação química é uma ligação covalente. Em outras mo-

dalidades, a associação química é uma interação não covalente, por 

exemplo, uma interação iônica, uma interação hidrofóbica, uma intera-

ção hidrofílica, uma interação de Van der Waals, ou uma ligação de 

hidrogênio. Em outras modalidades, a associação é uma ligação cova-

lente não peptídica. Em ainda outras modalidades, a associação é 

uma ligação peptídica. 

[000121] Em outros aspectos, a proteína quimérica é uma cadeia de 

polipeptídeos única compreendendo uma proteína FVIII, uma sequên-

cia XTEN, uma primeira região constante de Ig ou uma fração da 

mesma, um ligante, por exemplo, um ligante processável, e uma se-

gunda região constante de Ig ou uma fração da mesma, em que a ca-

deia de polipeptídeos única é processada após expressão por uma 

enzima intracelular e torna-se duas cadeias de polipeptídeos. 

[000122] Em uma modalidade, a região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma (por vezes aqui indicado por "F" ou "F1") ligada à prote-
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ína FVIII pode estender a meia-vida da proteína FVIII, juntamente com 

a sequência de XTEN. Em outra modalidade, a região constante de Ig 

ou uma fração da mesma ("F" ou "F1") é uma região Fc ou um parceiro 

de ligação ao FcRn aqui descrito em outro local. 

[000123] Em outras modalidades, a região constante de Ig ou a uma 

fração adicional da mesma (por vezes aqui indicada por "F2" ou uma 

segunda região constante de Ig ou uma fração da mesma) associada 

com, ou ligada à primeira região constante de Ig ou uma fração da 

mesma também pode estender a meia-vida da proteína FVIII. Em ou-

tras modalidades, a segunda região constante de Ig ou uma fração da 

mesma ("F2") juntamente com a primeira região constante de Ig ou 

uma fração da mesma e a sequência XTEN podem estender a meia-

vida da proteína FVIII. A região constante de Ig adicional ou uma fra-

ção da mesma pode ser uma região Fc ou um parceiro de ligação ao 

FcRn aqui descrito em outro local. 

[000124] Em certas modalidades, a segunda região constante de Ig 

ou uma fração da mesma associada com a primeira região constante 

de Ig ou uma fração da mesma é ainda ligada a um fragmento de VWF 

aqui descrito em outro local e uma sequência XTEN opcional. 

[000125] Em algumas modalidades, uma ou ambas de região cons-

tante de Ig ou uma fração da mesma ("F" ou "F1" ou uma primeira re-

gião constante de Ig ou uma fração da mesma) e uma região constan-

te de Ig adicional ou uma fração da mesma (ou seja, uma segunda re-

gião constante de Ig ou uma fração da mesma ou "F2") (indicadas nes-

te parágrafo como " regiões constantes de Ig frações das mesmas) 

podem incluir, entre outros, um domínio CH1, um domínio CH2, um 

domínio CH3, um domínio CH4, um domínio de dobradiça, quaisquer 

fragmentos funcionais, derivados ou os análogos dos mesmos ou duas 

ou mais combinações. Em uma modalidade, a região constante de Ig 

ou uma fração da mesma compreende pelo menos um domínio CH1, 
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pelo menos um domínio CH2, pelo menos um domínio CH3, pelo me-

nos um domínio CH4, ou fragmentos, derivados funcionais, ou análo-

gos dos mesmos. Em outra modalidade, a região constante de Ig ou a 

uma fração da mesma compreende pelo menos um domínio de dobra-

diça ou fração da mesma e pelo menos um domínio CH2 ou uma fra-

ção do mesmo (por exemplo, na orientação dobradiça-CH2). Em ou-

tras modalidades, o domínio constante de Ig ou fração do mesmo 

compreende pelo menos um domínio CH2 ou fração do mesmo e pelo 

menos um domínio CH3 ou uma fração do mesmo (por exemplo, na 

orientação CF2-CH3). Exemplos de combinação incluem, entre outros, 

um domínio CH2, um domínio CH3, e um domínio de dobradiça, que 

também são conhecidos como uma região Fc (ou o domínio Fc), por 

exemplo, primeira região Fc. Exemplos adicionais de regiões constan-

tes de Ig ou fração das mesmas são aqui descritos em outro local. 

[000126] A proteína quimérica da invenção pode ter uma meia-vida 

estendida da proteína FVIII em comparação com tipo selvagem do 

FVIII. Em uma modalidade, a meia-vida da proteína FVIII é estendida 

pelo menos cerca de 1,5 vezes, pelo menos cerca de 2 vezes, pelo 

menos cerca de 2,5 vezes, pelo menos cerca de 3 vezes, pelo menos 

cerca de 4 vezes, pelo menos cerca de 5 vezes, pelo menos cerca de 

6 vezes, pelo menos cerca de 7 vezes, pelo menos cerca de 8 vezes, 

pelo menos cerca de 9 vezes, pelo menos cerca de 10 vezes, pelo 

menos cerca de 11 vezes, ou pelo menos cerca de 12 vezes maior do 

que a meia-vida de tipo selvagem do FVIII. Em outra modalidade, a 

meia-vida da proteína FVIII é pelo menos cerca de 10 horas, pelo me-

nos cerca de 11 horas, pelo menos cerca de 12 horas, pelo menos 

cerca de 13 horas, pelo menos cerca de 14 horas, pelo menos cerca 

de 15 horas, pelo menos cerca de 16 horas, pelo menos cerca de 17 

horas, pelo menos cerca de 18 horas, pelo menos cerca de 19 horas, 

pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos cerca de 21 horas, pelo 
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menos cerca de 22 horas, pelo menos cerca de 23 horas, pelo menos 

cerca de 24 horas, pelo menos cerca de 36 horas, pelo menos cerca 

de 48 horas, pelo menos cerca de 60 horas, pelo menos cerca de 72 

horas, pelo menos cerca de 84 horas, pelo menos cerca de 96 horas, 

ou pelo menos cerca de 108 horas. 

(3) FVIII, XTEN e VWF 

[000127] Em um aspecto, a proteína quimérica da presente invenção 

compreende (i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência de XTEN, e (iii) 

um fragmento de VWF que compreende um domínio D’ e um domínio 

D3 de VWF, em que a proteína FVIII é ligada à sequência XTEN e em 

que a proteína FVIII está associada com, ou ligada aos o fragmento de 

VWF. Em uma modalidade, o fragmento de VWF da proteína quiméri-

ca aqui descrita não é capaz de se ligar a um receptor de eliminação 

de VWF. Em outra modalidade, o fragmento de VWF é capaz de pro-

teger a proteína FVIII a partir de uma ou mais clivagens pela protease, 

protegendo a proteína FVIII da ativação, estabilizando a cadeia pesa-

da e/ou cadeia leve da proteína FVIII, ou impedindo eliminação da pro-

teína FVIII por um ou mais receptores limpadores. Em outras modali-

dades, o fragmento de VWF impede ou inibe a ligação do VWF endó-

geno ao sítio de ligação de VWF na proteína FVIII. O sítio de ligação 

de VWF pode ser localizado no domínio A3 ou o domínio C2 da prote-

ína FVIII ou ambos domínio A3 e o domínio C2. Em uma modalidade 

específica, o sítio de ligação de VWF compreende a sequência de 

aminoácidos correspondente aos aminoácidos 1669 a 1689 e/ou ami-

noácidos 2303 a 2332 de SEQ ID NO: 2. 

[000128] Em outro aspecto, uma proteína quimérica que compreende 

(i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência XTEN, (iii) um fragmento de 

VWF, que compreende um domínio D’ e um domínio D3 de VWF, e (iv) 

uma região constante de Ig ou uma fração da mesma, em que a se-

quência XTEN está ligada à proteína FVIII no C- terminal ou N-terminal 
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ou inserido imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos (por 

exemplo, um ou mais sítios de inserção XTEN aqui descritos) na prote-

ína FVIII, o fragmento de VWF está ligado ou associado com a proteí-

na FVIII ou a sequência XTEN, e a região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma está ligada à proteína FVIII, a sequência XTEN, o fra-

gmento de VWF, ou quaisquer combinações dos mesmos. A região 

constante de Ig ou uma fração da mesma útil para as proteínas quimé-

ricas da presente invenção é descrita em outros locais aqui. Em uma 

modalidade, a região constante de Ig ou uma fração da mesma é ca-

paz de estender a meia-vida de uma proteína FVIII. Em outra modali-

dade, a região constante de Ig ou a uma fração da mesma compreen-

de uma primeira região Fc ou um primeiro parceiro de ligação ao 

FcRn. Em ainda outras modalidades, a região constante de Ig ou uma 

fração da mesma está ligada à proteína FVIII por um ligante opcional. 

Em ainda outras modalidades, o ligante compreende um ligante clivá-

vel. A proteína quimérica pode ser uma única cadeia de polipeptídeos, 

isto é um monômero (isto é uma única cadeia), contendo (i), (ii), (iii) e 

(iv) ou duas cadeias contendo uma primeira cadeia que compreende 

(i) e (ii) e uma segunda cadeia compreendendo (iii) e (iv). Em outros 

aspectos, a proteína quimérica é um dímero (por exemplo, um homodí-

mero ou um heterodímero). Em uma modalidade, a proteína quimérica 

compreende duas cadeias, cada uma compreendendo (i), (ii), (iii) e (iv). 

[000129] Em certas modalidades, uma proteína quimérica compre-

ende (i) uma proteína FVIII, (ii) uma sequência de XTEN, (iii) um frag-

mento de VWF, que compreende um domínio D’ e um domínio D3 de 

VWF, (iv) uma região constante de Ig ou uma fração da mesma (por 

vezes também indicado como "F", "uma primeira região constante de 

Ig ou uma fração da mesma, ou "F2"), e (v) uma região constante de Ig 

adicional ou uma fração da mesma (por vezes também indicado como 

"F2" ou "uma segunda região constante de Ig ou uma fração da mes-
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ma), em que (1) a proteína FVIII é ligada à sequência de XTEN na ex-

tremidade C-terminal ou N-terminal da proteína FVIII ou inserida ime-

diatamente a jusante de um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou 

mais sítios de inserção XTEN aqui descritos) na proteína FVIII, (2) ou 

a sequência XTEN ou a proteína FVIII é ligada à região constante de 

Ig ou uma fração da mesma, (3) o fragmento de VWF está ligado à se-

gunda região constante de Ig ou uma fração da mesma, e (4) a região 

constante de Ig ou a uma fração da mesma está associada com a se-

gunda região constante de Ig ou uma fração da mesma. Em uma mo-

dalidade, a região constante de Ig ou uma fração da mesma ligada à 

proteína de FVII ou a sequência XTEN é ainda ligada ao fragmento de 

VWF por um ligante, por exemplo, um ligante processável. Em outra 

modalidade, a região constante de Ig adicional ou uma fração da 

mesma útil para as proteínas quiméricas da invenção pode ainda ser 

ligada à proteína FVIII ou a região constante de Ig ou uma fração da 

mesma por um ligante opcional, por exemplo, um ligante processável. 

Em algumas modalidades, um par de região constante de Ig ou uma 

fração da mesma e a região constante de Ig adicional ou uma fração 

da mesma, cada uma das quais está ligada ao fragmento de VWF e 

proteína FVIII, proporciona uma ligação mais forte do que a ligação 

não covalente entre a proteína FVIII e o fragmento de VWF, ou seja, 

uma ligação covalente, por exemplo, uma ligação dissulfeto, prevenin-

do assim VWF de substituir o fragmento de VWF in vivo. Em outras 

modalidades, uma ou ambas da região constante de Ig ou uma fração 

da mesma e a região constante de Ig adicional ou uma fração da 

mesma são capazes de estender a meia-vida da proteína FVIII ou o 

fragmento de VWF. Em outras modalidades, a região constante de Ig 

adicional ou uma fração da mesma compreende uma região Fc ou um 

segundo parceiro de ligação ao FcRn. A região constante de Ig ou 

uma fração da mesma e a região constante de Ig adicional ou uma fra-
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ção da mesma nas proteínas quiméricas são idênticas ou diferentes. 

[000130] Em certas modalidades, a região constante de Ig ou uma 

fração da mesma e a região constante de Ig adicional ou uma fração 

da mesma estão associadas por uma associação química ou uma as-

sociação física. Em uma modalidade, a associação química, isto é, (:) 

é pelo menos uma ligação não peptídica. Em certas modalidades, a 

associação química, isto é, (:) é uma ligação covalente. Em outras 

modalidades, a associação química, isto é, (:) é uma interação não co-

valente, por exemplo, uma interação iônica, uma interação hidrofóbica, 

uma interação hidrofílica, uma interação de Van der Waals, ou uma 

ligação de hidrogênio. Em outras modalidades, (:) é uma ligação cova-

lente não peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) é uma ligação 

peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) representa uma associa-

ção física entre duas sequências, em que uma fração de uma primeira 

sequência está em estreita proximidade a uma segunda sequência de 

tal modo que a primeira sequência protege ou bloqueia uma fração da 

segunda sequência de interagir com outra fração. Em algumas moda-

lidades, a associação entre a região constante de Ig ou uma fração da 

mesma e a região constante de Ig adicional ou uma fração da mesma 

pode ser uma ligação covalente, por exemplo, uma ligação dissulfeto, 

que impede a substituição do fragmento de VWF ou polipeptídeo que 

contém o fragmento de VWF com VWF endógeno. Por conseguinte, 

impedir a interação entre a proteína FVIII e VWF endógeno reduz ou 

elimina este fator limitante de meia-vida para a proteína FVIII, e assim, 

a meia-vida da proteína FVIII é expandida em comparação com uma 

proteína FVIII, sem a proteína de VWF ou tipo selvagem do FVIII. 

[000131] Em outros aspectos, uma proteína quimérica compreende 

uma fórmula compreendendo 

(1) FVIII(X1)-L1-F1:V-L2-X2-L3-F2;  

(2) FVIII(X1)-L1-F1:F2-L3-X2-L2-V;  
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(3) F1-L1-FVIII(X1): V-L2-X2-L3-F2;  

(4) F1-L1-FVIII(X1); F2-L3-X2-L2-V;  

(5) FVIII(X1)-L1-F1-L4-V-L2-X2-L3-F2;  

(6) FVIII(X1)-L1-F1-L4-F2-L3-X2-L2-V;  

(7) F1-L1-FVIII(X1)-L4- V-L2-X2-L3-F2, ou  

(8) F1-L1-FVIII(X1)-L4- F2-L3-X2-L2-V,  

em que o FVIII(X1) compreende uma proteína FVIII e uma ou mais se-

quências de XTEN, em que a uma ou mais sequência XTEN estão li-

gadas ao N-terminal ou C-terminal da proteína FVIII ou inseridas ime-

diatamente a jusante de um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou 

mais sítios de inserção XTEN aqui divulgados) na proteína FVIII; 

cada um de L1, L2, L3 ou compreende um ligante opcional, por exem-

plo, um ligante clivável; 

 L4 é um ligante, por exemplo, um ligante processável; 

 X2 compreende uma ou mais sequências opcionais XTEN; 

 F1 compreende uma região constante de Ig ou uma fração 

da mesma; 

 F2 compreende uma região constante de Ig opcional adici-

onal ou uma fração da mesma, e 

 V compreende um fragmento do VWF; 

 (-) é uma ligação peptídica ou um ou mais aminoácidos; e 

 (:) compreende uma associação química ou uma associa-

ção física. Em uma modalidade, (:) representa uma associação quími-

ca, por exemplo, pelo menos uma ligação não peptídica. Em outra 

modalidade, a associação química, isto é, (:) é uma ligação covalente. 

Em outras modalidades, a associação química, isto é, (:) é uma intera-

ção não covalente, por exemplo, uma interação iônica, uma interação 

hidrofóbica, uma interação hidrofílica, uma interação de Van der 

Waals, ou uma ligação de hidrogênio. Em outras modalidades, (:) é 

uma ligação covalente não peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 83/308



78/292 

  

é uma ligação peptídica. Em ainda outras modalidades, (:) representa 

uma associação física entre duas sequências, em que uma fração de 

uma primeira sequência está em estreita proximidade a uma segunda 

sequência de tal modo que a primeira sequência protege ou bloqueia 

uma fração da segunda sequência de interagir com outra fração e, 

além disso, que esta associação física é mantida, sem permitir que a 

segunda sequência interaja com outras frações. A orientação das fórmu-

las polipeptídicas aqui referida é a partir de N-terminal (esquerda) para C-

terminal (à direita). Por exemplo, a fórmula V-X-FVIII significa fórmula 

NH2-V-X-FVIII -COOH. Em uma modalidade, as fórmulas aqui descritas 

podem compreender quaisquer sequências adicionais entre as duas fra-

ções. Por exemplo, a fórmula V-X-FVIII pode ainda compreender quais-

quer sequências na região N-terminal de V entre V e X, entre X e o 

FVIII, ou em C-terminal do FVIII, a menos que especificado de outra 

forma. Em outra modalidade, o hífen (-) indica uma ligação peptídica. 

[000132] Em um aspecto, a proteína quimérica compreende duas 

cadeias de polipeptídeos, (a) uma primeira cadeia compreende (i) uma 

proteína FVIII de cadeia simples (ii) uma sequência de XTEN, e (iii) 

uma primeira região constante de Ig ou uma fração da mesma, por 

exemplo, uma primeira região Fc ou parceiro de ligação ao FcRn, em 

que a sequência XTEN está ligada à proteína FVIII no N-terminal ou C-

terminal ou inserida imediatamente a jusante de um ou mais aminoáci-

dos da proteína FVIII (por exemplo, um ou mais sítios de inserção de 

XTEN aqui revelados) e a primeira região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma é ligada à sequência de XTEN quando a sequência 

XTEN está ligada à proteína FVIII no N-terminal ou ao C-terminal ou 

da proteína FVIII, quando a sequência XTEN é inserida dentro da pro-

teína FVIII, e (b) uma segunda cadeia compreendendo (iv) um fragmento 

de VWF que compreende um domínio D’ e um domínio D3, (v) um ligan-

te, e (vi) uma segunda região constante de Ig ou uma fração da mesma, 
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por exemplo, uma segunda região Fc ou um segundo parceiro de ligação 

ao FcRn, em que o fragmento de VWF está ligado ao ligante, por exem-

plo, um ligante clivável, o qual é posteriormente ligada à segunda região 

constante de Ig ou uma fração da mesma, e em que a primeira cadeia 

de polipeptídeos e a segunda cadeia de polipeptídeo estão associadas 

uma com a outra, por exemplo, uma ligação covalente, por exemplo, 

uma ligação dissulfeto. Em uma modalidade, o ligante é um ligante cli-

vável aqui descrito em outro local, por exemplo, um ligante clivável por 

trombina. Em algumas modalidades, a segunda cadeia compreende 

uma ou mais sequências entre XTEN (iv) e (v) ou (v) e (vi). 

[000133] Em outros aspectos, a proteína quimérica compreende uma 

cadeia de polipeptídeos que compreende (i) uma proteína FVIII de ca-

deia única (ii) uma sequência de XTEN, (iii) uma primeira região cons-

tante de Ig ou uma fração da mesma, por exemplo, uma primeira regi-

ão Fc ou um primeiro parceiro de ligação ao FcRn, (iv) um primeiro 

ligante, (v) um fragmento de VWF que compreende um domínio D’ e 

um domínio D3, (vi) um segundo ligante, e (vii) uma segunda região 

constante de Ig ou uma fração da mesma, por exemplo, uma segunda 

região Fc ou um segundo parceiro de ligação ao FcRn, em que (i) a 

(vii) estão ligados na ordem ou em qualquer ordem. Em uma modali-

dade, o primeiro ligante é um ligante processável, que pode ser clivado 

intracelularmente ou processado após expressão e torna a cadeia de 

polipeptídeos única em duas cadeias de polipeptídeos. Em outra mo-

dalidade, o segundo ligante é um ligante clivável aqui descrito, por 

exemplo, um ligante clivável por trombina. A sequência XTEN aqui uti-

lizada pode ser ligada à proteína FVIII por um ligante opcional no N-

terminal ou C-terminal da proteína FVIII ou inserido imediatamente a 

jusante de um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou mais sítios 

de inserção em XTEN) na proteína FVIII. 

[000134] Em certos aspectos, uma proteína quimérica compreende 
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três cadeias de polipeptídeos, (A) uma primeira cadeia de polipeptí-

deos compreende (i) uma cadeia pesada de uma proteína FVIII e (ii) 

uma sequência de XTEN, que estão ligadas umas às outras e (b) uma 

segunda cadeia de polipeptídeos compreendendo (iii) uma cadeia leve 

da proteína FVIII e (iv) uma primeira região constante de Ig ou uma 

fração da mesma, por exemplo, uma primeira região Fc ou um primeiro 

parceiro de ligação ao FcRn, que estão ligados uns aos outros, e (c) 

uma terceira cadeia de polipeptídeos compreendendo (v) um fragmen-

to de VWF compreendendo um domínio D’ e um domínio D3, (vi) um 

ligante, e (vii) uma segunda região constante de Ig ou uma fração da 

mesma, por exemplo, uma segunda região Fc ou um segundo parceiro 

de ligação ao FcRn, em que a segunda cadeia está associada com a 

primeira cadeia e a terceira cadeia. Em uma modalidade, a associação 

entre a primeira cadeia e a segunda cadeia é uma associação química 

ou uma associação física. Por exemplo, a associação entre a primeira 

e a segunda cadeia de cadeia pode ser uma ligação de metal. Em ou-

tra modalidade, a associação entre a segunda cadeia e a terceira ca-

deia é também uma associação química ou uma associação física, por 

exemplo, uma ligação covalente ou uma ligação não covalente. Em 

certas modalidades, a associação entre a segunda cadeia e a terceira 

cadeia é através de ambas as regiões constantes de Ig ou uma fração 

da mesma e uma ponte de dissulfeto. A ligação entre a segunda ca-

deia e a terceira cadeia previne ou inibe a ligação da proteína FVIII 

com VWF endógeno, evitando assim que a proteína FVIII seja elimina-

da pela via de eliminação de VWF. Em algumas modalidades, o ligante 

é um ligante processável, que é clivado intracelularmente após a ex-

pressão em uma célula hospedeira. A sequência XTEN aqui utilizada 

está ligada à proteína FVIII por um ligante opcional no N-terminal ou 

no C-terminal da proteína FVIII ou inserido imediatamente a jusante de 

um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou mais sítios de inserção 
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XTEN) na proteína FVIII. 

[000135] Em certas modalidades, o fragmento de VWF está direta-

mente ligado à proteína FVIII, que compreende uma ou mais XTENs, 

por uma ligação peptídica ou um ligante. Como um modo de ligar o 

fragmento de VWF e proteína FVIII, em que uma ou mais XTENs são 

inseridas ou ligadas, através de uma ligação direta (por exemplo, uma 

ligação peptídica) ou um ligante, uma ligação enzimática (por exemplo, 

sortase) pode ser empregue. Por exemplo, sortase refere-se a um 

grupo de enzimas procarióticas que modificam proteínas de superfície 

através do reconhecimento e clivagem de um sinal de ordenação do 

terminal carboxil. Para a maioria dos substratos de enzimas sortase, o 

sinal de reconhecimento consiste no motif LPXTG (Leu-Pro-qualquer-

Thr-Gly (SEQ ID NO: 51), em seguida, uma sequência transmembra-

nar altamente hidrofóbica, em seguida, um conjunto de resíduos bási-

cos, como arginina. A clivagem ocorre entre o Thr e Gly, com a ligação 

transitória através do resíduo de Thr para resíduo de Cys do sítio ativo 

de um parceiro de ligação, seguido por transpeptidação que liga a pro-

teína covalentemente à parede da célula. Em algumas modalidades, o 

parceiro de ligação contém Gly(n). Em outras modalidades, a proteína 

quimérica compreende ainda um motif de reconhecimento sortase. Em 

algumas modalidades, o fragmento de VWF está ligado ao FVIII, com-

preendendo uma ou mais XTENs inseridas dentro ou ligadas a utili-

zando sortase mediada em ligação de proteínas in vitro. 

[000136] Em uma modalidade, um fragmento de VWF ligado a um 

motif de reconhecimento sortase por um ligante opcional pode ser fun-

dido com uma proteína FVIII ligada a Gly (n) por um sortase, em que n 

pode ser qualquer número inteiro e em que uma ou mais XTENs são 

inseridas dentro ou ligadas à proteína FVIII. Um constructo de ligação 

compreende o fragmento de VWF (porção N-terminal do constructo) e 

da proteína FVIII, em que uma ou mais XTENs são inseridas ou ligadas 
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(fração terminal-C do constructo), em que o motif de reconhecimento sor-

tase é inserido dentre. Outro constructo de ligação compreende o frag-

mento de VWF (fração N-terminal do constructo, ligante, motif de reco-

nhecimento sortase, e a proteína FVIII, em que uma ou mais XTENs são 

inseridas ou ligadas (fração de terminal-C do constructo). Em outra mo-

dalidade, uma proteína FVIII ligada a um motif de reconhecimento sor-

tase por um ligante opcional pode ser fundida com um fragmento de 

VWF ligado a Gly (n) por um sortase, em que n é um número inteiro 

qualquer. Um constructo de ligação resultante compreende a proteína 

FVIII(fração N-terminal do constructo), em que uma ou mais XTENs são 

inseridas ou ligadas, e o fragmento de VWF (fração C-terminal do cons-

tructo), em que o motif de reconhecimento sortase é inserido dentre. Ou-

tro constructo de ligação resultante compreende a proteína FVIII(fração 

N-terminal do constructo), em que uma ou mais XTENs são inseridas ou 

ligadas, o ligante, o motif de reconhecimento sortase, e o fragmento de 

VWF (fração de C-terminal do constructo). Em outras modalidades, um 

fragmento de VWF ligado a um motif de reconhecimento sortase por um 

primeiro ligante opcional pode ser fundido com uma fração heteróloga, 

por exemplo, uma região constante de imunoglobulina ou uma fração da 

mesma, por exemplo, uma região Fc, ligada a um sítio de clivagem de 

trombina por um segundo ligante opcional. Um constructo resultante po-

de compreender o fragmento de VWF (fração N-terminal), o primeiro li-

gante, o motif de reconhecimento sortase, o sítio de clivagem de pro-

tease, o segundo ligante opcional, e a fração heteróloga. 

[000137] Em algumas modalidades, o fragmento de VWF está asso-

ciado com a proteína FVIII. A associação entre o fragmento de VWF e 

proteína FVIII pode ser uma associação química ou uma associação 

física. A associação química pode ser uma interação não covalente, 

por exemplo, uma interação iônica, uma interação hidrofóbica, uma 

interação hidrofílica, uma interação de Van der Waals, ou uma ligação 
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de hidrogênio. Em ainda outras modalidades, a associação entre a 

proteína FVIII e fragmento de VWF é uma associação física entre duas 

sequências, por exemplo, devido a uma associação adicional entre a 

sequência possuindo a proteína FVIII e a sequência possuindo o frag-

mento de VWF, em que uma fração de um primeira sequência está em 

estreita proximidade a uma segunda sequência de tal modo que a pri-

meira sequência protege ou bloqueia uma fração da segunda sequên-

cia de interagir com outra fração molecular. 

[000138] Como resultado da prevenção ou inibição da interação de 

VWF endógeno com a proteína FVIII pelo fragmento de VWF, a proteína 

quimérica aqui descrita tem uma meia-vida estendida em comparação 

com tipo selvagem do FVIII ou a proteína quimérica correspondente sem 

o fragmento de VWF. Em uma modalidade, a meia-vida da proteína FVIII 

é estendida pelo menos cerca de 1,5 vezes, pelo menos cerca de 2 ve-

zes, pelo menos cerca de 2,5 vezes, pelo menos cerca de 3 vezes, pelo 

menos cerca de 4 vezes, pelo menos cerca de 5 vezes, pelo menos cer-

ca de 6 vezes, pelo menos cerca de 7 vezes, pelo menos cerca de 8 ve-

zes, pelo menos cerca de 9 vezes, pelo menos cerca de 10 vezes, pelo 

menos cerca de 11 vezes, ou pelo menos cerca de 12 vezes mais do que 

uma proteína FVIII sem fragmento de VWF. Em outra modalidade, a 

meia-vida da proteína FVIII é pelo menos cerca de 10 horas, pelo menos 

cerca de 11 horas, pelo menos cerca de 12 horas, pelo menos cerca de 

13 horas, pelo menos cerca de 14 horas, pelo menos cerca de 15 horas, 

pelo menos cerca de 16 horas, pelo menos cerca de 17 horas, pelo me-

nos cerca de 18 horas, pelo menos cerca de 19 horas, pelo menos cerca 

de 20 horas, pelo menos cerca de 21 horas, pelo menos cerca de 22 ho-

ras, pelo menos cerca de 23 horas, pelo menos cerca de 24 horas, pelo 

menos cerca de 36 horas, pelo menos cerca de 48 horas, pelo menos 

cerca de 60 horas, pelo menos cerca de 72 horas, pelo menos cerca de 

84 horas, pelo menos cerca de 96 horas, ou pelo menos cerca de 108 
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horas. Em uma modalidade particular, a meia-vida da proteína FVIII é 

estendida pelo menos 10 horas, pelo menos cerca de 11 horas, pelo me-

nos cerca de 12 horas, pelo menos cerca de 13 horas, pelo menos cerca 

de 14 horas, pelo menos cerca de 15 horas, pelo menos cerca de 16 ho-

ras, pelo menos cerca de 17 horas, pelo menos cerca de 18 horas, pelo 

menos cerca de 19 horas, pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos 

cerca de 21 horas, pelo menos cerca de 22 horas, pelo menos cerca de 

23 horas, pelo menos cerca de 24 horas, pelo menos cerca de 25 horas, 

pelo menos cerca de 26 horas, ou pelo menos cerca de 27 horas em 

camundongos HemA. 

A) Fragmentos Fator de von Willebrand (vWF)  

[000139] VWF (também conhecido como F8VWF) é uma glicoproteí-

na grande multimérica presente no plasma sanguíneo e constitutiva-

mente produzido no endotélio (nos corpos de Weibel-Palade), megaca-

riócitos (α-grânulos de plaquetas), e tecido conjuntivo subendotelial. O 

monômero básico VWF é uma proteína de 2813 aminoácidos. Cada mo-

nômero contém um número de domínios específicos com uma função 

específica, o domínio D’/D3 (que se liga ao Fator VIII), o domínio A1 (que 

se liga ao receptor de plaquetas GPIb, heparina, e/ou, eventualmente, 

colágeno), o domínio A3 (que se liga ao colágeno), o domínio C1 (em 

que o domínio de RGD se liga à integrina de plaqueta IIbβ3 quando 

este é ativado), e o domínio "nó de cisteína" na extremidade C- termi-

nal final da proteína (cujo VWF compartilha com o fator de crescimento 

derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-β 

(TGFβ) e gonadotrofina β-coriônica humana (βHCG). 

[000140] O termo "um fragmento de VWF" como aqui utilizado inclui, 

entre outros, fragmentos de VWF funcionais compreendendo um do-

mínio D’ e um domínio D3, que são capazes de inibir a ligação do 

VWF endógeno a FVIII. Em uma modalidade, o fragmento de VWF li-

ga-se à proteína FVIII. Em outra modalidade, o fragmento de VWF 
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bloqueia o sítio de ligação do VWF na proteína FVIII, inibindo assim a 

interação da proteína FVIII com VWF endógeno. Os fragmentos VWF 

incluem derivados, variantes, mutantes, ou análogos que retêm estas 

atividades de VWF. 

[000141] A sequência de aminoácidos 2813 monômero para o VWF 

humano é relatada como Número de Acessão _NP_000543.2_no Gen-

bank. A sequência de nucleotídeos que codifica para o VWF humano é 

relatada como o Número de Acessão em _NM_000552.3_ no Genbank. 

A sequência de nucleotídeos de VWF humano é designada como SEQ 

ID NO: 1. SEQ ID NO: 2 é a sequência de aminoácidos codificada pela 

SEQ ID NO: 1. Cada domínio de VWF está listado na Tabela 1. 

TABELA 1. Sequências VWF 
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[000142] O fragmento de VWF como aqui utilizado pode ser um fra-

gmento que compreende um domínio D1 e um domínio D3 de VWF, 
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em que o fragmento de VWF liga-se ao Fator VIII (FVIII) e inibe a liga-

ção de VWF endógeno (VWF de comprimento completo) para o FVIII. 

O fragmento de VWF que compreende o domínio D’ e o domínio D3 

pode ainda compreender um domínio de VWF selecionado a partir do 

grupo que consiste em um domínio A1, um domínio A2, um domínio 

A3, um domínio D1, um domínio D2, um domínio D4, uma domínio B1, 

um domínio B2, um domínio B3, um domínio C1, um domínio C2, um 

domínio CK, um ou mais fragmentos dos mesmos, e quaisquer combi-

nações dos mesmos. Em uma modalidade, um fragmento de VWF 

compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em: (1) os do-

mínios D’ e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; (2) os domínios 

D1, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; (3) os domínios D2, 

D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; (4) os domínios D1, D2, 

D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; ou (5) os domínios D1, 

D2, D’, D3, e A1 de VWF ou fragmentos dos mesmos. O fragmento de 

VWF aqui descrito não contém um sítio de ligação para um receptor de 

eliminação de VWF. Em outra modalidade, o fragmento de VWF aqui 

descrito não é os aminoácidos 764 a 1274 da SEQ ID NO: 2. O frag-

mento de VWF da presente invenção pode compreender quaisquer 

outras sequências ligadas ou fundidas com o fragmento de VWF. Por 

exemplo, um fragmento de VWF aqui descrito pode ainda compreen-

der um peptídeo de sinal. 

[000143] Em uma modalidade, o fragmento de VWF liga-se a, ou es-

tá associada com uma proteína FVIII. Ao ligar-se ou associar com uma 

proteína FVIII, um fragmento de VWF da invenção protege FVIII da 

protease de clivagem e ativação do FVIII, estabiliza a cadeia pesada e 

cadeia leve do FVIII, e impede eliminação do FVIII por receptores lim-

padores. Em outra modalidade, o fragmento de VWF liga-se a ou se 

associa com uma proteína FVIII e bloqueia ou impede a ligação da 

proteína FVIII ao fosfolipídeo e proteína C ativada por prevenção ou 
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inibição da ligação da proteína FVIII com VWF endógeno, de compri-

mento completo, o fragmento de VWF da invenção reduz a eliminação 

do FVIII por receptores de eliminação de VWF e, portanto, estende a 

meia-vida da proteína FVIII. Em uma modalidade, a extensão da meia-

vida de uma proteína FVIII é assim devido à ligação de ou associação 

com o fragmento de VWF desprovido de um sítio de ligação ao recep-

tor de eliminação VWF à proteína FVIII e blindando ou protegendo a 

proteína FVIII pelo fragmento de VWF do VWF endógeno, o qual con-

tém o sítio de ligação do receptor de eliminação de VWF. A proteína 

FVIII ligada ou protegida pelo fragmento de VWF também pode permi-

tir a reciclagem de uma proteína FVIII. Ao eliminar os sítios de ligação 

ao receptor da via de eliminação de VWF contidos na molécula de 

VWF de comprimento completo, os heterodímeros do FVIII/VWF da 

invenção são protegidos a partir da via de eliminação de VWF, que se 

estende além da meia-vida do FVIII. 

[000144] Em uma modalidade, um fragmento de VWF da presente 

invenção compreende domínio D’ e o domínio D3 de VWF, em que o 

domínio D’ é, pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 

97%, 98%, 99%, ou 100% idêntico aos aminoácidos 764 a 866 da 

SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF impede a ligação do VWF 

a FVIII endógeno. Em outra modalidade, um fragmento de VWF com-

preende o domínio D’ e o domínio D3 de VWF, em que o domínio D3 é 

pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 

ou 100% idêntica aos aminoácidos 867 a 1240 da SEQ ID NO: 2, em 

que o fragmento de VWF impede a ligação do VWF endógeno a FVIII. 

Em algumas modalidades, um fragmento de VWF aqui descrito com-

preende, consiste essencialmente em, ou consiste em domínio D’ e o 

domínio D3 de VWF, que são, pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 

90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idênticos aos aminoácidos 

764 a 1240 da SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF impede a 
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ligação do VWF endógeno a FVIII. Em outras modalidades, um frag-

mento de VWF compreende, consiste essencialmente em, ou consiste 

nos domínios D1, D2, D’, e D3, pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 

90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idênticos aos aminoácidos 

23 a 1240 de SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF impede a 

ligação do VWF endógeno a FVIII. Em ainda outras modalidades, o 

fragmento de VWF compreende ainda um peptídeo de sinal ligado 

operativamente à mesma. 

[000145] Em algumas modalidades, um fragmento de VWF da inven-

ção consiste essencialmente em ou consiste em (1) o domínio D’D3, o 

domínio D1D’D3, domínio D2D’D3, ou domínio D1D2D’D3 e (2) uma 

sequência adicional de VWF até cerca de 10 aminoácidos (por exem-

plo, a partir de quaisquer sequências de aminoácidos 764 a 1240 de 

SEQ ID NO: 2 de aminoácidos 764 a 1250 da SEQ ID NO: 2), até cer-

ca de 15 aminoácidos (por exemplo, quaisquer sequências de aminoá-

cidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2 aos aminoácidos 764 a 1255 da 

SEQ ID NO: 2), até cerca de 20 aminoácidos (por exemplo, quaisquer 

sequências de aminoácidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2 para os 

aminoácidos 764-1260 da SEQ ID NO: 2), até cerca de 25 aminoáci-

dos (por exemplo, quaisquer sequências de aminoácidos 764 a 1240 

da SEQ ID NO: 2 aos aminoácidos 764-1265 da SEQ ID NO: 2), ou até 

cerca de 30 aminoácidos (por exemplo, quaisquer sequências de ami-

noácidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2 aos aminoácidos 764-1260 da 

SEQ ID NO: 2).Em uma modalidade particular, o fragmento de VWF 

que compreende ou consiste essencialmente em domínio D’ e o domí-

nio D3 não é nem aminoácidos 764 a 1274 da SEQ ID NO: 2, nem 

VWF maduro de comprimento total. Em algumas modalidades, o do-

mínio D1D2 é expresso em trans com o domínio D’D3. Em algumas 

modalidades, o domínio D1D2 é expresso em cis com o domínio D’D3. 

[000146] Em outras modalidades, o fragmento de VWF compreen-
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dendo os domínios D’D3 ligados aos domínios D1D2 compreendem 

ainda um sítio de clivagem intracelular, por exemplo, (um sítio de cli-

vagem por PACE (furina) ou PC5), permitindo a clivagem dos domí-

nios de D1D2 dos domínios D’D3 após a expressão. Exemplos não 

limitantes do sítio de clivagem intracelular são divulgadas em outra 

parte aqui. 

[000147] Em ainda outras modalidades, um fragmento de VWF com-

preende o domínio D’ e o domínio D3, mas não compreendem uma 

sequência de aminoácidos selecionada a partir do grupo que consiste 

em (1) aminoácidos 1241 a 2813 de SEQ ID NO: 2, (2) os aminoácidos 

1270 aos aminoácidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (3) os aminoácidos 

1271 aos aminoácidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (4) os aminoácidos 

1272 aos aminoácidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (5) os aminoácidos 

1273 aos aminoácidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (6) os aminoácidos 

1274 aos aminoácidos 2813 de SEQ ID NO: 2, e quaisquer combina-

ções dos mesmos. 

[000148] Em ainda outras modalidades, um fragmento de VWF da 

presente invenção compreende, consiste essencialmente em, ou con-

siste em uma sequência de aminoácidos correspondente ao domínio 

D’, domínio D3, e domínio A1, em que a sequência de aminoácidos é 

pelo menos 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 

99%, ou 100% idêntica aos aminoácidos 764 a 1479 da SEQ ID NO: 2, 

em que o fragmento de VWF impede a ligação do VWF endógeno a 

FVIII. Em uma modalidade particular, o fragmento de VWF não é os 

aminoácidos 764 a 1274 da SEQ ID NO: 2. 

[000149] Em algumas modalidades, um fragmento de VWF da inven-

ção compreende o domínio D’ e o domínio D3, mas não compreende 

pelo menos um domínio de VWF selecionado a partir do grupo que 

consiste em (1) um domínio A1, (2) um domínio A2, (3) um domínio 

A3, (4) um domínio D4, (5) um domínio B1, (6) um domínio B2, (7) um 
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domínio B3, (8) um domínio C1, (9) um domínio C2, (10) um domínio 

CK, (11) um domínio CK e o domínio C2, (12) um domínio CK, um 

domínio C2, e um domínio C1, (13) um domínio CK, um domínio C2, 

um domínio C1, um domínio B3, (14) um domínio CK, um domínio C2, 

um domínio C1, um domínio B3, um domínio B2, (15) um domínio CK, 

um domínio C2, um domínio C1, um domínio B3, um domínio B2, e um 

domínio B1, (16) um domínio CK, um domínio C2, um domínio C1, um 

domínio B3, um domínio B2, um domínio B1, e um domínio D4, (17) 

um domínio CK, um domínio C2, um domínio C1, um domínio B3, um 

domínio B2, um domínio B1, um domínio D4, e um domínio A3, (18) 

um domínio CK, um domínio C2, um domínio C1, um B3 domínio, um 

domínio B2, um domínio B1, um domínio D4, um domínio A3, e um 

domínio A2, (19) um domínio CK, um domínio C2, um domínio C1, um 

domínio B3, um domínio B2, um domínio B1, um domínio D4, um do-

mínio A3, um domínio A2, e um domínio A1, e (20) quaisquer combi-

nações dos mesmos. 

[000150] Ainda em outras modalidades, o fragmento VWF compre-

ende os domínios D’D3 e um ou mais domínios ou módulos. Exemplos 

de tais domínios ou módulos incluem, entre outros, os domínios e mó-

dulos descritos em Zhour et al., Blood publicado online em 06 de abril 

de 2012: DOI 10.1182/blood-2012-01-405134. Por exemplo, o frag-

mento de VWF pode compreender o domínio D’D3 e um ou mais do-

mínios ou módulos selecionados a partir do grupo que consiste em 

domínio A1, domínio A2, domínio A3, módulo D4N, módulo VWD4, 

módulo C8-4, módulo TIL-4, módulo C1, módulo C2, módulo C3, mó-

dulo C4, módulo C5, módulo C5, módulo C6, e quaisquer combinações 

dos mesmos. 

[000151] Em ainda outras modalidades, o fragmento de VWF está 

ligado a uma fração heteróloga, em que a fração heteróloga é ligada 

ao N-terminal ou o C-terminal do fragmento de VWF ou inserido imedi-

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 105/308



100/292 

  

atamente a jusante de um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou 

mais sítios de inserção XTEN) na proteína FVIII no fragmento de VWF. 

Por exemplo, os sítios de inserção para a fração heteróloga no frag-

mento de VWF podem ser no domínio D’, domínio D3, ou ambos. A 

fração heteróloga pode ser um extensor da meia-vida. 

[000152] Em certas modalidades, um fragmento de VWF da inven-

ção forma um multímero, por exemplo, dímero, trímero, tetrâmero, 

pentâmero, hexâmero, heptâmero, ou os multímeros de ordem superi-

or. Em outras modalidades, o fragmento de VWF é um monômero que 

tem apenas um fragmento de VWF. Em algumas modalidades, o frag-

mento de VWF da presente invenção pode ter uma ou mais substitui-

ções, deleções, adições ou modificações de aminoácidos. Em uma 

modalidade, o fragmento de VWF pode incluir substituições, deleções, 

adições ou modificações de aminoácidos de tal modo que o fragmento 

de VWF não é capaz de formar uma ligação dissulfeto ou formando 

um dímero ou um multímero. Em outra modalidade, a substituição de 

aminoácidos está dentro do domínio D’ e o domínio D3. Em uma mo-

dalidade particular, um fragmento de VWF da invenção contém, pelo 

menos uma substituição de aminoácido em um resíduo corresponden-

te ao resíduo 1099, resíduo 1142, ou em ambos os resíduos 1099 e 

1142 da SEQ ID NO: 2. A substituição de pelo menos um aminoácido 

pode ser quaisquer aminoácidos que não ocorrem naturalmente no 

VWF tipo selvagem. Por exemplo, a substituição de aminoácidos pode 

ser qualquer outro aminoácido além de cisteína, por exemplo, isoleuci-

na, alanina, leucina, asparagina, lisina, ácido aspártico, metionina, fe-

nilalanina, ácido glutâmico, treonina, glutamina, triptofano, glicina, vali-

na, prolina, serina, tirosina, arginina, ou histidina. Em outro exemplo, a 

substituição de aminoácidos tem um ou mais aminoácidos que impe-

dem ou inibem os fragmentos de VWF de formarem multímeros. 

[000153] Em certas modalidades, o fragmento de VWF útil aqui pode 
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ainda ser modificado para melhorar a sua interação com o FVIII, por 

exemplo, para melhorar a afinidade de ligação ao FVIII. Como um 

exemplo não limitante, o fragmento de VWF compreende um resíduo 

serina no resíduo correspondente ao aminoácido 764 de SEQ ID NO: 

2 e um resíduo de lisina no resíduo correspondente ao aminoácido 773 

de SEQ ID NO: 2. Os resíduos 764 e/ou 773 podem contribuir para a 

afinidade de ligação dos fragmentos de VWF para o FVIII. Em outras 

modalidades, os fragmentos de VWF úteis para a invenção pode ter 

outras modificações, por exemplo, a proteína pode ser peguilada, gli-

cosilada, hesilada, ou polissialiladas. 

B) Sequências XTEN 

[000154] Como usado aqui "sequência XTEN" refere-se aos polipep-

tídeos de comprimento estendido, com sequências que não ocorrem 

naturalmente substancialmente não repetitivas que são compostas 

principalmente de pequenos aminoácidos hidrofílicos, com a sequên-

cia possuindo um baixo grau ou nenhuma estrutura secundária ou ter-

ciária sob condições fisiológicas. Como parceiro da proteína quimérica, 

XTENs podem servir como um transportador, que confere certas pro-

priedades farmacocinéticas, físico-químicas e farmacêuticas desejá-

veis, quando ligadas a um fragmento de VWF ou uma sequência FVIII 

da invenção para criar uma proteína quimérica. Tais propriedades de-

sejáveis incluem, entre outras, parâmetros farmacocinéticos melhora-

dos e características de solubilidade. Como aqui utilizado, "XTEN" ex-

clui especificamente anticorpos ou fragmentos de anticorpos, como 

anticorpos de cadeia única ou fragmentos Fc de uma cadeia leve ou 

uma cadeia pesada. 

[000155] Em algumas modalidades, a sequência XTEN da invenção 

é um peptídeo ou um polipeptídeo tendo mais do que cerca de 20, 30, 

40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 

550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 1600, 
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1800, ou 2000 resíduos de aminoácidos. Em certas modalidades, 

XTEN é um peptídeo ou um polipeptídeo possuindo mais de cerca de 

20 a cerca de 3000 resíduos de aminoácidos, mais do que 30 a cerca 

de 2500 resíduos, mais do que 40 a cerca de 2000 resíduos, mais do 

que 50 a cerca de 1500 resíduos, mais do que cerca de 60 a 1000 re-

síduos, mais do que 70 até cerca de 900 resíduos, mais do que 80 até 

cerca de 800 resíduos, mais do que 90 até cerca de 700 resíduos, 

mais do que 100 a cerca de 600 resíduos, mais do que 110 a cerca de 

500 resíduos, ou mais do que 120 a cerca de 400 resíduos. 

[000156] A sequência XTEN da invenção pode compreender um ou 

mais motif de sequência de 9 a 14 resíduos de aminoácidos ou uma 

sequência de aminoácidos pelo menos 80%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idêntica ao motif de sequência, 

em que o motif compreende, consiste essencialmente em, ou consiste 

em 4 a 6 tipos de aminoácidos selecionados a partir do grupo consis-

tindo em glicina (g), alanina (a), serina (S), treonina (T), glutamato (e) 

e prolina (P). Ver US 2010- 0239554 A1. 

[000157] Em algumas modalidades, a XTEN compreende motifs de 

sequências não sobrepostas em que cerca de 80%, ou pelo menos 

cerca de 85%, ou pelo menos cerca de 90%, ou cerca de 91%, ou cer-

ca de 92%, ou cerca de 93%, ou cerca de 94%, ou cerca de 95%, ou 

cerca de 96%, ou cerca de 97%, ou cerca de 98%, ou cerca de 99% 

ou cerca de 100% da sequência consiste em várias unidades de se-

quências não sobrepostas selecionadas a partir de um família de motif 

único selecionada a partir da Tabela 2A, o que resulta em uma se-

quência família. Como aqui utilizado, "família" significa que a XTEN 

tem motifs selecionados apenas a partir de uma única categoria motif 

da Tabela 2A; ou seja, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC, BD ou XTEN, e 

que quaisquer outros aminoácidos na XTEN não a partir de um motif 

família são selecionados para atingir uma propriedade necessária, 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 108/308



103/292 

  

como para permitir a incorporação de um sítio de restrição pelos nu-

cleotídeos de codificação, incorporação de uma sequência de cliva-

gem, ou para alcançar uma melhor ligação com FVIII ou VWF. Em al-

gumas modalidades de famílias XTEN, uma sequência XTEN compre-

ende múltiplas unidades de motifs de sequências não sobrepostas da 

família motif AD, ou a família de motif AE, ou da família motif AF, ou a 

família motif AG, ou família motif AM, ou da família motif AQ, ou família 

BC, ou família BD, com a XTEN resultante exibindo a faixa de homolo-

gia descrita acima. Em outras modalidades, a XTEN compreende múl-

tiplas unidades de sequências do motif de duas ou mais das famílias 

motif da Tabela 2A. Estas sequências podem ser selecionadas para se 

conseguir características físicas/químicas desejadas, incluindo tais 

propriedades, como carga líquida, hidrofilicidade, falta de estrutura se-

cundária, ou a falta de repetição que são conferidas pela composição 

de aminoácidos dos motifs, descrito mais completamente abaixo. Nas 

modalidades aqui anteriormente descritas neste parágrafo, os motifs 

incorporados na XTEN podem ser selecionados e montada utilizando 

os métodos aqui descritos para alcançar uma XTEN de cerca de 36 a 

cerca de 3000 resíduos de aminoácidos. 

Tabela  2A. Motivos de Sequência XTEN de 12 Aminoácidos e Famí-

lias de Motivos 

Família de Motivos* Sequência do motivo  

AD GESPGGSSGSES 

AD GSEGSSGPGESS 

AD GSSESGSSEGGP 

AD GSGGEPSESGSS 

AE, AM GSPAGSPTSTEE 

AE, AM, AQ GSEPATSGSETP 

AE, AM, AQ GTSESATPESGP 

AE, AM, AQ GTSTEPSEGSAP 
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Família de Motivos* Sequência do motivo  

AF, AM GSTSESPSGTAP 

AF, AM GTSTPESGSASP 

AF, AM GTSPSGESSTAP 

AF, AM GSTSSTAESPGP 

AG, AM GTPGSGTASSSP 

AG, AM GSSTPSGATGSP 

AG, AM GSSPSASTGTGP 

AG, AM GASPGTSSTGSP 

AQ GEPAGSPTSTSE 

AQ GTGEPSSTPASE 

AQ GSGPSTESAPTE 

AQ GSETPSGPSETA 

AQ GPSETSTSEPGA 

AQ GSPSEPTEGTSA 

BC GSGASEPTSTEP 

BC GSEPATSGTEPS 

BC GTSEPSTSEPGA 

BC GTSTEPSEPGSA 

BD GSTAGSETSTEA 

BD GSETATSGSETA 

BD GTSESATSESGA 

BD GTSTEASEGSAS 

*Denota sequências individuais de motif que, quando usadas em con-

junto em várias permutações, resulta em uma "sequência de família" 

[000158] XTEN pode ter diferentes comprimentos para inserção ou 

ligação com FVIII ou VWF. Em uma modalidade, o comprimento das 

sequências de XTEN é escolhido com base na propriedade ou função 

a ser conseguida na proteína de fusão. Dependendo da propriedade 

ou função pretendida, XTEN pode ser uma sequência de comprimento 
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curto ou intermediário ou sequência mais longa que podem servir co-

mo transportadores. Em certas modalidades, a XTEN incluiu segmen-

tos curtos de cerca de 6 a cerca de 99 resíduos de aminoácidos, os 

comprimentos intermediários de cerca de 100 a cerca de 399 resíduos 

de aminoácidos, e comprimentos mais longos de cerca de 400 a cerca 

de 1000 e até cerca de 3000 resíduos de aminoácidos. Assim, a XTEN 

inseridas ou ligada a FVIII ou VWF pode ter comprimentos de cerca de 

6, cerca de 12, cerca de 36, cerca de 40, cerca de 42, cerca de 72, 

cerca de 96, cerca de 144, cerca de 288, cerca de 400, cerca de 500, 

cerca de 576, cerca de 600, cerca de 700, cerca de 800, cerca de 864, 

cerca de 900, cerca de 1000, cerca de 1500, cerca de 2000, cerca de 

2500, ou a cerca de 3000 resíduos de aminoácidos de comprimento. 

Em outras modalidades, as sequências XTEN são de cerca de 6 a 

cerca de 50, cerca de 50 a cerca de 100, cerca de 100 a 150, cerca de 

150 a 250, cerca de 250 a 400, cerca de 400 a cerca de 500, cerca de 

500 a cerca de 900, cerca de 900 a 1500, cerca de 1500 a 2000, ou 

cerca de 2000 a cerca de 3000 resíduos de aminoácidos de compri-

mento. O comprimento exato de uma XTEN inserida ou ligada a FVIII 

ou VWF pode variar sem afetar adversamente a atividade do FVIII ou 

VWF. Em uma modalidade, uma ou mais das XTEN aqui utilizadas têm 

36 aminoácidos, 42 aminoácidos, 72 aminoácidos, 144 aminoácidos, 288 

aminoácidos, 576 aminoácidos, ou 864 aminoácidos de comprimento e 

podem ser selecionadas a partir de uma ou mais das sequências fami-

liares XTEN; ou seja, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC ou BD. 

[000159] Em algumas modalidades, a sequência XTEN utilizado na 

invenção é pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 

94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idêntica a uma sequência 

selecionado a partir do grupo que consiste em AE42, AG42, AE48, 

AM48, AE72, AG72, AE108, AG108, AE144, AF144, AG144, AE180, 

AG180, AE216, AG216, AE252, AG252, AE288, AG288, AE324, 
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AG324, AE360, AG360, AE396, AG396, AE432, AG432, AE468, 

AG468, AE504, AG504, AF504, AE540, AG540, AF540, AD576, 

AE576, AF576, AG576, AE612, AG612, AE624, AE648, AG648, 

AG684, AE720, AG720, AE756, AG756, AE792, AG792, AE828, 

AG828, AD836, AE864, AF864, AG864, AM875, AE912, AM923, 

AM1318, BC864, BD864, AE948, AE1044, AE1140, AE1236, AE1332, 

AE1428, AE1524, AE1620, AE1716, AE1812, AE1908, AE2004A, 

AG948, AG1044, AG1140, AG1236, AG1332, AG1428, AG1524, 

AG1620, AG1716, AG1812, AG1908, e AG2004. Ver US 2010-

0239554 A1. 

[000160] Em uma modalidade, a sequência XTEN é pelo menos 

60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idêntica a 

uma sequência de aminoácidos selecionada a partir do grupo consis-

tindo de AE42 (SEQ ID NO: 36), AE72 (SEQ ID NO: 127), AE144_2A 

(SEQ IDNO: 128), AE144_3B (SEQ ID NO: 129), AE144_4A (SEQ ID 

NO: 130), AE144_5A (SEQ IDNO: 131), AE144_6B (SEQ IDNO: 132), 

AG144_A (SEQ ID NO: 133), AG144_B (SEQ IDNO: 134), AG144_C 

(SEQ ID NO: 135), AG144_F (SEQ IDNO: 136), AE864 (SEQ ID NO: 

43), AE576 (SEQ ID NO: 41), AE288 (SEQ IDNO: 39), AE288_2 (SEQ 

ID NO: 137), AE144 (SEQ ID NO: 37), AG864 (SEQ ID NO: 44), 

AG576 (SEQ ID NO: 42), AG288 (SEQ ID NO: 40), AG144 (SEQ ID 

NO: 38), e quaisquer combinações dos mesmos. 

[000161] Em algumas modalidades, menos do que 100% de aminoá-

cidos de uma XTEN são selecionados a partir de glicina (G), alanina 

(A), serina (S), treonina (T), glutamato (E) e prolina (P), ou menos do 

que 100% da sequência consiste nos motifs da sequência da Tabela 

2A ou as sequências XTEN da Tabela 2B. Em tais modalidades, os 

restantes resíduos de aminoácidos da XTEN são selecionados a partir 

de qualquer um dos outros 14 L-aminoácidos naturais, mas podem ser 

preferencialmente selecionados a partir de aminoácidos hidrofílicos, de 
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modo que a sequência XTEN contém pelo menos cerca de 90%, 91%, 

92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou pelo menos cerca de 99% 

de aminoácidos hidrofílicos. O teor de aminoácidos hidrofóbicos na 

XTEN utilizada nos constructos de conjugação pode ser de menos do 

que 5%, ou menos do que 2%, ou menos do que 1% de conteúdo em 

aminoácido hidrofóbico. Resíduos hidrófobos que são menos favoreci-

dos no constructo de XTEN incluem triptofano, fenilalanina, tirosina, 

leucina, isoleucina, valina, metionina e. Além disso, as sequências 

XTEN podem conter menos de 5% ou menos do que 4% ou menos de 

3% ou menos do que 2% ou menos do que 1% ou nenhum dos se-

guintes aminoácidos: metionina (por exemplo, para evitar a oxidação), 

ou asparagina e glutamina (para evitar desamidação). 

[000162] Em outra modalidade, a sequência XTEN é selecionada a 

partir do grupo que consiste em AE42 (SEQ ID NO: 36), AE72 (SEQ ID 

NO: 127), AE144_2A (SEQ IDNO: 128), AE144_3B (SEQ ID NO: 129), 

AE144_4A (SEQ ID NO: 130), AE144_5A (SEQ IDNO: 131), 

AE144_6B (SEQ IDNO: 132), AG144_A (SEQ ID NO: 133), AG144_B 

(SEQ IDNO: 134), AG144_C (SEQ ID NO: 135), AG144_F (SEQ 

IDNO: 136), AE864 (SEQ ID NO: 43), AE576 (SEQ ID NO: 41), AE288 

(SEQ IDNO: 39), AE288_2 (SEQ ID NO: 137), AE144 (SEQ ID NO: 

37), AG864 (SEQ ID NO: 44), AG576 (SEQ ID NO: 42), AG288 (SEQ 

ID NO: 40), AG144 (SEQ ID NO: 38), e quaisquer combinações dos 

mesmos. Em uma modalidade específica, a sequência XTEN é AE288. 

As sequências de aminoácidos para certas sequências XTEN da in-

venção são mostradas na Tabela 2B. 
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TABELA 2B. Sequências XTEN  
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[000163] De acordo com outras modalidades, a sequência XTEN uti-

lizada na invenção afeta a propriedade física ou química, por exemplo, 

farmacocinética da proteína quimérica da presente invenção. A se-

quência XTEN utilizada na presente invenção pode exibir uma ou mais 

das seguintes propriedades vantajosas: flexibilidade conformacional, 

solubilidade aquosa melhorada, elevado grau de resistência a protea-

ses, baixa imunogenicidade, baixa ligação aos receptores de mamífe-

ros, ou raios hidrodinâmicos aumentados (ou Stokes). Em uma moda-

lidade específica, a sequência XTEN ligada a uma proteína FVIII na 

presente invenção aumenta as propriedades farmacocinéticas como a 

meia-vida de eliminação mais longa ou aumento da área sob a curva 

(AUC), de modo que a proteína quimérica aqui descrita permanece in 

vivo durante um período de tempo aumentado em comparação com o 

tipo selvagem do FVIII. Em outras modalidades, a sequência XTEN 

utilizada na presente invenção aumenta as propriedades farmacociné-

ticas, como meia-vida de eliminação mais longa ou aumento da área 

sob a curva (AUC), de modo que a proteína FVIII permanece in vivo 

por um período de aumentado tempo em comparação com o tipo sel-

vagem do FVIII. 

[000164] Uma variedade de métodos e ensaios podem ser utilizados 

para determinar as propriedades físico/química de proteínas que com-

põem a sequência XTEN. Tais métodos incluem, entre outros, centri-

fugação analítica, EPR, HPLC de troca iônica, HPLC de exclusão de 

tamanho, a HPLC de fase reversa, dispersão de luz, eletroforese capi-

lar, dicroismo circular, calorimetria de varrimento diferencial, fluores-

cência, HPLC de troca iônica, HPLC por exclusão de tamanho, IR, 
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RMN, espectroscopia Raman, refratometria, e espectroscopia 

UV/visível. Métodos adicionais estão descritos na Amau et al., Prot 

Expr Purif e 48, 1-13 (2006). 

[000165] Outros exemplos de sequências de XTEN que podem ser 

utilizadas de acordo com a presente invenção e são divulgados nas 

Publicações de Patentes US 2010/0239554 A1, 2010/0323956 A1, 

2011/0046060 A1, 2011/0046061 A1, 2011/0077199 A1, ou 

2011/0172146 A1, ou Publicação de Patente Internacional WO 

2010091122 A1, WO 2010144502 A2, WO 2010144508 A1, WO 

2011028228 A1, WO 2011028229 A1, ou WO 2011028344 A2. 

C) Proteína de Fator VIII (FVIII)  

[000166] "Uma proteína FVIII", como aqui utilizado, significa um poli-

peptídeo funcional do FVIII no seu papel normal de coagulação, a me-

nos que especificado de outra forma. O termo uma proteína FVIII inclui 

um fragmento funcional, variante, análogo, ou derivado do mesmo que 

mantém a função de comprimento total do tipo selvagem do Fator VIII 

na via de coagulação. "Uma proteína FVIII" é utilizado alternadamente 

com polipeptídeo FVIII (ou proteína) ou FVIII. Exemplos de funções do 

FVIII incluem, entre outras, uma capacidade para ativar a coagulação, 

uma capacidade para atuar como um cofator para o fator IX, ou uma 

capacidade para formar um complexo de tenase com o fator IX na pre-

sença de Ca2+ e fosfolipídeos, que, em seguida, convertem o Fator X 

em forma ativada Xa. A proteína FVIII pode ser um ser proteína FVIII 

humana, porcina, canina, de rato ou murina. Além disso, comparações 

entre os FVIII de seres humanos e outras espécies foram identificadas 

resíduos conservados que são susceptíveis de serem necessários pa-

ra a função (Cameron et al., Thromb Haemost 79: 317-22 (1998); US 

6.251.632). 

[000167] Um número de testes está disponível para avaliar a função 

do sistema de coagulação: teste de tempo de tromboplastina parcial 
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ativada (aPTT), ensaio cromogênico, ensaio ROTEM, ensaio do tempo 

de protrombina (PT) (também utilizada para determinar INR), testes de 

fibrinogênio (muitas vezes pelo método de Clauss), contagem de pla-

quetas, os ensaios da função plaquetária (frequentemente por PFA-

100), TCT, tempo de sangramento, teste misto (quando uma anormali-

dade corrige se o plasma do paciente é misturado com plasma nor-

mal), ensaios de fator de coagulação, anticorpos antifosfolipídicos), 

dímero-D, testes genéticos (por exemplo, fator V Leiden, mutação da 

protrombina G20210A), tempo veneno de víbora de Russell diluído 

(dRVVT), testes variados de função plaquetária, tromboelastografia 

(TEG ou Sonoclot), tromboelastometria (TEM®, por exemplo, Ro-

tem®), ou tempo de lise de euglobina (ELT). 

[000168] O ensaio do aPTT é um indicador de desempenho da me-

dição da eficácia de ambas as vias "intrínseca" (também referida a via 

de ativação de contato) e a coagulação comum. Este teste é comu-

mente usado para medir a atividade de coagulação dos fatores de co-

agulação recombinantes comercialmente disponíveis, por exemplo, 

FVIII ou FIX. Ele é utilizado em conjunto com o tempo de protrombina 

(PT), que mede a via extrínseca. 

[000169] A análise de Rotem fornece informações sobre toda a ciné-

tica de hemostase: tempo de coagulação, a formação do coágulo, a 

estabilidade do coágulo e de lise. Os diferentes parâmetros em trom-

boelastometria são dependentes da atividade do sistema de coagula-

ção plasmática, a função plaquetária, a fibrinólise, ou muitos fatores 

que influenciam essas interações. Este ensaio pode fornecer uma vi-

são completa da hemostase secundária.  

[000170] As sequências de polinucleotídeos e polipeptídeo do FVIII e 

são conhecidas, como são muitos fragmentos funcionais, mutantes e 

versões modificadas. Exemplos de sequências do FVIII humano (com-

primento total) são mostrados abaixo. 
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TABELA 3. Sequência de aminoácidos de Fator VIII de comprimento total  

(FVIII de comprimento completo (peptídeo sinal de FVIII sublinhado; 

cadeia pesado de FVIII é duplo sublinhado; domínio B está em itálico, 

e cadeia leve FVIII é em texto simples) 

 

 
_______________________________________________________ 
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TABELA 4. Sequência de nucleotídeos de codificação FVIII de 

comprimento total (SEQ ID NO 5)* 

_______________________________________________________ 
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________________________________________________________ 

* Os ácidos nucleicos sublinhados codificam um peptídeo sinal.  

[000171] Os polipeptídeos de FVIII incluem FVIII de comprimento 

completo, FVIII de comprimento completo menos Met no N-terminal, o 

FVIII maduro (menos a sequência sinal), FVIII madura com uma Met 

adicional na extremidade N-terminal, e/ou o FVIII com uma eliminação 

total ou parcial do domínio B. Em certas modalidades, as variantes do 

FVIII incluem deleções do domínio B, deleções parciais ou completas. 

[000172] A sequência do Fator FVIII humano maduro nativo é apre-

sentada como SEQ ID NO: 4. Uma proteína FVIII nativa tem a seguin-

te fórmula: A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2, em que A1, A2, e A3 são as 

relacionadas estruturalmente aos "domínios A", B é o "domínio B", C1 

e C2 são os relacionados estruturalmente aos "domínios C", e a1, a2 e 

a3 são regiões espaçadoras ácidas. Referindo-se à posição amino 

primária da sequência de aminoácido na SEQ ID NO: 4, o domínio A1 

do Fator VIII humano estende-se desde Ala1 a cerca de Arg336, a re-

gião espaçadora estende-se desde a1 de cerca de Met337 a cerca de 

Val374, o domínio A2 estende-se desde cerca de Ala375 a cerca de 

Tyr719, a região a2 espaçador estende-se desde cerca de Glu720 pa-

ra cerca de Arg740, o domínio B estende-se desde cerca de Ser741 a 

cerca Arg 1648, a região a3 espaçadora estende-se desde cerca de 

Glu1649 a cerca Arg1689, o domínio A3 estende-se desde cerca de 

Ser1690 a cerca Leu2025, o domínio C1 estende-se desde cerca de 

Gly2026 a cerca de Asn2072, e o domínio C2 estende-se desde cerca 

de Ser2073 para Tyr2332. Diferente de sítios específicos de clivagem 
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proteolítica, a designação dos locais dos limites entre os domínios e 

regiões do FVIII pode variar em diferentes referências da literatura. Os 

limites aqui mencionados são, portanto, designados como aproximado 

pelo uso do termo "cerca de". 

[000173] O gene FVIII humano foi isolado e expresso em células de 

mamíferos (Toole, J. J., et al., Nature 312:342-347 (1984); Gitschier, 

J., et al., Nature 312:326-330 (1984); Wood, W. I., et al., Nature 

312:330-337 (1984); Vehar, G. A., et al., Nature 312:337-342 (1984); 

WO 87/04187; WO 88/08035; WO 88/03558; e Patente US 4.757.006). 

A sequência de aminoácidos do FVIII foi deduzida a partir do cDNA, 

como mostrado na Patente US 4.965.199. Além disso, o FVIII com 

domínio B eliminado totalmente ou parcialmente é mostrado nas Pa-

tentes US 4.994.371 e 4.868.112. Em algumas modalidades, o FVIII 

humano com o domínio B é substituído com domínio B do fator V hu-

mano como mostrado na Patente US 5.004.803. A sequência de cDNA 

que codifica a sequência do Fator VIII humano e de aminoácidos são 

mostradas em SEQ ID NOs: 4 e 5, respectivamente, da publicação de 

pedido US 2005/0100990. 

[000174] A sequência do FVIII de porcino foi publicada em Toole, 

J.J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83: 5939-5942 (1986). Além dis-

so, a sequência de cDNA completa de porcino obtida a partir de ampli-

ficação por PCR de sequências do FVIII a partir de uma biblioteca de 

cDNA de baço de porco foi relatada em Healey, J.F., et al., Blood 88: 

4209-4214 (1996).Híbrido de FVIII humano/porcino possuindo substi-

tuições de todos os domínios, todas as subunidades, e sequências de 

aminoácidos específicas foram reveladas na Patente US 5.364.771 por 

Lollar e Runge, e em WO 93/20093. Mais recentemente, as sequên-

cias de nucleotídeos e sequências de aminoácidos correspondentes 

aos domínios A1 e A2 do Fator VIII suíno e um Fator VIII quimérico 

com domínios porcinos A1 e/ou A2 substituídos pelos domínios cor-
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respondentes humanos foram relatados em WO 94/11503. Patente US 

5.859.204, Lollar, J.S., também divulga o cDNA porcino e sequências 

de aminoácidos deduzidas. Patente US 6.458.563 divulga um FVIII 

porcino excluído de domínio B. 

[000175] Patente US 5.859.204 para Lollar, J.S. relata mutantes fun-

cionais do FVIII com antigenicidade reduzida e imunorreatividade re-

duzida. Patente US 6.376.463 para Lollar, J.S. também relata mutan-

tes do FVIII tendo imunorreatividade reduzida. Publicação de pedido 

US 2005/0100990 para Saenko et al. reporta mutações funcionais no 

domínio A2 do FVIII. 

[000176] Em uma modalidade, o Fator VIII (FVIII ou fração de uma 

proteína quimérica) pode ser, pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 

95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idêntica a uma sequência de 

aminoácidos do FVIII de aminoácidos 1 a 1438 da SEQ ID NO: 6 ou os 

aminoácidos 1 a 2332 da SEQ ID NO: 4 (sem uma sequência de sinal) 

ou uma sequência de aminoácidos de FVIII dos amino ácidos 1 a 19 

da SEQ ID NO: 3 e 1 a 1438 de SEQ ID NO: 6 ou aminoácidos 1 a 19 

de SEQ ID NO: 3 e aminoácidos 1 a 2332 da SEQ ID NO: 4 (com uma 

sequência de sinal), em que o FVIII tem uma atividade de coagulação, 

por exemplo, ativa o Fator IX como um cofator para converter o Fator 

X ao Fator X ativado. O FVIII (ou fração FVIII de uma proteína quimé-

rica) pode ser idêntico a uma sequência de aminoácidos do FVIII de 

aminoácidos 1 a 1438 da SEQ ID NO: 6 ou os aminoácidos 1 a 2332 

da SEQ ID NO: 4 (sem uma sequência de sinal). O FVIII pode ainda 

compreender uma sequência sinal. 

[000177] O "domínio B" do FVIII, como aqui utilizado, é o mesmo que 

o domínio B conhecido na técnica, que é definido pela identidade de 

sequência de aminoácido interna e sítios de clivagem proteolítica, por 

exemplo, resíduos Ser741-Arg1648 de FVIII humano de comprimento 

completo. Os outros domínios do FVIII humanos são definidos pelos 
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seguintes resíduos de aminoácidos: A1, resíduos Ala1-Arg372; A2, 

resíduos Ser373-Arg740; A3, resíduos Ser1690- Asn2019; C1, resí-

duos Lys2020-Asn2172; C2, resíduos Ser2173-Tyr2332. A sequência 

A3-C1-C2 inclui resíduos Ser1690-Tyr2332. A sequência restante, re-

síduos Glu1649-Arg1689, é normalmente referida como a região ácida 

a3. As localizações dos limites para todos os domínios, incluindo os 

domínios B, para FVIII porcino, de rato e canino também são conheci-

das na técnica. Em uma modalidade, o domínio B do FVIII é deletado 

("Fator FVIII sem o domínio B" ou "BDD FVIII"). Um exemplo de um 

BDD FVIII é REFACTO® (BDD FVIII recombinante), que tem a mesma 

sequência que a fração de Fator VIII da sequência na Tabela 5. (ca-

deia pesada BDD FVIII é sublinhada dupla; domínio B está em itálico; 

e BDD FVIII de cadeia leve está em texto simples) Uma sequência de 

nucleotídeos que codifica a sequência de aminoácidos apresentada na 

Tabela 5 (SEQ ID NO: 7) é mostrada na Tabela 6. 

TABELA 5. Sequência de aminoácido de fator VIII sem domínio B 

(BDD FVIII)  
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TABELA 6. Sequência de nucleotídeo que codifica BDD FVIII (SEQ ID 

NO: 7)* 
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*Os ácidos nucleicos sublinhados codificam um peptídeo sinal.  

[000178] Um "FVIII sem domínio B" pode ter as deleções totais ou 

parciais divulgadas nas Patentes US 6.316.226, 6.346.513, 7.041.635, 

5.789.203, 6.060.447, 5.595.886, 6.228.620, 5.972.885, 6.048.720, 

5.543.502, 5.610.278, 5.171.844, 5.112.950, 4.868.112, e 6.458.563. 

Em algumas modalidades, uma sequência do FVIII sem domínio B da 

presente invenção compreende qualquer uma das deleções descritas 

na col. 4, linha 4 para col. 5, linha 28 e Exemplos 1-5 de Patente US 

6.316.226 (também em US 6.346.513). Em outra modalidade, um FVIII 

sem domínio B é S743/Q1638 do FVIII sem domínio B (SQ BDD FVIII) 

(por exemplo, o Fator VIII tendo uma deleção desde o aminoácido 744 

até ao aminoácido 1637, por exemplo, o Fator VIII tendo aminoácidos 

1 a 743 e aminoácidos 1638 a 2332 de SEQ ID NO: 4, ou seja, SEQ ID 

NO: 6). Em algumas modalidades, um FVIII sem domínio B da presen-

te invenção tem uma deleção divulgada na col. 2, linhas 26-51 e 

exemplos 5-8 da Patente US 5.789.203 (também US 6.060.447, US 

5.595.886, e US 6.228.620). Em algumas modalidades, um FVIII sem 

domínio B tem uma deleção descrita na col. 1, linhas 25 a col. 2, linha 

40 da Patente US 5.972.885; col. 6, linhas 1-22 e exemplo 1 da Paten-

te US 6.048.720; col. 2, linhas 17-46 da Patente US 5.543.502; col. 4, 

linha 22 a col. 5, linha 36 da patente US 5.171.844; col. 2, linhas 55-
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68, Figura 2, e exemplo 1 da Patente US 5.112.950; col. 2, a linha 2 

para col. 19, linha 21 e tabela 2 da patente US 4.868.112; col. 2, linha 

1 a col. 3, linha 19, col. 3, linha 40 e col.4, linha 67, col. 7, linha 43 pa-

ra col. 8, linha 26, e col. 11, linha 5 a col. 13, linha 39 da patente US 

7.041.635; ou col. 4, linhas 25-53, da Patente US 6.458.563. Em al-

gumas modalidades, FVIII sem domínio B possui uma deleção da mai-

or parte do domínio B, mas ainda contém sequências amino–terminal 

do domínio B que são essenciais para o processamento proteolítico in 

vivo do produto de tradução primário em duas cadeias de polipeptí-

deos, divulgado no documento WO 91/09122. Em algumas modalida-

des, um FVIII sem domínio B é construído com uma deleção de ami-

noácidos 747-1638, isto é praticamente uma deleção completa do do-

mínio B. Hoeben R.C., et al., J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323 

(1990). Um Fator VIII sem domínio B também pode conter uma dele-

ção de aminoácidos 771-1666 ou os aminoácidos 868-1562 do FVIII. 

Meulien P., et al. Protein Eng. 2 (4): 301-6 (1988). Deleções adicionais 

do domínio B que fazem parte da invenção incluem: deleção dos ami-

noácidos 982 a 1562 ou 760 a 1639 (Toole et al., Proc Natl Acad Sci 

USA (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562 Eaton, et al., Biochemistry 

(1986) 25: 8343-8347)), 741 a 1646 (Kaufman (publicação do pedido 

PCT N.º WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6: 553-

564)), 741 a 1648 (Pasek (pedido PCT N.º88/00831)), ou de 816 a 

1598 ou 741 a 1648 (Lagner (Behring Inst Mitt (1988) No 82: 16-25, EP 

295597)). Em outras modalidades, o BDD FVIII inclui um polipeptídeo 

FVIII contendo fragmentos do domínio B que retêm um ou mais locais 

de glicosilação N-ligados, por exemplo, os resíduos 757, 784, 828, 

900, 963, ou opcionalmente 943, o que corresponde à sequência de 

aminoácidos da sequência do FVIII de comprimento completo. Exem-

plos de fragmentos de domínio B incluem 226 aminoácidos ou 163 

aminoácidos do domínio B como foi descrito em Miao, H.Z., et al., Blo-
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od 103 (a): 3412-3419 (2004), Kasuda, A, et al., J. Thromb. Haemost. 

6: 1352-1359 (2008), e Pipe, S.W., et al., J. Thromb. Haemost. 9: 

2235-2242 (2011) (ou seja, os primeiros 226 aminoácidos ou 163 ami-

noácidos do domínio B são retidos). Em ainda outra modalidades, o 

BDD FVIII compreende ainda um ponto de mutação no resíduo 309 (a 

partir de Phe para Ser) para melhorar a expressão da proteína de BDD 

FVIII. Ver Miao, H.Z., et al., Blood 103 (a): 3412-3419 (2004). Em ain-

da outras modalidades, o BDD FVIII inclui um polipeptídeo FVIII con-

tendo uma fração do domínio B, mas não contendo um ou mais sítios 

de clivagem de furina (por exemplo, Arg1313 e Arg 1648). Ver Pipe, 

S.W., et al., J. Thromb. Haemost. 9: 2235-2242 (2011). Cada uma das 

deleções anteriores pode ser feita em qualquer sequência do FVIII. 

[000179] Em algumas modalidades, o Fator VIII tem um domínio B 

parcial. Em algumas modalidades, a proteína FVIII com um domínio B 

parcial é FVIII 198 (SEQ ID NO: 89). FVIII198 é um domínio B parcial 

contendo cadeia única de FVIIIFc molécula-226N6. 226 representa o 

aminoácido 226 N-terminal do domínio B do FVIII, e N6 representa 

seis locais de N-glicosilação no domínio B. 

[000180] Em uma modalidade, o FVIII é clivado à direita após argini-

na no aminoácido 1648 (em Fator VIII de comprimento completo ou 

SEQ ID NO: 4), aminoácido 754 (no fator FVIII sem domínio B 

S743/Q1638 ou SEQ ID NO: 6), ou o correspondente resíduo de argi-

nina (ou variantes), resultando assim em uma cadeia pesada e uma 

cadeia leve. Em outra modalidade, o FVIII compreende uma cadeia 

pesada e uma cadeia leve, que estão ligados ou associados por uma 

ligação não covalente mediada por íon metálico. 

[000181] Em outras modalidades, o FVIII é um FVIII de cadeia única 

que não foi clivado logo após Arginina no aminoácido 1648 (em FVIII 

de comprimento completo ou SEQ ID NO: 4), aminoácido 754 (no FVIII 

sem domínio B S743 /Q1638 ou SEQ ID NO: 6), ou o resíduo de argi-
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nina correspondentes (em outras variantes). Um FVIII de cadeia única 

pode compreender uma ou mais substituições de aminoácidos. Em 

uma modalidade, a substituição de aminoácido é um resíduo corres-

pondente ao resíduo 1648, resíduo 1645, ou ambos polipeptídeo de 

Fator VIII maduro de comprimento total (SEQ ID NO: 4) ou o resíduo 

754, resíduo 751, ou ambos de SQ BDD Fator VIII (SEQ ID NO: 6). A 

substituição de aminoácidos pode ser qualquer outro além de arginina, 

por exemplo, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treoni-

na, triptofano, valina, alanina, asparagina, ácido aspártico, cisteína, 

ácido glutâmico, glutamina, glicina, prolina, selenocisteína, serina, tiro-

sina, histidina, ornitina, pirrolisina, ou taurina. 

[000182] FVIII pode ainda ser clivado pela trombina e, em seguida, 

ativado como FVIIIa, que serve como um cofator para o Fator IX ativa-

do (FIXa). E o FIX ativado juntamente com FVIII ativado forma um 

complexo Xase complexo e converte Fator X para Fator X ativado 

(FXa). Para ativação, o FVIII é clivado pela trombina após três resí-

duos de arginina, nos aminoácidos 372, 740, e 1689 (que corresponde 

aos aminoácidos 372, 740, e 795 na sequência de FVIII sem domínio 

B), a clivagem gerando FVIIIa tendo cadeias 50 kDa A1, 43kDa A2 e 

73kDa A3-C1-C2. Em uma modalidade, a proteína FVIII útil para a 

presente invenção é FVIII não ativo. Em outra modalidade, a proteína 

FVIII é um FVIII ativado. 

[000183] A proteína FVIII tendo polipeptídeo ligado ou associado 

com o fragmento VWF pode compreender uma sequência de pelo me-

nos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% 

idêntica à SEQ ID NO: 4 ou 6, em que a sequência tem a atividade de 

coagulação do FVIII, por exemplo, a ativação do Fator IX, como um 

cofator para converter Fator X em fator X ativado (FXa). 

[000184] "Híbrido" ou polipeptídeos e proteínas "quiméricos", como 

aqui utilizado, inclui uma combinação de uma primeira cadeia de poli-
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peptídeos, por exemplo, o fragmento de VWF, opcionalmente fundido 

com uma primeira região constante de Ig ou uma fração da mesma, 

com uma segunda cadeia de polipeptídeo, por exemplo, uma proteína 

FVIII ligada a uma sequência XTEN, opcionalmente fundida a uma se-

gunda região constante de Ig ou uma fração da mesma, formando as-

sim um heterodímero. Em uma modalidade, o primeiro polipeptídeo e o 

segundo polipeptídeo em um híbrido estão associados um com o outro 

através de interações proteína-proteína, como a carga-carga ou inte-

rações hidrofóbicas. Em outra modalidade, o primeiro polipeptídeo e o 

segundo polipeptídeo em um híbrido são associados uns com os ou-

tros através de ligação dissulfeto ou outras ligações covalentes. Os 

híbridos são descritos, por exemplo, no documento US 2004/101740 e 

US 2006/074199. O segundo polipeptídeo pode ser uma cópia idêntica 

do primeiro polipeptídeo ou um polipeptídeo não idêntico. Em uma 

modalidade, o primeiro polipeptídeo é uma proteína de fusão proteína 

FVIII(X)-Fc, e o segundo polipeptídeo é um polipeptídeo que compre-

ende, consiste essencialmente em, ou consiste em uma região Fc, em 

que o primeiro polipeptídeo e segundo polipeptídeo estão associados 

com cada outro. Em outra modalidade, o primeiro polipeptídeo com-

preende uma proteína de fusão fragmento VWF-XTEN-Fc, e o segun-

do polipeptídeo compreende a proteína de fusão FVIII-Fc, fazendo 

com que o híbrido de um heterodímero. Em outras modalidades, o 

primeiro polipeptídeo compreende uma proteína de fusão fragmento 

VWF-Fc, e o segundo polipeptídeo compreendo proteína de fusão 

FVIII(X)-Fc, gerando o híbrido de um heterodímero. Em ainda outras 

modalidades, o primeiro polipeptídeo compreende uma proteína de 

fusão de fragmento VWF-XTEN-Fc, e o segundo polipeptídeo compre-

endo a proteína de fusão FVIII(X)-Fc. O primeiro polipeptídeo e o se-

gundo polipeptídeo podem ser associados, através de uma ligação co-

valente, por exemplo, uma ligação dissulfeto, entre a primeira região 
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Fc e a segunda região Fc. O primeiro polipeptídeo e o segundo poli-

peptídeo podem ainda ser associados uns aos outros por meio da li-

gação entre o fragmento de VWF e a proteína FVIII. 

[000185] Uma proteína FVIII útil na presente invenção pode incluir 

FVIII possuindo uma ou mais sequências adicionais de XTEN, que não 

afetam a atividade do FVIII de coagulação. Tais sequências XTEN po-

dem ser fundidas com a extremidade C-terminal ou N- terminal da pro-

teína FVIII ou inseridas entre um ou mais dos dois resíduos de amino-

ácidos na proteína FVIII, em que as inserções não afetam a atividade 

de coagulação de FVIII ou função de FVIII. Em uma modalidade, as 

inserções melhoram as propriedades farmacocinéticas da proteína 

FVIII (por exemplo, meia-vida). Em outra modalidade, as inserções 

podem ser múltiplas inserções, por exemplo, mais de duas, três, qua-

tro, cinco, seis, sete, oito, nove, ou dez inserções. Exemplos dos sítios 

de inserção incluem, entre outros, os sítios listados nas Tabelas 7, 8, 

9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ou quaisquer combinações. 

[000186] A proteína FVIII ligada a uma ou mais sequências XTEN 

pode ser representada como o FVIII(X), FVIII(X1), FVIII(a→b)-X-

FVIII(c→d),em que FVIII(a→b) compreende, consiste essencialmente em, 

ou consiste em uma primeira fração de uma proteína FVIII a partir de 

resíduo "a" de aminoácido a um resíduo de aminoácido "b"; X ou X1, 

compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em uma ou 

mais sequências de XTEN, FVIII(c→d) compreende, consiste essencial-

mente em, ou consiste em uma segunda fração de uma proteína FVIII 

a partir de resíduo de aminoácido "c" ao resíduo de aminoácido "d";  

a é o resíduo de aminoácido N-terminal da primeira fração 

da proteína FVIII,  

b é o resíduo de aminoácido C-terminal da primeira fração 

da proteína FVIII, mas também é o N-terminal de resíduos de aminoá-

cidos dos dois aminoácidos de um sítio de inserção em que a sequên-
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cia XTEN é inserida,  

c é o resíduo de aminoácido N-terminal da segunda fração 

da proteína FVIII, mas é também o resíduo de aminoácido C-terminal 

dos dois aminoácidos de um sítio de inserção em que se insere a se-

quência XTEN, e 

d é o resíduo de aminoácido C-terminal da proteína FVIII, e 

[000187] em que a primeira fração da proteína FVIII e a segunda fra-

ção da proteína FVIII não são idênticas uma a outra e têm um compri-

mento suficiente de tal modo que o conjunto de proteína FVIII tem uma 

atividade de coagulação do FVIII. 

[000188] Em uma modalidade, a primeira fração da proteína FVIII e a 

segunda fração da proteína FVIII são fragmentos de SEQ ID NO: 4 

[sequência de FVIII maduro de comprimento completo] ou SEQ ID NO: 

6 [FVIII sem domínio B], por exemplo, fração N-terminal e fração C-

terminal, respectivamente. Em certas modalidades, a primeira fração 

da proteína FVIII compreende o domínio A1 e o domínio A2 do Fator 

VIII de proteína. A segunda fração da proteína FVIII compreende o 

domínio A3, domínio C1 e, opcionalmente, o domínio C2. Em ainda 

outras modalidades, a primeira fração da proteína FVIII compreende o 

domínio A1 e domínio A2, e a segunda fração da proteína FVIII com-

preende uma fração do domínio B, o domínio A3, domínio C1 e, opcio-

nalmente, o domínio C2. Em ainda outras modalidades, a primeira fra-

ção da proteína FVIII compreende o domínio A1, domínio A2, e uma 

fração do domínio B da proteína FVIII, e a segunda fração da proteína 

FVIII compreende o domínio A3, domínio C1, e opcionalmente o domí-

nio C2. Em ainda outras modalidades, a primeira fração da proteína 

FVIII compreende o domínio A1, domínio A2, e uma primeira fração do 

domínio B da proteína FVIII. A segunda fração da proteína FVIII com-

preende uma segunda fração do domínio B, o domínio A3, domínio 

C1, e, opcionalmente, o domínio C2. Em algumas modalidades, os 
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dois aminoácidos ("b" e "c") podem ser qualquer um ou mais dos sítios 

de inserção de resíduos de aminoácidos apresentados nas Tabelas 7, 

8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, e 15. Por exemplo, "b" pode ser o resíduo de 

aminoácido imediatamente a montante do local em que uma ou mais 

sequências de XTEN são inseridas ou ligadas, e "c" pode ser o resí-

duo de aminoácido imediatamente a jusante do local em que a uma ou 

mais sequências XTEN são inseridas ou ligadas. Em algumas modali-

dades, "a" é a primeira sequência de aminoácidos madura de uma pro-

teína FVIII, e "d" é a última sequência de aminoácidos de uma proteína 

FVIII. Por exemplo, FVIII(a→b) pode ser uma sequência de aminoácidos 

pelo menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% 

idêntica aos aminoácidos 1 a 745 da SEQ ID NO: 6 [sequência de 

aminoácidos de FVIII sem domínio B] ou SEQ ID NO: 4 [FVIII de com-

primento completo] FVIII(c→d) pode ser os aminoácidos 746 a 1438 da 

SEQ ID NO: 6 ou os aminoácidos 1641 a 2332 de SEQ ID NO: 4, res-

pectivamente. 

[000189] Em alguns aspectos, o sítio de inserção na proteína FVIII 

está localizado em um ou mais domínios da proteína FVIII, que é a ex-

tremidade N-terminal, o domínio A1, o domínio A2, domínio A3, domí-

nio B, o domínio C1, o domínio C2, o C-terminal, ou dois ou mais dos 

mesmos ou diferentes entre os dois domínios da proteína FVIII, que 

são domínio A1 e região ácida a1, e região ácida a1 e domínio A2, o 

domínio A2 e a região ácida a2, a região ácida a2 e domínio B, o do-

mínio B e domínio A3, e o domínio A3 e domínio C1, domínio C1 e 

domínio C2, ou quaisquer combinações dos mesmos. Por exemplo, os 

sítios de inserção no qual a sequência XTEN pode ser inserida são 

selecionados do grupo que consiste em N-terminal e domínio A1, o N-

terminal e domínio A2, o N-terminal e o domínio A3, o N-terminal e o 

domínio B, o N-terminal e domínio C1, o N-terminal e o domínio C2, o 

N-terminal e o C -terminal, os domínios A1 e A2, os domínios A1 e A3, 
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os domínios A1 e B, os domínios A1 e C1, os domínios A1 e C2, o 

domínio A1 e o C-terminal, os domínios A2 e A3, os domínios A2 e B, 

os domínios A2 e C1, os domínios A2 e C2, o domínio A2 e o C-

terminal, os domínios A3 e B, domínios A3 e C 1, os domínios A3 e 

C2, o domínio A3 e o C-terminal, o domínio B e C1, os domínios B e 

C2, o domínio B e o C-terminal, domínios C1 e C2, o C1 e o C-

terminal, o domínio C2, e o C-terminal, e combinações de dois ou mais 

dos mesmos. Exemplos não limitantes dos sítios de inserção estão 

listados nas Tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15. 

[000190] A proteína FVIII, em que a sequência XTEN é inserida ime-

diatamente a jusante de um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou 

mais sítios de inserção XTEN) na proteína FVIII ou ligada em C-

terminal ou N-terminal, retém a atividade de FVIII após a ligação a ou 

inserção pela sequência XTEN. A sequência XTEN pode ser inserida 

na proteína FVIII, uma vez ou mais do que uma vez, duas vezes, três 

vezes, quatro vezes, cinco vezes ou seis vezes de modo a que as in-

serções não afetam a atividade do FVIII(isto é a proteína FVIII ainda 

mantém a propriedade de coagulação). 

[000191] A proteína FVIII útil na presente invenção pode ser ligada a 

um ou mais polipeptídeos XTEN em N-terminal ou C-terminal da prote-

ína FVIII por um ligante opcional ou inserido imediatamente a jusante 

de um ou mais aminoácidos (por exemplo, um ou mais sítios de inser-

ção XTEN) na proteína FVIII por um ou mais ligantes opcionais. Em 

uma modalidade, os dois resíduos de aminoácidos em que sequência 

XTEN está inserida ou o resíduo de aminoácido em que a sequência 

XTEN está ligada correspondem aos dois ou um resíduos de aminoá-

cidos de SEQ ID NO: 4 [FVIII maduro de comprimento completo] sele-

cionado a partir do grupo que consiste nos resíduos na Tabela 7, Ta-

bela 8, Tabela 9 e na Tabela 10 e quaisquer combinações dos mes-

mos. 
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[000192] Em outras modalidades, pelo menos uma sequência XTEN 

é inserida em qualquer um ou mais sítios de inserção XTEN aqui des-

critos ou quaisquer combinações dos mesmos. Em um aspecto, pelo 

menos uma sequência XTEN é inserida em um ou mais sítios de in-

serção XTEN divulgados em um ou mais aminoácidos apresentados 

na Tabela 7. 

TABELA 7: Sítios de inserção de XTEN exemplares 

N.º 
Ponto de in-

serção XTEN * 

Resíduo de 

inserção  

Sequência a jusan-

te FVIII BDD  

Domínio FVIII  

1 0 (N-terminal) ATR A1 

2 3 R RYY A1 

3 17 M QSD A1 

4 18 Q SDL A1 

5 22 G ELP A1 

6 24 L PVD A1 

7 26 V DAR A1 

8 28 A RFP A1 

9 32 P RVP A1 

10 38 F PFN A1 

11 40 F NTS A1 

12 41 N TSV A1 

13 60 N IAK A1 

14 61 I AKP A1 

15 65 R PPW A1 

16 81 Y DTV A1 

17 111 G AEY A1 

18 116 D QTS A1 

19 119 S QRE A1 

20 120 Q REK A1 

21 128 V FPG A1 

22 129 F PGG A1 

23 130 P GGS A1 

24 182 G SLA A1 

25 185 A KEK A1 
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N.º 
Ponto de in-

serção XTEN * 

Resíduo de 

inserção  

Sequência a jusan-

te FVIII BDD  

Domínio FVIII  

26 188 K TQT A1 

27 205 G KSW A1 

28 210 S ETK A1 

29 211 E TKN A1 

30 216 L MQD A1 

31 220 R DAA A1 

32 222 A ASA A1 

33 223 A SAR A1 

34 224 S ARA A1 

35 230 K MHT A1 

36 243 P GLI A1 

37 244 G LIG A1 

38 250 R KSV A1 

39 318 D GME A1 

40 333 P QLR A1 

42 334 Q LRM A1 

43 336 R MKN a1 

44 339 N NEE a1 

45 345 D YDD a1 

46 357 V VRF a1 

47 367 S FIQ a1 

48 370 S RPY a1 

49 375 A KKH A2 

50 376 K KHP A2 

51 378 H PKT A2 

52 399 V LAP A2 

53 403 D DRS A2 

54 405 R SYK A2 

55 409 S QYL A2 

56 416 P QRI A2 

57 434 E TFK A2 

58 438 T REA A2 

59 441 A IQH A2 
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N.º 
Ponto de in-

serção XTEN * 

Resíduo de 

inserção  

Sequência a jusan-

te FVIII BDD  

Domínio FVIII  

60 442 I QHE A2 

61 463 I IFK A2 

62 487 Y SRR A2 

63 490 R LPK A2 

64 492 P KGV A2 

65 493 K GVK A2 

66 494 G VKH A2 

67 500 D FPI A2 

68 506 G EIF A2 

69 518 E DGP A2 

70 556 K ESV A2 

71 565 Q IMS A2 

72 566 I MSD A2 

73 598 P AGV A2 

74 599 A GVQ A2 

75 603 L EDP A2 

76 616 S ING A2 

77 686 G LWI A2 

78 713 K NTG A2 

79 719 Y EDS A2 

80 730 L LSK A2 

81 733 K NNA A2 

82 745 N PPV** B 

83 1640 P PVL B 

84 1652 R TTL B 

85 1656 Q SDQ A3 

86 1685 N QSP A3 

87 1711 M SSS A3 

88 1713 S SPH A3 

89 1720 N RAQ A3 

90 1724 S GSV A3 

91 1725 G SVP A3 

92 1726 S VPQ A3 
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N.º 
Ponto de in-

serção XTEN * 

Resíduo de 

inserção  

Sequência a jusan-

te FVIII BDD  

Domínio FVIII  

93 1741 G SFT A3 

94 1744 T QPL A3 

95 1749 R GEL A3 

96 1773 V TFR A3 

97 1792 Y EED A3 

98 1793 E EDQ A3 

99 1796 Q RQG A3 

100 1798 Q GAE A3 

101 1799 G AEP A3 

102 1802 P RKN A3 

103 1803 R KNF A3 

104 1807 V KPN A3 

105 1808 K PNE A3 

106 1827 K DEF A3 

107 1844 E KDV A3 

108 1861 N TLN A3 

109 1863 L NPA A3 

110 1896 E RNC A3 

111 1900 R APC A3 

112 1904 N IQM A3 

113 1905 I QME A3 

114 1910 P TFK A3 

115 1920 A ING A3 

116 1937 D QRI A3 

117 1981 G VFE A3 

118 2019 N KCQ A3 

119 2020 K CQT C1 

120 2044 G QWA C1 

121 2068 F SWI C1 

122 2073 V DLL C1 

123 2090 R QKF C1 

124 2092 K FSS C1 

125 2093 F SSL C1 
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N.º 
Ponto de in-

serção XTEN * 

Resíduo de 

inserção  

Sequência a jusan-

te FVIII BDD  

Domínio FVIII  

126 2111 K WQT C1 

127 2115 Y RGN C1 

128 2120 T GTL C1 

129 2125 V FFG C1 

130 2171 L NSC C1 

131 2173 S CSM C2 

132 2188 A QIT C2 

133 2223 V NNP C2 

134 2224 N NPK C2 

135 2227 K EWL C2 

136 2268 G HQW C2 

137 2277 N GKV C2 

138 2278 G KVK C2 

139 2290 F TPV C2 

140 2332 Y C terminus of FVIII CT 

* Indica um ponto de inserção para XTEN com base no número de 

aminoácidos de FVIII maduro de comprimento completo humano, em 

que a inserção pode ser do lado da N- ou C-terminal do aminoácido 

indicado. 

[000193] Em algumas modalidades, uma ou mais sequências de 

XTEN são inseridas dentro de cerca de seis aminoácidos para cima ou 

para baixo a partir de aminoácidos 32, 220, 224, 336, 339, 399, 416, 

603, 1656, 1711, 1725, 1905, ou 1910, correspondendo a SEQ ID NO: 

4 ou quaisquer combinações dos mesmos. 

Tabela 8. Faixas de inserção de XTEN exemplares 

N.º 

Ponto de 

inserção 

XTEN  

Resíduo de 

inserção  

Sequência a 

jusante FVIII 

BDD  

Domínio 

FVIII  

Distância do 

resíduo de 

inserção* 

9 32 P RVP A1 -3, +6 

31 220 R DAA A1 - 

34 224 S ARA A1 +5 
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N.º 

Ponto de 

inserção 

XTEN  

Resíduo de 

inserção  

Sequência a 

jusante FVIII 

BDD  

Domínio 

FVIII  

Distância do 

resíduo de 

inserção* 

43 336 R MKN a1 -1, +6 

44 339 N NEE a1 -4, +5 

52 399 V LAP A2 -6, +3 

56 416 P QRI A2 +6 

75 603 L EDP A2 _6, +6 

85 1656 Q SDQ B -3, +6 

87 1711 M SSS A3 -6, +1 

91 1725 G SVP A3 +6 

113 1905 I QME A3 +6 

114 1910 P TFK A3 -5, +6 

* Distância de resíduo de inserção refere-se ao número relativo de 

aminoácidos afastados a partir do N-terminal (números negativos) ou 

C-terminal (números positivos) do resíduo de inserção designado (re-

síduo "0"), onde uma inserção pode ser feita. A designação "-x" refere-

se a um sítio de inserção que consiste nos aminoácidos x afastados do 

o lado N-terminal do resíduo de inserção designado. Do mesmo modo, 

a designação "+ x" refere-se a um sítio de inserção que é x aminoáci-

dos de distância no lado do C-terminal do resíduo de inserção desig-

nado. 

Por exemplo, "-1,+2" indica que a inserção é feita na extremidade N-

terminal ou C- terminal de resíduos de aminoácidos designados, -1, 0, 

+1 ou +2. 

[000194] Em outras modalidades, uma ou mais sequências XTEN 

são inseridas imediatamente a jusante de um ou mais aminoácidos 

correspondentes para o FVIII humano maduro de comprimento com-

pleto selecionado a partir do grupo que consiste em um ou mais sítios 

de inserção na Tabela 9. 
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Tabela 9. Sítios ou faixas de inserção de XTEN exemplares 

N.º 
Faixa de ponto de 

inserção XTEN* 

Primeiro resíduo de 

inserção  

Domínio FVIII  

3 18-32 Q A1 

8 40 F A1 

18 211-224 E A1 

27 336-403 R A1, A2 

43 599 A A2 

47 745-1640 N B 

50 1656-1728 Q B, a3, A3 

57 1796-1804 R A3 

65 1900-1912 R A3 

81 2171-2332 L C1, C2 

* Indica faixa de sítios de inserção numerados em relação ao número 

de aminoácidos do Fator VIII humano maduro 

[000195] Ainda em outras modalidades, uma ou mais XTENs são 

inseridas no domínio B do FVIII. Em um exemplo, uma XTEN é inseri-

da entre os aminoácidos 740 e 1640 correspondem à SEQ ID NO: 4, 

em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 740 e 1640 não 

está opcionalmente presente. Em outro exemplo, uma XTEN é inserida 

entre os aminoácidos 741 e 1690 correspondem à SEQ ID NO: 4, em 

que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 740 e 1690 não está 

opcionalmente presente. Em outros exemplos, uma XTEN é inserida 

entre os aminoácidos 741 e 1648 correspondente à SEQ ID NO: 4, em 

que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 741 e 1648 não está 

opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, uma XTEN é in-

serida entre os aminoácidos 743 e 1638 correspondente à SEQ ID NO: 

4, em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 743 e 1638 não 

está opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, uma XTEN é 

inserida entre os aminoácidos 745 e 1656 correspondente à SEQ ID 

NO: 4, em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 745 e 1656 

não está opcionalmente presente. Em alguns exemplos, uma XTEN é 
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inserida entre os aminoácidos 745 e 1657 correspondente à SEQ ID 

NO: 4, em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 745 e 1657 

não está opcionalmente presente. Em certos exemplos, uma XTEN é 

inserida entre os aminoácidos 745 e 1667 correspondente à SEQ ID 

NO: 4, em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 745 e 1667 

não está opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, uma 

XTEN é inserida entre os aminoácidos 745 e 1686 correspondente à 

SEQ ID NO: 4, em que a sequência de FVIII entre os aminoácidos 745 

e 1686 não está opcionalmente presente. Em outros exemplos, uma 

XTEN é inserida entre os aminoácidos 747 e 1642 correspondente à 

SEQ ID NO: 4, em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 747 

e 1642 não está opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, 

uma XTEN é inserida entre os aminoácidos 751 e 1667 corresponden-

te à SEQ ID NO: 4, em que a sequência do FVIII entre os aminoácidos 

751 e 1667 não está opcionalmente presente. 

[000196] Em algumas modalidades, uma ou mais XTENs são inseri-

das em um ou mais aminoácidos imediatamente a jusante de um ami-

noácido de um sítio de inserção selecionado a partir do grupo que 

consiste nos resíduos de aminoácido na Tabela 10. 

Tabela 10: FVIII sítios de inserção de XTEN e designações de cons-

tructo  

Número do 

constructo  domínio 

Resíduo a 

montante N.º* 

Resíduo a 

jusante N.º* 

Sequência 

a montante  

Sequência 

a jusante  

F8X-1 A1 3 4 ATR RYY 

F8X-2 A1 18 19 YMQ SDL 

F8X-3 A1 22 23 DLG ELP 

F8X-4 A1 26 27 LPV DAR 

F8X-5 A1 40 41 FPF NTS 

F8X-6 A1 60 61 LFN IAK 

F8X-7 A1 116 117 YDD QTS 

F8X-8 A1 130 131 VFP GGS 

F8X-9 A1 188 189 KEK TQT 
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Número do 

constructo  domínio 

Resíduo a 

montante N.º* 

Resíduo a 

jusante N.º* 

Sequência 

a montante  

Sequência 

a jusante  

F8X-10 A1 216 217 NSL MQD 

F8X-11 A1 230 231 WPK MHT 

F8X-12 A1 333 334 EEP QLR 

F8X-13 A2 375 376 SVA KKH 

F8X-14 A2 403 404 APD DRS 

F8X-15 A2 442 443 EAI QHE 

F8X-16 A2 490 491 RRL PKG 

F8X-17 A2 518 519 TVE DGP 

F8X-18 A2 599 600 NPA GVQ 

F8X-19 A2 713 714 CDK NTG 

F8X-20 BD 745 746 SQN PPV 

F8X-21 BD 745 746 SQN PPV 

F8X-22 BD** 745 746 SQN PPV 

F8X-23 A3 1720 1721 APT KDE 

F8X-24 A3 1796 1797 EDQ RQG 

F8X-25 A3 1802 1803 AEP RKN 

F8X-26 A3 1827 1828 PTK DEF 

F8X-27 A3 1861 1862 HTN TLN 

F8X-28 A3 1896 1897 NME RNC 

F8X-29 A3 1900 1901 NCR APC 

F8X-30 A3 1904 1905 PCN IQM 

F8X-31 A3 1937 1938 AQD QRI 

F8X-32 C1 2019 2020 YSN KCQ 

F8X-33 C1 2068 2069 EPF SWI 

F8X-34 C1 2111 2112 GKK WQT 

F8X-35 C1 2120 2121 NST GTL 

F8X-36 C2 2171 2172 CDL NSC 

F8X-37 C2 2188 2189 SDA QIT 

F8X-38 C2 2227 2228 NPK EWL 

F8X-39 C2 2277 2278 FQN GKV 

F8X-40 CT 2332 NA DLY NA 

F8X-41 CT 2332 NA DLY NA 

F8X-42 A1 3 4 ATR ATR 
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Número do 

constructo  domínio 

Resíduo a 

montante N.º* 

Resíduo a 

jusante N.º* 

Sequência 

a montante  

Sequência 

a jusante  

pSD0001 A2 403 404   

pSD0002 A2 599 600   

pSD0021 N-term. 0 1   

pSD0022 A1 32 33   

pSD0023 A1 65 66   

pSD0024 A1 81 82   

pSD0025 A1 119 120   

pSD0026 A1 211 212   

pSD0027 A1 220 221   

pSD0028 A1 224 225   

pSD0029 A1 336 337   

pSD0030 A1 339 340   

pSD0031 A2 378 379   

pSD0032 A2 399 400   

pSD0033 A2 409 410   

pSD0034 A2 416 417   

pSD0035 A2 487 488   

pSD0036 A2 494 495   

pSD0037 A2 500 501   

pSD0038 A2 603 604   

pSD0039 A3 1656 1657   

pSD0040 A3 1711 1712   

pSD0041 A3 1725 1726   

pSD0042 A3 1749 1750   

pSD0043 A3 1905 1906   

pSD0044 A3 1910 1911   

pDS0062 A3 1900 1901   

* Indica o número de aminoácidos da proteína madura FVIII 

[000197] Em uma modalidade, o um ou mais sítios de inserção de 

XTEN estão localizados dentro de uma ou mais estrutura em alça fle-

xível exposta na superfície da proteína FVIII (por exemplo, uma alça 

permissiva). Por exemplo, pelo menos uma sequência XTEN pode ser 
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inserida em cada FVIII domínio "A" que compreende pelo menos duas 

"alças permissivas" em que pelo menos um polipeptídeo XTEN pode 

ser inserido sem eliminar a atividade pró-coagulante da proteína re-

combinante, ou a capacidade de a proteína recombinantes ser expres-

sa in vivo ou in vitro em uma célula hospedeira. As alças permissivas 

são regiões que permitem a inserção de pelo menos uma sequência 

de XTEN com, entre outros atributos, superfície elevada, ou a exposi-

ção a solventes e uma elevada flexibilidade conformacional. O domínio 

A1 compreende uma região de alça permissiva-1 (A1-1) e uma região 

de alça permissiva-2 (A1-2), o domínio A2 compreende uma região 

alça permissiva-1 (A2-1) e uma região de alça permissiva-2 (A2-2), o 

domínio A3 compreende uma alça permissiva- 1 (A3-1) e uma região 

alça permissiva -2 (A3 -2). 

[000198] Em um aspecto, uma primeira alça permissiva no domínio 

A1 do FVIII (A1-1) situa-se entre a cadeia beta 1 e cadeia beta 2, e 

uma segunda alça permissiva no domínio A2 do FVIII (A1-2) situa-se 

entre cadeia beta 11 e a cadeia beta 12. Uma primeira alça permissiva 

no domínio A2 do FVIII (A2-1) está localizada entre a cadeia beta 22 e 

a cadeia beta 23, e uma segunda alça permissiva no domínio A2 do 

FVIII (A2-2) está localizada entre a cadeia beta 32 e a cadeia beta 33. 

Uma primeira alça permissiva no domínio A3 do FVIII (A3-1) está loca-

lizada entre a cadeia beta 38 e a cadeia beta 39, e uma segunda alça 

permissiva no FVIII A3 (A3 -2) está localizada entre a cadeia beta 45 e 

a cadeia beta 46. Em certos aspectos, a estrutura de alça flexível ex-

posta na superfície, compreendendo A1-1 corresponde a uma região 

em FVIII humano nativo maduro de cerca do aminoácido 15 até cerca 

do aminoácido 45 de SEQ IDNO: 4, por exemplo, de cerca do aminoá-

cido 18 até cerca do aminoácido 41 de SEQ ID NO: 4. Em outros as-

pectos, a estrutura de alça flexível exposta na superfície, compreen-

dendo A1-2 corresponde a uma região em FVIII humano nativo madu-
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ro de cerca do aminoácido 201 a cerca do aminoácido 232 da SEQ ID 

NO: 4, por exemplo, de cerca do aminoácido 218 a cerca do aminoáci-

do 229 de SEQ ID NO: 4. Em ainda outros aspectos, a estrutura de 

alça flexível exposta na superfície, compreendendo A2-1 corresponde 

a uma região no FVIII humano nativo maduro de cerca do aminoácido 

395 a cerca do aminoácido 421 de SEQ ID NO: 4, por exemplo, de 

cerca do aminoácido 397 a cerca do aminoácido 418 de SEQ ID NO: 

4. Em ainda outras modalidades, a estrutura de superfície exposta em 

alça flexível compreendendo A2-2 corresponde a uma região em FVIII 

humano nativo maduro de cerca do aminoácido 577 a cerca do amino-

ácido 635 de SEQ ID NO: 4, por exemplo, de cerca do aminoácido 595 

a cerca do aminoácido 607 de SEQ ID NO: 4. Em certos aspectos da 

estrutura de alça flexível exposta na superfície, compreendendo A3-1 

corresponde a uma região em FVIII humano nativo maduro de cerca 

do aminoácido 1705 até cerca do aminoácido 1732 de SEQ ID NO: 4, 

por exemplo, de cerca do aminoácido 1711 até cerca do aminoácido 

1725 de SEQ ID NO: 4. Em ainda outros aspectos, a estrutura de alça 

flexível exposta na superfície, compreendendo A3 -2 corresponde a 

uma região em FVIII humano nativo maduro de cerca do aminoácido 

1884 a cerca do aminoácido 1917 de SEQ ID NO: 4, por exemplo, de 

cerca do aminoácido 1899 até cerca do aminoácido 1911 de SEQ ID 

NO: 4. 

[000199] Em outra modalidade, o um ou mais aminoácidos, em que 

pelo menos uma sequência XTEN está inserida está localizado dentro 

do domínio a3, por exemplo, aminoácidos 1649 a 1689, que corres-

ponde ao polipeptídeo FVIII maduro de comprimento completo. Em 

uma modalidade particular, uma sequência de XTEN é inserida entre 

os aminoácidos 1656 e 1657 de SEQ ID NO: 4 (FVIII maduro de com-

primento completo). Em uma modalidade específica, uma proteína 

FVIII compreendendo uma sequência XTEN inserida imediatamente a 
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jusante do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID NO: 4 compre-

ende ainda uma deleção desde o aminoácido 745 até ao aminoácido 

1656 correspondente à SEQ ID NO: 4. 

[000200] Em algumas modalidades, o um ou mais sítios de inserção 

de uma ou mais inserções XTEN são imediatamente a jusante de um 

ou mais aminoácidos selecionados do grupo consistindo em: 

(1) aminoácido 3, (2) aminoácido 18,  (3) aminoácido 22,  

(4) aminoácido 26,  (5) aminoácido 32,  (6) aminoácido 40,  

(7) aminoácido 60,  (8) aminoácido 65,  (9) aminoácido 81,  

(10) aminoácido 116,  (11) aminoácido 119,  (12) aminoácido 130,  

(13) aminoácido 188,  (14) aminoácido 211,  (15) aminoácido 216,  

(16) aminoácido 220,  (17) aminoácido 224,  (18) aminoácido 230,  

(19) aminoácido 333, (20) aminoácido 336,  (21) aminoácido 339,  

(22) aminoácido 375,  (23) aminoácido 399,  (24) aminoácido 403,  

(25) aminoácido 409,  (26) aminoácido 416,  (26) aminoácido 442,  

(28) aminoácido 487,  (29) aminoácido 490,  (30) aminoácido 494,  

(31) aminoácido 500,  (32) aminoácido 518, (33) aminoácido 599,  

(34) aminoácido 603,  (35) aminoácido 713,  (36) aminoácido 745, 

(37) aminoácido 1656,  (38) aminoácido 1711,  (39) aminoácido 1720, 

(40) aminoácido 1725,  (41) aminoácido 1749,  (42) aminoácido 1796, 

(43) aminoácido 1802,  (44) aminoácido 1827,  (45) aminoácido 1861, 

(46) aminoácido 1896,  (47) aminoácido 1900,  (48) aminoácido 1904, 

(49) aminoácido 1905,  (50) aminoácido 1910,  (51) aminoácido 1937, 

(52) aminoácido 2019,  (53) aminoácido 2068,  (54) aminoácido 2111,  

(55) aminoácido 2120,  (56) aminoácido 2171,  (57) aminoácido 2188, 

(58) aminoácido 2227, (59) aminoácido 2277, e (60) duas ou mais combinações. 

[000201] Em uma modalidade, uma proteína FVIII útil para a inven-

ção compreende duas sequências XTEN, uma primeira sequência 

XTEN inserida em um sítio de inserção da primeira e uma segunda 

XTEN inserida em um segundo sítio de inserção XTEN. Exemplos do 

primeiro sítio de inserção XTEN e o segundo sítio de inserção XTEN 

não limitantes estão listados na Tabela 11. 
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Tabela 11. Exemplos de sítios de inserção para duas XTENs 

    Inserção 1 Inserção 2 

Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio 

745 B 2332 CT 

26 A1 403 A2 

40 A1 403 A2 

18 A1 403 A2 

26 A1 599 A2 

40 A1 599 A2 

18 A1 599 A2 

1720 A3 1900 A3 

1725 A3 1900 A3 

1711 A3 1905 A3 

1720 A3 1905 A3 

1725 A3 1905 A3 

1656 A3 26 A1 

1656 A3 18 A1 

1656 A3 40 A1 

1656 A3 399 A2 

1656 A3 403 A2 

1656 A3 1725 A3 

1656 A3 1720 A3 

1900 A3 18 A1 

1900 A3 26 A1 

1900 A3 40 A1 

1905 A3 18 A1 

1905 A3 40 A1 

1905 A3 26 A1 

1910 A3 26 A1 

18 A1 399 A2 

26 A1 399 A2 

40 A1 399 A2 

18 A1 403 A2 

1656 A3 1900 A3 

1656 A3 1905 A3 
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    Inserção 1 Inserção 2 

Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio 

1711 A3 40 A1 

1711 A3 26 A1 

1720 A3 26 A1 

1720 A3 40 A1 

1720 A3 18 A1 

1725 A3 26 A1 

1725 A3 40 A1 

1725 A3 18 A1 

1720 A3 403 A2 

1720 A3 399 A2 

1711 A3 403 A2 

1720 A3 403 A2 

1725 A3 403 A2 

1725 A3 399 A2 

1711 A3 403 A2 

1900 A3 399 A2 

1900 A3 403 A2 

1905 A3 403 A2 

1905 A3 399 A2 

1910 A3 403 A2 

[000202] As duas XTENs inseridas ou ligadas à proteína FVIII podem 

ser idênticas ou diferentes. Em algumas modalidades, uma proteína 

FVIII útil para a invenção compreende duas sequências XTEN inseri-

das na proteína FVIII, uma primeira sequência XTEN inserida imedia-

tamente a jusante do aminoácido 745 correspondente à SEQ ID NO: 4, 

e uma segunda sequência de XTEN inserida imediatamente a jusante 

do aminoácido 2332 correspondente à SEQ ID NO: 4 (C-terminal). Em 

outras modalidades, a primeira sequência XTEN é inserida imediata-

mente a jusante do aminoácido 18, 26, 40, 1656, ou 1720 correspon-

dente à SEQ ID NO: 4, e uma segunda sequência de XTEN inserida 

imediatamente a jusante do aminoácido 403 correspondente à SEQ ID 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 157/308



152/292 

  

NO: 4. Em ainda outras modalidades, a primeira sequência XTEN é 

inserida imediatamente a jusante do aminoácido 18, 26 ou 40 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4, e uma segunda sequência de XTEN inseri-

da imediatamente a jusante do aminoácido 599 correspondente à SEQ 

ID NO: 4. Em ainda outras modalidades, a primeira sequência XTEN é 

inserida imediatamente a jusante do aminoácido 1656 correspondente 

à SEQ ID NO: 4, e uma segunda sequência de XTEN inserida imedia-

tamente a jusante do aminoácido 18, 26, 40, 399, 403, 1725, 1720, 

1900, 1905, ou 2332 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em determina-

das modalidades, a primeira sequência XTEN é inserida imediatamen-

te a jusante do aminoácido 1900 correspondente à SEQ ID NO: 4, e 

uma segunda sequência de XTEN inserida imediatamente a jusante de 

aminoácido 18, 26, ou 40 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em algu-

mas modalidades, a primeira sequência XTEN é inserida imediatamen-

te a jusante do aminoácido 18, 26 ou 40 correspondente à SEQ ID NO: 

4, e uma segunda sequência de XTEN inserida imediatamente a ju-

sante do aminoácido 399 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em outras 

modalidades, a primeira sequência XTEN é inserida imediatamente a 

jusante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma 

segunda sequência de XTEN inserida imediatamente a jusante do 

aminoácido 18, 26 ou 40 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em ainda 

outras modalidades, a primeira sequência XTEN é inserida imediata-

mente a jusante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4, 

e uma segunda sequência de XTEN inserida imediatamente a jusante 

do aminoácido 18, correspondente à SEQ ID NO: 4. Em uma modali-

dade particular, a proteína FVIII que compreende duas sequências 

XTEN, uma primeira sequência XTEN inserida imediatamente a jusan-

te do aminoácido 745 correspondente à SEQ ID NO: 4 e uma segunda 

sequência XTEN inserida imediatamente a jusante do aminoácido 

2332 correspondente à SEQ ID NO: 4, em que a proteína FVIII ainda 
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tem uma deleção desde o aminoácido 745 correspondente à SEQ ID 

NO: 4 até ao aminoácido 1685 correspondente à SEQ ID NO: 4, ou 

uma mutação ou substituição no aminoácido 1680 correspondente à 

SEQ ID NO: 4, por exemplo, Y1680F, uma mutação ou substituição no 

aminoácido 1648 correspondente à SEQ ID NO: 4, por exemplo, 

R1648A, ou pelo menos duas mutações ou substituições no aminoáci-

do 1648 correspondente à SEQ ID NO: 4, por exemplo, R1648A, e 

aminoácido 1680 correspondente à SEQ ID NO: 4, por exemplo, 

Y1680F. Em uma modalidade específica, a proteína FVIII compreende 

duas sequências XTEN, uma primeira XTEN inserida imediatamente a 

jusante do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID NO: 4 e uma 

segunda sequência XTEN inserida imediatamente a jusante do amino-

ácido 2332 de SEQ ID NO: 4, em que a proteína FVIII ainda tem uma 

deleção desde o aminoácido 745 até o aminoácido 1656 correspon-

dente à SEQ ID NO: 4. 

[000203] Em determinadas modalidades, uma proteína FVIII com-

preende três sequências XTEN, uma primeira sequência XTEN inseri-

da em um primeiro sítio de inserção XTEN, uma segunda sequência 

de XTEN inserida em uma segunda sequência XTEN, e uma terceira 

sequência XTEN inserida em um terceiro sítio de inserção XTEN. A 

primeira, segunda ou terceira sequências XTEN podem ser iguais ou 

diferentes. O primeiro, segundo, terceiro e sítios de inserção podem 

ser selecionados a partir do grupo de qualquer um dos sítios de inser-

ção aqui divulgados. Em algumas modalidades, a proteína de Fator 

VIII que compreende três sequências XTEN pode ainda compreender 

uma mutação ou substituição, por exemplo, aminoácido 1648 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4, por exemplo, R1648A. Por exemplo, os 

exemplos não limitantes do primeiro, segundo, e terceiros sítios de in-

serção XTEN estão listados na Tabela 12. 
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Tabela 12. Exemplos de sítios de inserção para Três XTENs 

Inserção 1 Inserção 2 Inserção 3 

Sítio de 

inserção 
Domínio 

Sítio de 

inserção 
Domínio 

Sítio de 

inserção 
Domínio 

26 A1 403 A2 1656 A3 

26 A1 403 A2 1720 A3 

26 A1 403 A2 1900 A3 

26 A1 1656 A3 1720 A3 

26 A1 1656 A3 1900 A3 

26 A1 1720 A3 1900 A3 

403 A2 1656 A3 1720 A3 

403 A2 1656 A3 1900 A3 

403 A2 1720 A3 1900 A3 

1656 A3 1720 A3 1900 A3 

745 B 1900  2332  

18 A1 745 B 2332 CT 

26 A1 745 B 2332 CT 

40 A1 745 B 2332 CT 

18 A1 745 B 2332 CT 

40 A1 745 B 2332 CT 

403 A2 745 B 2332 CT 

399 A2 745 B 2332 CT 

1725 A3 745 B 2332 CT 

1720 A3 745 B 2332 CT 

1711 A3 745 B 2332 CT 

1900 A3 745 B 2332 CT 

1905 A3 745 B 2332 CT 

1910 A3 745 B 2332 CT 

[000204] Em algumas modalidades, uma proteína FVIII compreende 

três sequências XTEN, uma primeira sequência XTEN inserida imedia-

tamente a jusante do aminoácido 26, correspondente à SEQ ID NO: 4, 

uma segunda sequência de XTEN inserida a jusante do aminoácido 

403 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma terceira sequência XTEN 

inserida a jusante do aminoácido 1656, 1720, ou 1900 correspondente 
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à SEQ ID NO: 4. Em outras modalidades, a primeira sequência XTEN 

é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 26, correspondente 

à SEQ ID NO: 4, uma segunda sequência de XTEN é inserida a jusan-

te do aminoácido 1656 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma tercei-

ra XTEN sequência é inserida a jusante do aminoácido 1720 a 1900 

correspondente à SEQ ID NO: 4. Em ainda outras modalidades, a pri-

meira sequência XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoá-

cido 26, correspondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda sequência de 

XTEN é inserida a jusante do aminoácido 1720 correspondente à SEQ 

ID NO: 4, e uma terceira sequência XTEN é inserida a jusante do ami-

noácido 1900 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em ainda outras moda-

lidades, a primeira sequência XTEN é inserida imediatamente a jusan-

te do aminoácido 403 correspondendo a SEQ ID NO: 4, uma segunda 

sequência de XTEN é inserida a jusante do aminoácido 1656 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4, e uma terceira sequência XTEN é inserida 

a jusante do aminoácido 1720 a 1900 correspondente à SEQ ID NO: 4. 

Em outras modalidades, a primeira sequência XTEN é inserida imedia-

tamente a jusante do aminoácido 403 ou 1656 correspondente à SEQ 

ID NO: 4, uma segunda sequência de XTEN é inserida a jusante do 

aminoácido 1720 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma terceira se-

quência XTEN é inserida a jusante do aminoácido 1900 corresponden-

te à SEQ ID NO: 4. Em outras modalidades, a primeira sequência 

XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoácido 18, 26, 40, 

399, 403, 1711, 1720, 1725, 1900, 1905, ou 1910 correspondente à 

SEQ ID NO: 4, uma segunda sequência de XTEN é inserida a jusante 

do aminoácido 745 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma terceira 

sequência XTEN é inserida a jusante do aminoácido 2332 correspon-

dente à SEQ ID NO: 4. 

[000205] Em outras modalidades, uma proteína FVIII na invenção 

compreende quatro sequências XTEN, uma primeira sequência XTEN 
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inserida em um primeiro sítio de inserção, uma segunda sequência de 

XTEN inserida em um segundo sítio de inserção, uma terceira se-

quência XTEN inserida em um terceiro sítio de inserção, e uma quarta 

sequência de XTEN inserida em um quarto sítio de inserção. A primei-

ra, segunda, terceira e quarta sequências XTEN podem ser idênticas, 

diferentes, ou combinações das mesmas. Em algumas modalidades, a 

proteína de FVIII que compreende quatro sequências XTEN pode ain-

da compreender uma mutação ou substituição, por exemplo, aminoá-

cidos 1648 correspondente à SEQ ID NO: 4, por exemplo, R1648A. 

Exemplos não limitantes do primeiro, segundo, terceiro e quarto sítios 

de inserção XTEN estão listados na Tabela 13. 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 162/308



  
1
5
7
/2

9
2

 

Tabela 13. Exemplos de sítios de inserção de Quatro XTENs 

Inserção 1 Inserção 2 Inserção 3 Inserção 4 

Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio 

26 A1 403 A2 1656 a3 1720 A3 

26 A1 403 A2 1656 a3 1900 A3 

26 A1 403 A2 1720 A3 1900 A3 

26 A1 1656 a3 1720 A3 1900 A3 

403 A2 1656 a3 1720 A3 1900 A3 

0040 A1 0403 A2 745 B 2332 CT 

0040 A1 0403 A2 745 B 2332 CT 

0018 A1 0409 A2 745 B 2332 CT 

0040 A1 0409 A2 745 B 2332 CT 

0040 A1 0409 A2 745 B 2332 CT 

0018 A1 0409 A2 745 B 2332 CT 

0040 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0026 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0026 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1720 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1900 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1900 A3 745 B 2332 CT 

0026 A1 1900 A3 745 B 2332 CT 
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Inserção 1 Inserção 2 Inserção 3 Inserção 4 

Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio 

0040 A1 1900 A3 745 B 2332 CT 

0040 A1 1905 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1905 A3 745 B 2332 CT 

0040 A1 1905 A3 745 B 2332 CT 

0026 A1 1905 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1905 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1905 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0040 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0026 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0026 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0040 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0018 A1 1910 A3 745 B 2332 CT 

0409 A2 1720 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1720 A3 745 B 2332 CT 

0409 A2 1720 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1720 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1720 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1900 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1900 A3 745 B 2332 CT 
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Inserção 1 Inserção 2 Inserção 3 Inserção 4 

Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio 

0409 A2 1900 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1900 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1900 A3 745 B 2332 CT 

0409 A2 1900 A3 745 B 2332 CT 

0409 A2 1905 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1905 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1905 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1905 A3 745 B 2332 CT 

0409 A2 1905 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1905 A3 745 B 2332 CT 

0409 A2 1910 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1910 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1910 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1910 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1910 A3 745 B 2332 CT 

1720 A3 1900 A3 745 B 2332 CT 

1720 A3 1905 A3 745 B 2332 CT 

1720 A3 1910 A3 745 B 2332 CT 

1720 A3 1910 A3 745 B 2332 CT 

0403 A2 1656 a3 1720 A3 2332 CT 

0403 A2 1656 a3 1900 A3 2332 CT 

0403 A2 1720 A3 1900 A3 2332 CT 
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Inserção 1 Inserção 2 Inserção 3 Inserção 4 

Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio Sítio de inserção Domínio 

1656 a3 1720 A3 1900 A3 2332 CT 

0018 A1 0403 A2 1656 a3 2332 CT 

0018 A1 0403 A2 1720 A3 2332 CT 

0018 A1 0403 A2 1900 A3 2332 CT 

0018 A1 1656 a3 1720 A3 2332 CT 

0018 A1 1656 a3 1900 A3 2332 CT 

0018 A1 1720 A3 1900 A3 2332 CT 

0018 A1 0403 A2 0745 B 2332 CT 

0018 A1 0745 B 1720 A3 2332 CT 

0018 A1 0745 B 1900 A3 2332 CT 

0403 A2 0745 B 1720 A3 2332 CT 

0403 A2 0745 B 1900 A3 2332 CT 

0745 B 1720 A3 1900 A3 2332 CT 

0188 A1 1900 A3 0745 B 2332 CT 

0599  1900 A3 0745 B 2332 CT 

2068  1900 A3 0745 B 2332 CT 

2171  1900 A3 0745 B 2332 CT 

2227  1900 A3 0745 B 2332 CT 

2277  1900 A3 0745 B 2332 CT 
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[000206] Em algumas modalidades, uma proteína FVIII compreende 

cinco sequências XTEN, uma primeira sequência XTEN inserida em 

um primeiro sítio de inserção, uma segunda sequência de XTEN inse-

rida em um segundo sítio de inserção, uma terceira sequência XTEN 

inserida em um sítio de inserção XTEN terceira, uma quarta sequência 

XTEN inserida em um quarto sítio de inserção XTEN, e uma quinta 

sequência XTEN inserida em um quinto sítio de inserção XTEN. A pri-

meira, segunda, terceira, quarta, quinta sequências XTEN podem ser 

idênticas, diferentes, ou combinações das mesmas. Exemplos não li-

mitantes dos primeiro, segundo, terceiro, quarto, e quinto sítios de in-

serção estão listados na Tabela 14. 

Tabela 14. Exemplos de sítios de inserção para cinco XTENs 

XTEN 

Inserção 1 

XTEN 

inserção 2 

XTEN 

Inserção 3 

XTEN 

Inserção 4 

XTEN 

Inserção 5 

0403 1656 1720 1900 2332 

0018 0403 1656 1720 2332 

0018 0403 1656 1900 2332 

0018 0403 1720 1900 2332 

0018 1656 1720 1900 2332 

0018 0403 0745 1720 2332 

0018 0403 0745 1900 2332 

0018 0745 1720 1900 2332 

0403 0745 1720 1900 2332 

[000207] Em certas modalidades, uma proteína FVIII compreende 

seis sequências XTEN, uma primeira sequência XTEN inserida em um 

primeiro sítio de inserção XTEN, uma segunda sequência de XTEN 

inserida em um segundo sítio de inserção XTEN, uma terceira se-

quência XTEN inserida em um terceiro sítio de inserção XTEN, uma 

quarta sequência XTEN inserida em um quarto sítio de inserção 

XTEN, uma quinta sequência de XTEN inserida em um quinto sítio de 

inserção XTEN, e uma sexta sequência XTEN inserida em um sexto 

sítio de inserção XTEN. As primeira, segunda, terceira, quarta, quinta, 
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ou sexta sequências XTEN podem ser idênticas, diferentes, ou combi-

nações das mesmas. Exemplos dos seis sítios de inserção XTEN in-

cluem, entre outros, os sítios de inserção listados na Tabela 15. 

Tabela 15. Exemplos de sítios de inserção XTEN para Seis XTENs 

XTEN 

Inserção 1 

XTEN 

inserção 2 

XTEN 

Inserção 3 

XTEN 

Inserção 4 

XTEN 

Inserção 5 

XTEN 

Inserção 6 

0018 0403 1656 1720 1900 2332 

0018 0403 0745 1720 1900 2332 

[000208] Em um exemplo particular, uma primeira XTEN é inserida 

entre os aminoácidos 26 e 27, correspondentes à SEQ ID NO: 4, e é 

inserida uma segunda XTEN entre aminoácidos 1720 e 1721 corres-

pondente à SEQ ID NO: 4 (FVIII maduro de comprimento completo). 

Em outro exemplo, uma primeira XTEN é inserida entre os aminoáci-

dos 403 e 404 correspondentes às SEQ ID NO: 4, e uma segunda 

XTEN é inserida entre os aminoácidos 1720 e 1721 correspondente à 

SEQ ID NO: 4. Em alguns exemplos, uma primeira XTEN é inserida 

entre os aminoácidos 1656 e 1657 correspondente à SEQ ID NO: 4, e 

uma segunda XTEN é inserida entre os aminoácidos 1720 e 1721 cor-

respondente à SEQ ID NO: 4. Em outros exemplos, uma primeira 

XTEN é inserida entre os aminoácidos 26 e 27 correspondente à SEQ 

ID NO: 4, uma segunda XTEN é inserida entre os aminoácidos 1656 e 

1657 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida 

entre os aminoácidos 1720 e 1721 correspondente à SEQ ID NO: 4. 

Ainda em outras modalidades, uma primeira XTEN é inserida entre os 

aminoácidos 403 e 404 correspondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda 

XTEN é inserida entre os aminoácidos 1656 e 1657 correspondente à 

SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida entre os aminoácidos 

1720 e 1721 correspondente à SEQ ID NO: 4. Em ainda outras moda-

lidades, uma primeira XTEN é inserida entre os aminoácidos 403 e 

404 correspondente à SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é inserida 

entre os aminoácidos 1656 e 1657 correspondente à SEQ ID NO: 4, e 
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uma terceira XTEN é inserida entre os aminoácidos 1720 e 1721 cor-

respondente à SEQ ID NO: 4. Em determinadas modalidades, uma 

primeira XTEN é inserida entre os aminoácidos 26 e 27, corresponden-

tes a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é inserida entre os aminoá-

cidos 1720 e 1721 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma terceira 

XTEN é inserida entre os aminoácidos 1900 e 1901 correspondente à 

SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma primeira XTEN é inse-

rida entre os aminoácidos 26 e 27 correspondente à SEQ ID NO: 4, 

uma segunda XTEN é inserida entre os aminoácidos 1656 e 1657 cor-

respondente à SEQ ID NO: 4, uma terceira XTEN é inserida entre os 

aminoácidos 1720 e 1721 correspondente à SEQ ID NO: 4, e uma 

quarta XTEN é inserida entre 1900 e 1901 correspondente à SEQ ID 

NO: 4. 

[000209] Em uma modalidade particular, uma sequência de XTEN é 

inserida entre os aminoácidos 745 e 746 de um Fator VIII de compri-

mento completo ou o sítio de inserção correspondente do Fator VIII 

sem domínio B. 

[000210] Em algumas modalidades, uma proteína quimérica da in-

venção compreende duas sequências de polipeptídeos, uma primeira 

sequência de polipeptídeo compreendendo uma sequência de amino-

ácidos de pelo menos cerca de 80%, 90%, 95%, ou 100% idêntica a 

uma sequência selecionada a partir FVIII-161 (SEQ ID NO: 101), FVIII-

169 (SEQ ID NO: 103), FVIII-170 (SEQ ID NO: 102), FVIII-173 (SEQ 

ID NO: 104); FVIII-195 (SEQ ID NO: 105); FVIII-196 (SEQ ID NO: 

106), FVIII-199 (SEQ ID NO: 107), FVIII-201 (SEQ ID NO: 108); FVIII-

203 (SEQ ID NO: 109), FVIII-204 (SEQ ID NO: 110), FVIII-205 (SEQ 

ID NO: 111), FVIII-266 (SEQ ID NO: 112), FVIII-267 (SEQ ID NO: 

113), FVIII-268 (SEQ ID NO: 114), FVIII-269 (SEQ ID NO: 115), FVIII-

271 (SEQ ID NO: 116), ou do FVIII-272 (SEQ ID NO: 117) e uma se-

gunda sequência de polipeptídeo compreendendo uma sequência de 
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aminoácidos de pelo menos cerca de 80%, 90%, 95%, ou 100% idên-

tica a uma sequência selecionada a partir VWF031 (SEQ ID NO: 118), 

VWF034 (SEQ ID NO: 119), ou VWF-036 (SEQ ID NO: 120). 

D) Região constante de Ig ou uma fração da mesma 

[000211] O fragmento de VWF ou a proteína FVIII ligada a uma se-

quência XTEN na presente invenção pode ainda compreender uma 

região constante de Ig ou uma fração da mesma. A região constante 

de Ig ou uma fração da mesma pode melhorar propriedades farmaco-

cinéticas ou farmacodinâmicas do VWF ou fragmento da proteína 

FVIII, em combinação com a sequência XTEN. Em certas modalida-

des, a região constante de Ig ou uma fração da mesma estende uma 

meia-vida de uma molécula fundida com a região constante de Ig ou 

uma fração da mesma. 

[000212] Uma região constante de Ig é constituída por domínios de-

notados CH (pesado constante) (CH1, CH2, etc.). Dependendo do iso-

tipo, (ou seja, IgG, IgM, IgA, IgD, ou IgE), a região constante pode ser 

constituída por três ou quatro domínios CH. Algumas regiões constan-

tes (por exemplo, os isotipos IgG) de isotipos também contêm uma re-

gião em dobradiça. Ver Janeway et al. 2001, Immunobiology, Garland 

Publishing, NY, NY.  

[000213] Uma região constante de Ig ou uma fração da mesma para 

a produção da proteína quimérica da presente invenção pode ser obti-

da a partir de um número de diferentes fontes. Em algumas modalida-

des, uma região constante de Ig ou uma fração da mesma é derivada 

de uma Ig humana. Entende-se, no entanto, que a região constante de 

Ig ou uma fração da mesma pode ser derivada a partir de uma Ig de 

outra espécie de mamífero, incluindo, por exemplo, um roedor (por 

exemplo, um camundongo, rato, coelho, cobaia) ou espécies de prima-

tas não humanos (por exemplo, chimpanzé, macacos). Além disso, a 

região constante de Ig ou uma fração da mesma pode ser derivada a 
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partir de qualquer classe de Ig, incluindo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, e 

qualquer isotipo de Ig, incluindo IgG1, IgG2, IgG3, e IgG4. Em uma 

modalidade, o isotipo IgG1 humano é usado. 

[000214] Uma variedade de sequências do gene da região constante 

de Ig (por exemplo, as sequências dos genes das regiões constantes 

humanas) estão disponíveis sob a forma de depósitos acessíveis ao 

público. A sequência de domínios da região constante pode ser seleci-

onada tendo uma função efetora particular (ou falta uma função efeto-

ra particular) ou com uma determinada modificação para reduzir a 

imunogenicidade. Muitas sequências de anticorpos e genes que codifi-

cam anticorpos foram publicadas e sequências da região constante de 

Ig adequadas (por exemplo, sequências em dobradiça, CH2, e/ou 

CH3, ou frações das mesmas) podem ser derivadas a partir destas 

sequências, utilizando técnicas reconhecidas. O material genético ob-

tido utilizando qualquer um dos métodos anteriores pode então ser al-

terado ou sintetizado para obter os polipeptídeos da presente inven-

ção. Será ainda apreciado que o escopo da presente invenção englo-

ba alelos, variantes e mutações de sequências de DNA da região 

constante. 

[000215] As sequências da região constante de Ig ou uma fração da 

mesma podem ser clonadas, por exemplo, utilizando a reação em ca-

deia da polimerase e iniciadores que são selecionados para amplificar 

o domínio de interesse. Para clonar uma sequência da região constan-

te de Ig ou uma fração da mesma a partir de um anticorpo, o mRNA 

pode ser isolado a partir do hibridoma, baço ou células linfáticas, 

transcrito de forma reversa em DNA, e os genes de anticorpos amplifi-

cados por PCR. Os métodos de amplificação por PCR são descritos 

em detalhe nas Patentes US 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 

4.965.188; e em, por exemplo, "PCR Protocolos: A Guide to Methods 

and Applications" Innis et al. eds., Academic Press, San Diego, CA 
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(1990); Ho et al. 1989. Gene 77:51; Horton et al., 1993. Methods 

Enzymol. 217: 270). PCR pode ser iniciada por iniciadores da região 

constante de consenso ou por mais iniciadores específicos, baseados 

nas sequências de DNA e de aminoácidos de cadeia pesada e leve 

publicados. Como discutido acima, a PCR também pode ser usada 

para isolar clones de DNA que codificam cadeias pesadas e leves de 

anticorpo. Neste caso, as bibliotecas podem ser rastreadas por inicia-

dores ou sondas de consenso homólogas maiores, como sondas de 

camundongo da região constante. Numerosos conjuntos de iniciadores 

adequados para a amplificação dos genes do anticorpo são conheci-

dos na técnica (por exemplo, iniciadores 5’ baseados na sequência N-

terminal de anticorpos purificados (Benhar e Pastan 1994. Protein En-

gineering 7: 1509); amplificação rápida de extremidades de cDNA (Ru-

berti, F. et al., 1994, J. Immunol Methods. 173: 33); sequências líder de 

anticorpos (Larrick et aL 1989, Biochem. Biophys. Res. Commun. 160: 

1250). A clonagem de sequências de anticorpos é ainda descrita em 

Newman et al., Patente US 5.658.570, depositada em 25 de janeiro de 

1995, que é aqui incorporada por referência. 

[000216] Uma região constante de Ig aqui utilizada pode incluir todos 

os domínios e a região em dobradiça ou suas frações. Em uma moda-

lidade, a região constante de Ig ou uma fração da mesma compreende 

um domínio CH2, domínio CH3, e uma região em dobradiça, isto é 

uma região Fc ou um parceiro de ligação ao FcRn. 

[000217] Como aqui utilizado, o termo "região Fc" é definido como a 

fração de um polipeptídeo que corresponde à região Fc de Ig nativa, 

ou seja, como formada pela associação dimérica dos respectivos do-

mínios Fc de suas duas cadeias pesadas. Uma região Fc nativa forma 

um homodímero com outra região Fc. Em contraste, o termo "região 

Fc geneticamente fundida" ou "região Fc de cadeia simples" (região 

scFC), como aqui utilizado, refere-se a uma região Fc dimérica sintéti-
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ca constituída por domínios Fc geneticamente ligados dentro de uma 

única cadeia de polipeptídeos (isto é, codificado em uma única se-

quência genética contígua). 

[000218] Em uma modalidade, a "região Fc" refere-se à fração de 

uma única cadeia pesada de Ig que começa na região em dobradiça 

imediatamente a montante do sítio de clivagem de papaína (isto é no 

resíduo 216 em IgG, tomando o primeiro resíduo da região constante 

da cadeia pesada sendo o 114) e que termina na extremidade C-

terminal do anticorpo. Por conseguinte, um domínio de Fc completo 

compreende pelo menos um domínio em dobradiça, um domínio CH2 

e um domínio CH3. 

[000219] A região Fc de uma região constante de Ig, dependendo do 

isotipo de Ig pode incluir domínios CH2, CH3, e CH4, bem como a região 

em dobradiça. As proteínas quiméricas que compreendem uma região Fc 

de uma Ig conferem várias propriedades desejáveis de uma proteína 

quimérica incluindo maior estabilidade, maior meia-vida no soro (ver 

Capon et al., 1989, Nature 337: 525) bem como a ligação aos recepto-

res Fc, como o receptor de Fc neonatal (FcRn) (Patente US 6.086.875, 

6.485.726, 6.030.613; WO 03/077834; US2003-0235536A1), que são 

aqui incorporadas por referência na sua totalidade. 

[000220] Uma região constante de Ig ou uma fração da mesma pode 

ser um parceiro de ligação ao FcRn. FcRn é ativo nos tecidos epiteliais 

adultos e expressos no lúmen dos intestinos, vias aéreas pulmonares, 

superfícies nasais, superfícies vaginais, superfícies do cólon e retal 

(Patente US 6.485.726). Um parceiro de ligação FcRn é uma fração de 

uma Ig, que se liga ao FcRn. 

[000221] O receptor FcRn foi isolado a partir de várias espécies de 

mamíferos, incluindo os seres humanos. As sequências do FcRn hu-

mano, FcRn de macaco, FcRn de rato e FcRn de camundongo são 

conhecidos (Story et al, 1994, J. Exp Med 180:2377). O receptor FcRn 
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liga-se a IgG (mas não outras classes de Ig, como IgA, IgM, IgD, e IgE), a 

um pH relativamente baixo, transporta ativamente a IgG transcelular em 

uma direção do lúmen para serosa e, em seguida, libera a IgG a um pH 

relativamente mais elevado encontrado nos fluidos intersticiais. É ex-

presso no tecido epitelial dos adultos (Patentes US 6.485.726, 

6.030.613, 6.086.875; WO 03/077834; US2003-0235536A1) incluindo 

pulmão e epitélio intestinal (Israel et aL1997, Immunology 92:69), epi-

télio tubular proximal renal (Kobayashi et al., 2002, Am J. Physiol Re-

nal Physiol 282: F358) bem como o epitélio nasal, superfícies vaginais, 

e superfícies da árvore biliar. 

[000222] Parceiros de ligação a FcRn úteis na presente invenção 

abrangem moléculas que podem ser especificamente ligadas pelo re-

ceptor FcRn incluindo toda a IgG, o fragmento Fc da IgG, e outros fra-

gmentos que incluem a região de ligação completa do receptor FcRn. 

A região da fração Fc de IgG que se liga ao receptor FcRn foi descrita 

com base em cristalografia de raios X (Burmeister et aL1994, Nature 

372: 379). A principal área de contato de Fc com o FcRn é próxima à 

junção dos domínios de CH2 e CH3. Contatos Fc-FcRn estão todos 

dentro de uma única cadeia pesada de Ig. Os parceiros de ligação ao 

FcRn incluem a IgG inteira, o fragmento Fc da IgG, e outros fragmen-

tos de IgG que incluem a região de ligação completa de FcRn. Os 

principais locais de contato incluem resíduos de aminoácidos 248, 

250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311, e 314 dos resíduos de do-

mínio CH2 e aminoácidos 385-387, 428, e 433-436 do domínio CH3. 

As referências feitas à numeração de aminoácido de Igs ou fragmen-

tos de Ig, ou regiões, são todos baseados em Kabat et al. 1991, Se-

quences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Pu-

blic Health, Bethesda, Md. 

[000223] As regiões Fe ou parceiros de ligação FcRn ligados a FcRn 

podem ser efetivamente empurrados através das barreiras epiteliais 
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por FcRn, proporcionando assim um meio não invasivo para adminis-

trar sistemicamente uma molécula terapêutica desejada. Além disso, 

as proteínas de fusão que compreendem uma região Fc ou um parcei-

ro de ligação ao FcRn são endocitadas pelas células que expressam o 

FcRn. Mas, em vez de serem marcadas para a degradação, estas pro-

teínas de fusão são recicladas na circulação novamente, aumentando 

assim a meia-vida in vivo dessas proteínas. Em certas modalidades, 

as frações de regiões constantes de Ig são uma região Fc ou um par-

ceiro de ligação ao FcRn que tipicamente se associa, através de liga-

ções de dissulfeto e outras interações não específicas, com uma outra 

região Fc ou outro parceiro de ligação ao FcRn para formar dímeros e 

os multímeros de ordem superior. 

[000224] Dois receptores FcRn podem se ligar a uma única molécula 

Fc. Os dados cristalográficos sugerem que cada molécula FcRn se liga 

a um único polipeptídeo do homodímero Fc. Em uma modalidade, a 

ligação ao parceiro de ligação FcRn, por exemplo, um fragmento Fc de 

uma IgG, a uma molécula biologicamente ativa fornece um meio de 

liberação da molécula biologicamente ativa por via oral, bucal, sublin-

gual, retal, vaginal, como um aerossol administrado por via nasal ou 

através uma via pulmonar, ou através de uma via ocular. Em outra 

modalidade, a proteína quimérica pode ser administrada de forma in-

vasiva, por exemplo, por via subcutânea, por via intravenosa. 

[000225] Uma região de parceiro de ligação FcRn é uma molécula ou 

uma fração respectiva, que pode ser especificamente ligada pelo re-

ceptor FcRn com consequente transporte ativo pelo receptor FcRn da 

região Fc. Especificamente ligado refere-se a duas moléculas forman-

do um complexo que é relativamente estável em condições fisiológi-

cas. A ligação específica é caracterizada por uma elevada afinidade e 

uma fraca capacidade para moderar como distinguir a ligação não es-

pecífica, que geralmente tem uma baixa afinidade com uma moderada 
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a alta capacidade. Tipicamente, a ligação é considerada específica 

quando a constante de afinidade KA é maior do que 106 M-1, ou maior 

do que 108 M-1. Se necessário, a ligação não específica pode ser re-

duzida sem afetar substancialmente a ligação específica, variando as 

condições de ligação. As condições de ligação adequadas, como a 

concentração das moléculas, a força iônica da solução, temperatura, 

tempo permitido para a ligação, a concentração de um agente de blo-

queio (por exemplo, albumina de soro, caseína do leite), etc., podem 

ser otimizadas por um especialista na técnica utilizando técnicas de 

rotina. 

[000226] Em certas modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende uma ou mais regiões Fc truncadas que são, no en-

tanto, suficientes para conferir ao receptor de Fc (FcR) propriedades 

de ligação à região Fc. Por exemplo, a fração de uma região Fc que se 

liga ao FcRn (isto é, a fração de ligação de FcRn) compreende de cer-

ca de aminoácidos 282-438 de IgG1, numeração EU (com os locais de 

contato principais sendo aminoácidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 

290-291, 308-311, e 314 dos resíduos de domínio CH2 e aminoácidos 

385-387, 428, 433-436 e do domínio CH3. Assim, uma região Fc da 

invenção pode compreender ou consistir em uma fração de ligação de 

FcRn. As porções de ligação de FcRn podem ser derivadas a partir de 

cadeias pesadas de qualquer isotipo, incluindo IgG1, IgG2, IgG3 e 

IgG4. Em uma modalidade, uma fração de ligação de FcRn a partir de 

um anticorpo do isotipo de IgG1 humano é usada. Em outra modalida-

de, uma fração de ligação de FcRn a partir de um anticorpo do isotipo 

IgG4 humano é usada. 

[000227] Em outra modalidade, a "região Fc" inclui uma sequência 

de aminoácidos de um domínio de Fe ou derivada de um domínio Fc. 

Em certas modalidades, uma região Fc compreende pelo menos um 

de: um domínio dobradiça (por exemplo, região em dobradiça superior, 
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média, e/ou inferior) (cerca de 216-230 aminoácidos de uma região Fc 

de anticorpo de acordo com a numeração EU), um domínio CH2 (cer-

ca de 231-340 aminoácidos de uma região Fc de anticorpo de acordo 

com a numeração EU), um domínio CH3 (cerca de 341-438 aminoáci-

dos de uma região Fc de anticorpo de acordo com a numeração EU), 

um domínio CH4, ou uma variante, fração, ou um fragmento do mes-

mo. Em outras modalidades, uma região Fc compreende um domínio 

Fc completo (isto é, um domínio em dobradiça, um domínio CH2 e um 

domínio CH3). Em algumas modalidades, uma região Fc compreende, 

consiste essencialmente em, ou consiste em um domínio em dobradi-

ça (ou uma fração do mesmo) fundido com um domínio CH3 (ou uma 

fração do mesmo), um domínio em dobradiça (ou uma fração do mes-

mo) fundido com um domínio CH2 (ou uma fração do mesmo), um 

domínio CH2 (ou uma fração do mesmo) fundido com um domínio 

CH3 (ou uma fração do mesmo), um domínio CH2 (ou uma fração do 

mesmo) fundido com ambos um domínio em dobradiça (ou uma fração 

do mesmo) e um domínio CH3 (ou uma fração do mesmo). Em ainda 

outras modalidades, uma região Fc é desprovida de, pelo menos uma 

fração de um domínio CH2 (por exemplo, a totalidade ou parte de um 

domínio CH2). Em uma modalidade particular, uma região Fc compre-

ende ou consiste nos aminoácidos correspondentes aos números UE 

221 a 447. 

[000228] As regiões Fc denotadas como F, F1, F2 ou aqui descritas 

podem ser obtidas a partir de um número de diferentes fontes. Em 

uma modalidade, uma região Fc do polipeptídeo é derivada de uma Ig 

humana. Entende-se, no entanto, que uma região Fc pode ser deriva-

da de uma Ig de outra espécie de mamífero, incluindo, por exemplo, 

um roedor (por exemplo, um camundongo, rato, coelho ou cobaia) ou 

espécie de primata não humano (por exemplo, chimpanzé, macaco). 

Além disso, o polipeptídeo de domínios Fc ou frações dos mesmos 
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podem ser derivados a partir de qualquer classe de Ig, incluindo IgM, 

IgG, IgD, IgA e IgE, e qualquer isotipo de Ig, incluindo IgG1, IgG2, 

IgG3 e IgG4. Em outra modalidade, o isotipo IgG1 humano é usado. 

[000229] Em certas modalidades, a variante Fc confere uma altera-

ção em pelo menos uma função efetora conferida por uma região Fc 

compreendendo o referido domínio de Fc de tipo selvagem (por exem-

plo, uma melhoria ou a redução na capacidade da região Fc para se 

ligar a receptores de Fc (por exemplo, FcyRI, FcyRII ou FcyRIII) ou 

proteínas do complemento (por exemplo, C1q), ou para desencadear a 

citotoxicidade dependente de anticorpos (ADCC), fagocitose, ou cito-

toxicidade dependente do complemento (CDCC)). Em outras modali-

dades, a variante Fc fornece um resíduo de cisteína. 

[000230] As regiões Fc da invenção podem empregar variantes de 

Fc reconhecidas na técnica que são conhecidos por conferir uma alte-

ração (por exemplo, um aumento ou redução) em função efetora e/ou 

FcR ou ligação a FcRn. Especificamente, uma molécula de ligação da 

invenção pode incluir, por exemplo, uma alteração (por exemplo, uma 

substituição) em uma ou mais das posições de aminoácidos descritas 

nas Publicações de Patente Internacional PCT WO88/07089A1, 

W096/14339A1, WO98/05787A1, W098/23289A1, W099/51642A1, 

W099/58572A1, WO00/09560A2, WO00/32767A1, WO00/42072A2, 

WO02/44215A2, WO02/060919A2, WO03/074569A2, WO04/016750A2, 

WO04/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2, 

WO04/099249A2, WO05/040217A2, WO04/044859, WO05/070963A1, 

WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1, 

WO06/047350A2 e WO06/085967A2; Publicações de Patente US 

US2007/0231329, US2007/0231329, US2007/0237765, US2007/0237766, 

US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603, US20070286859, 

US20080057056; ou Patentes US 5.648.260; 5.739.277; 5.834.250; 

5.869.046; 6.096.871; 6, 121, 022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 

6.528.624; 6.538.124; 6.737.056; 6.821, 505; 6.998.253; 7.083.784; 
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7.404.956, e 7.317.091, cada uma das quais é aqui incorporada por refe-

rência Em uma modalidade, a mudança específica (por exemplo, a 

substituição específica de um ou mais aminoácidos divulgados na téc-

nica) pode ser realizada em uma ou mais das posições de aminoáci-

dos descritas. Em outra modalidade, uma mudança diferente em uma 

ou mais das posições de aminoácidos descritas (por exemplo, a subs-

tituição diferente de uma ou mais posições de aminoácidos descritas 

na técnica) pode ser realizada. 

[000231] A região Fc ou parceiro de ligação ao FcRn de IgG podem 

ser modificados de acordo com procedimentos bem conhecidos como 

mutagênese dirigida ao local e semelhantes, para se obter fragmentos 

Fc ou IgG modificados ou frações dos mesmos que serão ligados por 

FcRn. Tais modificações incluem modificações remotas a partir dos 

locais de contato a FcRn bem como modificações dentro dos sítios de 

contato que preservam ou mesmo aumentam a ligação ao FcRn. Por 

exemplo, os seguintes resíduos de aminoácidos únicos na Fc de IgG1 

humana (Fc γ1) podem ser substituídos sem perda significativa de afi-

nidade de ligação de Fc para FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, 

D249A, M252A, T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, 

E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, 

E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, 

Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A, V305A, 

T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, 

K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A, A330Q, P331A, E333A, 

K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, 

Q347A, R355A, E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, 

Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A, 

Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, 

D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A, N421A, V422A, 

S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A, e 
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K447A, onde, por exemplo P238A representa a prolina tipo selvagem 

substituída por alanina na posição número 238. Como um exemplo, 

uma modalidade específica incorpora a mutação N297A, removendo 

um local de N-glicosilação altamente conservado. Em adição à alanina 

outros aminoácidos podem ser substituídos pelos aminoácidos tipo 

selvagem nas posições especificadas acima. As mutações podem ser 

introduzidas individualmente em Fc dando origem a mais de cem regi-

ões Fc distintas do Fc nativo. Além disso, as combinações de duas, 

três, ou mais destas mutações individuais podem ser introduzidas em 

conjunto, dando origem a centenas de outras regiões Fc. Além disso, 

uma região de Fc de um constructo da invenção pode ser mutada e a 

outra região Fc do constructo não mutado no todo, ou ambos podem 

ser mutados, mas com diferentes mutações. 

[000232] Algumas das mutações acima podem conferir nova funcio-

nalidade a região Fc ou parceiro de ligação FcRn. Por exemplo, uma 

modalidade incorpora N297A, removendo um local de N-glicosilação 

altamente conservado. O efeito desta mutação é reduzir a imunogeni-

cidade, melhorando assim a meia-vida de circulação da região Fc, e 

para tornar a região Fc incapaz de se ligar a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB e 

FcyRIIIA, sem comprometer a afinidade para FcRn (Routledge et al. 

1995, Transplantation 60: 847; amigo et aL1999, Transplantation 68: 

1632; Shields et al., 1995, J. Biol Chem 276: 6591). Como mais um 

exemplo de novas funcionalidades derivadas de mutações descritas 

acima a afinidade para FcRn pode ser aumentada para além do tipo 

selvagem em alguns casos. Este aumento da afinidade pode refletir 

um aumento da taxa de "associação", uma diminuição da taxa de "dis-

sociação" ou ambos um aumento da taxa de "associação" e uma dimi-

nuição da taxa de "dissociação". Exemplos de mutações que parecem 

conferir uma maior afinidade para FcRn incluem, entre outras, T256A, 

T307A, E380A, e N434A (Shields et al., 2001, J. Biol Chem 276: 6591). 
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[000233] Além disso, pelo menos três receptores Fc gama humanos 

parecem reconhecer um sítio de ligação de IgG no interior da região 

em dobradiça inferior, geralmente aminoácidos 234- 237. Portanto, ou-

tro exemplo de novas funcionalidades e potencial imunogenicidade 

diminuída pode resultar de mutações dessa região, como por exemplo, 

substituindo os aminoácidos 233-236 da IgG1 humana "ELLG" com a 

sequência correspondente de IgG2 "PVA" (com uma deleção de ami-

noácidos). Foi demonstrado que FcγRI, FcγRII, e FcγRIII, que me-

deiam várias funções efetoras não se ligarão à IgG1 quando essas 

mutações forem introduzidas. Ward e Ghetie 1995, Therapeutic Immu-

nology 2:77 e Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29: 2613. 

[000234] Em uma modalidade, a região constante de Ig ou uma fra-

ção do mesmo, por exemplo, uma região Fc, é um polipeptídeo inclu-

indo a sequência de PKNSSMISNTP (SEQ ID NO: 52) e, opcionalmen-

te, incluindo ainda uma sequência selecionada a partir de HQSLGTQ 

(SEQ ID NO: 53), HQNLSDGK (SEQ ID NO: 54), HQNISDGK (SEQ ID 

NO: 55), ou VISSHLGQ (SEQ ID NO: 56) (Patente US 5.739.277). 

[000235] Em outra modalidade, a região constante de imunoglobulina 

ou uma fração da mesma compreende uma sequência de aminoácidos 

na região em dobradiça ou uma fração da mesma que forma uma ou 

mais ligações dissulfeto com outra região constante de imunoglobulina 

ou uma fração da mesma. A ligação de dissulfeto pela região constan-

te de imunoglobulina ou uma fração da mesma coloca o primeiro poli-

peptídeo compreendendo FVIII e o segundo polipeptídeo, compreen-

dendo o fragmento de VWF em conjunto de modo que o VWF endó-

geno não substitui o fragmento de VWF e não se liga ao FVIII. Portan-

to, a ligação de dissulfeto entre a primeira região constante de imuno-

globulina ou uma fração da mesma e uma segunda região constante 

de imunoglobulina ou uma fração da mesma impede a interação entre 

o VWF endógeno e a proteína FVIII. Esta inibição da interação entre o 
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VWF e proteína FVIII permite a meia-vida da proteína FVIII ir para 

além do limite de duas vezes. A região em dobradiça ou uma fração da 

mesma pode ainda ser ligada a um ou mais domínios de CH1, CH2, 

CH3, um fragmento do mesmo, e quaisquer combinações dos mes-

mos. Em uma modalidade particular, a região constante de imunoglo-

bulina ou uma fração da mesma é uma região em dobradiça e CH2. 

[000236] Em certas modalidades, a região constante de Ig ou uma 

fração da mesma é hemi-glicosilada. Por exemplo, a proteína quiméri-

ca que compreende duas regiões Fc ou parceiros de ligação FcRn po-

dem conter uma primeira região glicosilada Fc (por exemplo, uma re-

gião CH2 glicosilada) ou parceiro de ligação ao FcRn e uma segunda 

região Fc aglicosilada (por exemplo, uma região CH2 aglicosilada) ou 

parceiro de ligação FcRn. Em uma modalidade, um ligante pode ser 

interposto entre as regiões Fc glicosiladas e aglicosiladas. Em outra 

modalidade, a região Fc ou parceiro de ligação ao FcRn é totalmente 

glicosilada, ou seja, todas as regiões Fc são glicosiladas. Em outras 

modalidades, a região Fc pode ser aglicosilada, isto é nenhuma das 

frações Fc são glicosiladas. 

[000237] Em certas modalidades, uma proteína quimérica da inven-

ção compreende uma substituição de aminoácidos a uma região cons-

tante de Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, as variantes de 

Fc), que altera as funções efetoras independente de antígeno da região 

constante de Ig, em especial a meia-vida em circulação da proteína. 

[000238] Estas proteínas exibem um aumento ou diminuição da liga-

ção a FcRn quando em comparação com proteínas que não possuem 

estas substituições e, por conseguinte, têm um aumento ou diminuição 

da meia-vida no soro, respectivamente. As variantes de Fc com uma 

maior afinidade para FcRn parecem ter meias-vidas no soro mais lon-

ga, e estas moléculas têm aplicações úteis em métodos de tratamento 

de mamíferos onde meia-vida longa do polipeptídeo administrado é 
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desejada, por exemplo, para tratar uma doença ou distúrbio crônico 

(ver, por exemplo, Patentes US 7.348.004, 7.404.956, e 7.862.820). 

Em contraste, variantes Fc com diminuição da afinidade de ligação de 

FcRn parece ter meias-vidas mais curtas, e essas moléculas também 

são úteis, por exemplo, para administração a um mamífero, onde um 

reduzido tempo de circulação pode ser vantajoso, por exemplo, para 

imagiologia de diagnóstico in vivo ou em situações em que o polipeptí-

deo de partida tem efeitos secundários tóxicos quando presentes na 

circulação durante períodos prolongados. As variantes de Fc com di-

minuição da afinidade de ligação ao FcRn são também menos prová-

veis de atravessar a placenta e, deste modo, também são úteis no tra-

tamento de doenças ou patologias em mulheres grávidas. Além disso, 

outras aplicações em que a reduzida afinidade de ligação de FcRn po-

de ser desejada incluem aquelas aplicações em que a localização do 

cérebro, rim, e/ou do fígado é desejada. Em uma modalidade exem-

plar, a proteína quimérica da invenção exibe uma redução do transpor-

te através do epitélio de glomérulos de rim a partir da vasculatura. Em 

outra modalidade, a proteína quimérica da invenção exibe a redução 

do transporte através da barreira hematoencefálica (BHE) a partir do 

cérebro, para dentro do espaço vascular. Em uma modalidade, uma 

proteína com ligação FcRn alterada compreende pelo menos uma re-

gião Fc ou parceiro de ligação ao FcRn (por exemplo, uma ou duas 

regiões Fc ou parceiros de ligação a FcRn), que tem uma ou mais 

substituições de aminoácidos dentro da "alça de ligação ao FcRn" de 

uma região constante de Ig. A alça de ligação ao FcRn é composta por 

resíduos de aminoácidos 280-299 (de acordo com a numeração EU) 

de um tipo selvagem, de comprimento total, da região Fc. Em outras 

modalidades, uma região constante de Ig ou uma fração da mesma de 

uma proteína quimérica da invenção tendo afinidade de ligação a 

FcRn alterada compreende pelo menos uma região Fc ou parceiro de 
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ligação ao FcRn tendo uma ou mais substituições de aminoácidos no 

interior da "zona de contato" 15Å FcRn. Como aqui utilizado, o termo 

"zona de contato" 15Å FcRn inclui resíduos nas seguintes posições de 

uma fração Fc tipo selvagem de comprimento completo: 243-261, 275-

280, 282-293, 302-319, 336- 348, 367, 369, 372-389, 391, 393, 408, 

424, 425-440 (numeração UE). Em outras modalidades, uma região 

constante de Ig ou uma fração da mesma da invenção tendo afinidade 

de ligação a FcRn alterada compreende pelo menos uma região Fc ou 

parceiro de ligação ao FcRn possuindo uma ou mais substituições de 

aminoácidos em uma posição de aminoácido correspondente a qual-

quer uma das seguintes posições EU: 256, 277-281, 283-288, 303-

309, 313, 338, 342, 376, 381, 384, 385, 387, 434 (por exemplo, N434A 

ou N434K), e 438. Exemplos de substituições de aminoácidos que al-

teraram a atividade de ligação ao FcRn são revelados na Publicação 

Internacional PCT N.º WO05/047327 que é aqui incorporado por refe-

rência. 

[000239] Uma região Fc ou parceiro de ligação ao FcRn utilizado na 

invenção também pode compreender uma substituição de aminoáci-

dos reconhecida na técnica que altera a glicosilação da proteína qui-

mérica. Por exemplo, a região Fc ou parceiro de ligação a FcRn da 

proteína quimérica ligada a um fragmento de VWF ou uma proteína 

FVIII pode compreender uma região Fc possuindo uma mutação que 

conduz à glicosilação reduzida (por exemplo, glicosilação ligada em N 

ou O) ou pode compreender uma glicoforma alterada da fração Fc tipo 

selvagem (por exemplo, uma glicano com baixa fucose ou livre de fu-

cose). 

[000240] Em uma modalidade, uma proteína quimérica não proces-

sada da invenção pode compreender uma região Fc geneticamente 

fundida (ou seja, uma região scFc) tendo dois ou mais de seus consti-

tuintes da região constante de Ig ou uma porção da mesma indepen-
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dentemente selecionada da região constante de Ig ou uma porção da 

mesma descrita aqui. Em uma modalidade, as regiões Fc de uma re-

gião Fc dimérica são as mesmas. Em outra modalidade, pelo menos 

duas das regiões Fc são diferentes. Por exemplo, as regiões Fc ou 

parceiros de ligação a FcRn das proteínas da invenção compreendem 

o mesmo número de resíduos de aminoácido ou podem diferir em 

comprimento por um ou mais resíduos de aminoácido (por exemplo, 

em cerca de 5 resíduos de aminoácidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, ou 5 

resíduos de aminoácido), cerca de 10 resíduos, cerca de 15 resíduos, 

cerca de 20 resíduos, cerca de 30 resíduos, cerca de 40 resíduos, ou 

cerca de 50 resíduos). Ainda em outras modalidades, as regiões de Fc 

ou parceiros de ligação a FcRn da proteína da invenção podem diferir 

na sequência em uma ou mais posições de aminoácido. Por exemplo, 

pelo menos duas das regiões Fc ou parceiros de ligação a FcRn po-

dem diferir em cerca de 5 posições de aminoácido (por exemplo, 1, 2, 

3, 4, ou 5 posições de aminoácido), cerca de 10 posições, cerca de 15 

posições, cerca de 20 posições, cerca de 30 posições, cerca de 40 

posições, ou cerca de 50 posições). 

E) Ligantes 

[000241] A proteína quimérica da presente invenção compreende 

ainda um ou mais ligantes. Um tipo dos ligantes é um ligante clivável, 

que pode ser clivado por várias proteases, quando administrados a um 

sujeito in vivo, por exemplo, em um local de coagulação. Em uma mo-

dalidade, o ligante clivável permite a clivagem da fração, por exemplo, 

um fragmento de VWF, a partir da proteína quimérica no local da cas-

cata de coagulação, permitindo assim que o FVIII ativado (FVIIIa) te-

nha a sua atividade FVIIIa. Outro tipo de ligantes é um ligante proces-

sável, que contém um sítio de clivagem intracelular e, assim, pode ser 

clivado por uma enzima de processamento intracelular em uma célula 

hospedeira, permitindo a expressão de um polipeptídeo conveniente e 
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formação de uma proteína quimérica. 

[000242] Um ou mais ligantes podem estar presentes entre quais-

quer duas proteínas na proteína quimérica. Em uma modalidade, uma 

proteína quimérica compreende (i) um fragmento de VWF, (ii) uma se-

quência de XTEN, e (iii) uma proteína FVIII, em que o fragmento de 

VWF é ligado à sequência de XTEN por um ligante, por exemplo, um 

ligante clivável, e a sequência XTEN é adicionalmente ligado à proteí-

na FVIII (isto é, V-L-X-FVIII). Em outra modalidade, uma proteína qui-

mérica compreende (i) um fragmento de VWF, (ii) uma sequência de 

XTEN, e (iii) uma proteína FVIII, em que o fragmento de VWF é ligado 

à sequência de XTEN, e a sequência de XTEN está ligada à proteína 

FVIII através de um ligante, por exemplo, um ligante clivável (isto é, V-

X-L-FVIII). 

[000243] Em certas modalidades, uma proteína quimérica compre-

ende (i) um fragmento de VWF, (ii) uma sequência de XTEN, (iii) uma 

primeira região constante de Ig ou uma fração da mesma (por exem-

plo, uma primeira região Fc), (iv) um proteína FVIII, e (v) uma segunda 

região constante de Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, uma 

segunda região Fc), em que o fragmento de VWF está ligado à se-

quência de XTEN por um ligante opcional, por exemplo, um ligante cli-

vável. A sequência XTEN pode ser ainda ligada à primeira região 

constante de Ig ou uma fração da mesma através de um ligante, por 

exemplo, um ligante clivável. A proteína FVIII (com ou sem uma se-

quência de XTEN) também pode ser ligada à segunda região constan-

te de Ig ou uma fração da mesma por um ligante opcional, por exem-

plo, um ligante clivável. Em certas modalidades, a proteína quimérica 

compreende ainda um ou mais ligantes, por exemplo, ligantes proces-

sáveis, entre a primeira região constante de Ig ou uma fração da 

mesma (por exemplo, primeira região Fc) e a segunda região constan-

te de Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, segundo região Fc), 
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entre o fragmento de VWF e a segunda região constante de Ig ou de 

uma fração da mesma, ou entre a proteína FVIII e a primeira região 

constante de Ig ou uma fração da mesma (por exemplo, primeira regi-

ão Fc). 

[000244] Em algumas modalidades, a presente invenção inclui uma 

proteína quimérica que compreende (i) uma proteína FVIII, (ii) uma se-

quência de XTEN, (iii) uma primeira região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma, e (iv) uma segunda região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma, em que a primeira região constante de Ig ou uma fra-

ção da mesma e a segunda região constante de Ig ou a uma fração 

dos mesmos são ligados por um ligante processável. 

[000245] O ligante útil na presente invenção pode compreender 

qualquer molécula orgânica. Em uma modalidade, o ligante compre-

ende um polímero, por exemplo, polietileno glicol (PEG) ou hidroxietil 

amido (HES). Em outra modalidade, o ligante compreende uma se-

quência de aminoácidos. O ligante pode compreender, pelo menos 

cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 

500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 

1700, 1800, 1900, ou 2000 aminoácidos. O ligante pode compreender 

os aminoácidos 1-5 aminoácidos, 1-10 aminoácidos, 1-20 aminoáci-

dos, 10-50 aminoácidos, 50-100 aminoácidos, 100-200 aminoácidos, 

200-300 aminoácidos, 300-400 aminoácidos, 400-500 aminoácidos, 

500-600 aminoácidos, 600-700 aminoácidos, 700-800 aminoácidos, 

800-900 aminoácidos, ou 900-1000 aminoácidos. Em uma modalida-

de, o ligante compreende uma sequência de XTEN. Exemplos adicio-

nais de XTEN podem ser utilizados de acordo com a presente inven-

ção e são divulgados nas publicações de Patente US 2010/0239554 

A1, 2010/0323956 A1, 2011/0046060 A1, 2011/0046061 A1, 

2011/0077199 A1, 2011/0172146 ou A1, ou publicação de Patente In-

ternacional WO 2010091122 A1, WO 2010144502 A2, WO 
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2010144508 A1, WO 2011028228 A1, WO 2011028229 A1, ou WO 

2011028344 A2. Em outra modalidade, o ligante é uma sequência de 

PAS. 

[000246] O ligante útil na presente invenção pode compreender 

qualquer molécula orgânica. Em uma modalidade, o ligante é um polí-

mero, por exemplo, polietileno glicol (PEG) ou hidroxietil amido (HES). 

Em outra modalidade, o ligante é uma sequência de aminoácidos. O 

ligante pode compreender, pelo menos cerca de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 

70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 

1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900, ou 2000 ami-

noácidos. O ligante pode compreender 1-5 aminoácidos, 1-10 aminoá-

cidos, 1-20 aminoácidos, 10-50 aminoácidos, 50-100 aminoácidos, 

100-200 aminoácidos, 200-300 aminoácidos, 300-400 aminoácidos, 

400-500 aminoácidos, 500-600 aminoácidos, 600-700 aminoácidos, 

700-800 aminoácidos, 800-900 aminoácidos, ou 900-1000 aminoáci-

dos. 

[000247] Exemplos de ligantes são bem conhecidas na técnica. Em 

uma modalidade, o ligante compreende sequência Gn. O ligante pode 

compreender a sequência (GA)n. O ligante pode compreender a se-

quência (GGS)n. Em outras modalidades, o ligante compreende 

(GGGS)n (SEQ ID NO: 57). Em ainda outras modalidades, o ligante 

compreende a sequência (GGS)n (GGGGS)n (SEQ ID NO: 58). Nestes 

casos, n pode ser um número inteiro de 1-100. Em outros casos, n po-

de ser um número inteiro de 1-20, ou seja, 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 

11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 ou 20. Exemplos de ligantes incluem, 

entre outros, GGG, SGGSGGS (SEQ ID NO: 59), 

GGSGGSGGSGGSGGG (SEQ ID NO: 60), GGSGGSGGGGSGGGGS 

(SEQ ID NO: 61), GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO: 62), ou 

GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 63). O ligante não elimina ou 

diminui a atividade de VWF ou o fragmento de atividade de coagula-
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ção do Fator VIII. Opcionalmente, o ligante aumenta a atividade de 

fragmento VWF ou atividade de coagulação da proteína do Fator VIII, 

por exemplo, diminuindo ainda mais os efeitos de impedimento estéri-

co e fazendo com que o fragmento de VWF ou fração do Fator VIII es-

tejam mais acessíveis ao seu local de ligação ao alvo. 

[000248] Em uma modalidade, o ligante útil para a proteína quiméri-

ca é 15-25 aminoácidos de comprimento. Em outra modalidade, o li-

gante útil para a proteína quimérica é de 15-20 aminoácidos de com-

primento. Em algumas modalidades, o ligante para a proteína quiméri-

ca é de 10-25 aminoácidos de comprimento. Em outras modalidades, 

o ligante para a proteína quimérica é de 15 aminoácidos de compri-

mento. Em ainda outras modalidades, o ligante para a proteína quimé-

rica é (GGGGS)n (SEQ ID NO: 64) em que G representa glicina, S re-

presenta serina e o símbolo n representa um número inteiro 1-20. 

F) Sítios de clivagem  

[000249] O ligante pode também incorporar uma fração capaz de ser 

clivada quimicamente (por exemplo, hidrólise de uma ligação éster), 

por via enzimática (isto é, a incorporação de uma sequência de cliva-

gem de protease), ou fotoliticamente (por exemplo, um cromóforo co-

mo ácido 3-amino -3-(2-nitrofenil) propiônico (ANP)) de forma a liberar 

uma molécula da outra. 

[000250] Em uma modalidade, o ligante é um ligante clivável. Os li-

gantes cliváveis podem compreender um ou mais locais de clivagem 

na extremidade N-terminal ou C-terminal ou em ambas. Em outra mo-

dalidade, o ligante clivável consiste essencialmente em, ou consiste 

em um ou mais sítios de clivagem. Em outras modalidades, o ligante 

clivável compreende sequências de aminoácidos de aminoácidos hete-

rólogas de ligante aqui descritas ou polímeros e um ou mais sítios de 

clivagem. 

[000251] Em certas modalidades, um ligante clivável compreende um 
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ou mais sítios de clivagem que podem ser clivados em uma célula 

hospedeira (isto é, sítios de processamento intracelular). Exemplos 

não limitantes do sítio de clivagem incluem RRRR (SEQ ID NO: 9), 

RKRRKR (SEQ ID NO: 10), e RRRRS (SEQ ID NO: 11). 

[000252] Em outras modalidades, um ligante clivável compreende 

um ou mais sítios de clivagem que são clivadas por uma protease de-

pois de uma proteína quimérica que compreende o ligante clivável é 

administrado a um sujeito. Em uma modalidade, o sítio de clivagem é 

clivado por uma protease selecionada a partir do grupo consistindo em 

fator XIa, fator XIIa, calicreína, fator VIIa, fator IXa, fator Xa, fator IIa 

(trombina), elastase-2, MMP-12, MMP -13, MMP-17, e MMP-20. Em 

outra modalidade, o sítio de clivagem é selecionado a partir do grupo 

consistindo de um sítio de clivagem de FXIa (por exemplo, KLTR↓AET 

(SEQ ID NO: 65)), um sítio de clivagem de FXIa (por exemplo, 

DFTR↓VVG (SEQ ID NO: 66)), um sítio de clivagem FXIIa (por exem-

plo, TMTR↓IVGG (SEQ ID NO: 67)), um sítio de clivagem de Calicreí-

na (por exemplo, SPFR↓STGG (SEQ ID NO: 68)), um sítio de clivagem 

de FVIIa (por exemplo, LQVR↓IVGG (SEQ ID NO: 69)), um sítio de 

clivagem de FIXa (por exemplo, PLGR↓IVGG (SEQ ID NO: 70)), um 

sítio de clivagem FXa (por exemplo, IEGR ↓TVGG (SEQ ID NO: 71)), 

um sítio de clivagem FIIa (trombina) (por exemplo, LTPR↓SLLV (SEQ 

ID NO: 72)), um sítio de clivagem da elastase-2 (por exemplo, 

LGPV↓SGVP (SEQ ID NO: 73)), sítio de clivagem de Granzima-B (por 

exemplo, VAGD↓SLEE (SEQ ID NO: 74)), um sítio de clivagem de 

MMP-12 (por exemplo, GPAG↓LGGA (SEQ ID NO: 75)), um sítio de 

clivagem de MMP-13 (por exemplo, GPAG↓LRGA (SEQ ID NO: 76)), 

um sítio de clivagem de MMP-17 (por exemplo, APLG↓LRLR (SEQ ID 

NO: 77)), um sítio de clivagem de MMP-20 (por exemplo, PALP↓LVAQ 

(SEQ ID NO: 78)), um sítio de clivagem de TEV (por exemplo, EN-

LYFQ↓G(SEQ ID NO: 79)), um sítio de clivagem de enteroquinase (por 
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exemplo, DDDK↓IVGG (SEQ ID NO: 80)), um sítio de clivagem de pro-

tease 3C (PRESCISSION ™) (por exemplo, LEVLFQ↓GP (SEQ ID NO: 

81)), e um sítio de clivagem de Sortase (por exemplo, LPKT↓GSES) 

(SEQ ID NO: 82). Em certas modalidades, os sítios de clivagem de 

FXIa incluem, entre outros, por exemplo, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 

83) e SVSQTSKLTR (SEQ ID NO: 84). Sítios de clivagem de trombina 

não limitantes exemplares incluem, por exemplo, DFLAEGGGVR 

(SEQ ID NO: 85), TTKIKPR (SEQ ID NO: 86), ou LVPRG (SEQ ID NO: 

87), e uma sequência que compreende, que consiste essencialmente 

em, ou consistindo em ALRPR (SEQ ID NO: 17) (por exemplo, ALR-

PRVVGGA (SEQ ID NO: 88)). 

[000253] Em uma modalidade específica, o sítio de clivagem é TLD-

PRSFLLRNPNDKYEPFWEDEEK (SEQ ID NO: 8). 

POLINUCLEOTÍDEOS, VETORES E CÉLULAS HOSPEDEIRAS 

[000254] É também proporcionado na presente invenção um polinu-

cleotídeo que codifica (a) um fragmento de VWF ligado a uma sequên-

cia XTEN e uma proteína FVIII, (b) uma proteína FVIII ligada a uma 

sequência XTEN e Fc, ou (c) uma proteína FVIII ligada com uma se-

quência de XTEN e um fragmento de VWF aqui descrito. Quando uma 

proteína quimérica é uma única cadeia de polipeptídeo (por exemplo, 

F2-L2-X-V-L1-F1-FVIII, em que o FVIII compreende uma proteína 

FVIII, F1 compreende uma primeira região constante de Ig ou de uma 

fração da mesma, por exemplo, uma primeira região Fc, L1 compreen-

de um primeiro ligante, V compreende um fragmento de VWF, X com-

preende uma sequência de XTEN, L2 compreende um segundo ligan-

te, e F2 compreende uma segunda região constante de Ig ou de uma 

fração da mesma, por exemplo, uma segunda região Fc), a invenção é 

projetada para uma única cadeia de polinucleotídeo que codifica a ca-

deia polipeptídica única. Quando a proteína quimérica compreende 

uma primeira e uma segunda cadeias de polipeptídeos (F2-L2-X-V: 
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F1-FVIII), a primeira cadeia de polipeptídeo compreendendo um frag-

mento de VWF ligado a uma sequência XTEN, que é ainda ligada a 

uma primeira região constante de Ig ou um uma fração da mesma (por 

exemplo, uma primeira região Fc) através de um ligante clivável (por 

exemplo, F2-L2-X-V), e a segunda cadeia de polipeptídeos compreen-

de uma proteína FVIII e uma segunda região constante de Ig ou uma 

fração da mesma (por exemplo, uma segunda região Fc) (por exem-

plo, o FVIII-F1), em que a primeira cadeia de polipeptídeos e a segun-

da cadeia de polipeptídeos estão associadas uma com a outra, um po-

linucleotídeo pode incluir a primeira sequência de nucleotídeos e a se-

gunda sequência de nucleotídeos. Em uma modalidade, a primeira ca-

deia de polipeptídeos e a segunda cadeia de polipeptídeo podem ser 

codificadas por um polinucleotídeo de cadeia simples. Em outra moda-

lidade, a primeira cadeia de polipeptídeos e a segunda cadeia de poli-

peptídeos são codificadas por dois polinucleotídeos diferentes, ou se-

ja, uma primeira sequência de nucleotídeos e uma segunda sequência 

de nucleotídeos. Em outra modalidade, a primeira sequência de nucle-

otídeos e a segunda sequência de nucleotídeos são diferentes em dois 

polinucleotídeos (por exemplo, vetores diferentes). Em certas modali-

dades, a presente invenção é dirigida a um conjunto de polinucleotí-

deos compreendendo uma primeira cadeia de nucleotídeos e uma se-

gunda cadeia de nucleotídeos, em que a primeira cadeia de nucleotí-

deos codifica para o fragmento de VWF da proteína quimérica e a se-

gunda cadeia de nucleotídeos codifica a proteína FVIII. Em algumas 

modalidades, uma proteína quimérica compreendendo duas cadeias 

de polipeptídeos ou três cadeias de polipeptídeo pode ser codificada 

por um polinucleotídeo de cadeia simples, e, em seguida, processada 

em duas ou três (ou mais) cadeias de polipeptídeos. Em ainda outras 

modalidades, uma proteína quimérica compreendendo estas cadeias 

de polipeptídeos podem ser codificadas por duas ou três cadeias de 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 192/308



187/292 

  

polinucleotídeos. 

[000255] Em outras modalidades, o conjunto dos polinucleotídeos 

compreende ainda uma cadeia de nucleotídeos adicional (por exem-

plo, uma segunda cadeia de nucleotídeos quando o polipeptídeo qui-

mérico é codificado por um polinucleotídeo de cadeia única ou uma 

terceira cadeia de nucleotídeos quando a proteína quimérica é codifi-

cada por duas cadeias de polinucleotídeos) que codifica uma proteína 

convertase. A proteína convertase pode ser selecionada a partir do 

grupo que consiste em uma pró-proteína subtilisina convertase/Kexin 

tipo 5 (PCSK5 ou PC5), pró-proteína subtilisina convertase/Kexin tipo 7 

(PCSK7 ou PC5), uma levedura Kex 2, pró-proteína subtilisina conver-

tase/Kexin tipo 3 (PACE ou PCSK3), e duas ou mais combinações das 

mesmas. Em algumas modalidades, a proteína convertase é PACE, 

PC5, ou PC7. Em uma modalidade específica, a proteína é a convertase 

PC5 ou PC7. Ver o Pedido Internacional N°. PCT/US2011/043568. 

[000256] Como aqui utilizado, um vetor de expressão refere-se a 

qualquer constructo de ácido nucleico que contém os elementos ne-

cessários para a transcrição e tradução de uma sequência de codifica-

ção inserida, ou no caso de um vetor viral de RNA, os elementos ne-

cessários para a replicação e tradução, quando introduzido em uma 

célula hospedeira apropriada. Os vetores de expressão podem incluir 

plasmídeos, fagemídeos, vírus, e seus derivados. 

[000257] Os vetores de expressão da invenção incluem polinucleotí-

deos que codificam a proteína quimérica aqui descrita. Em uma moda-

lidade, uma ou mais das sequências de codificação para o fragmento 

de VWF e XTEN, a proteína FVIII e XTEN, ou ambos estão ligados 

operativamente a uma sequência de controle da expressão. Como 

aqui utilizado, duas sequências de ácidos nucleicos estão operativa-

mente ligadas quando estão ligadas covalentemente de forma a permi-

tir a cada sequência de ácido nucleico componente reter a sua funcio-
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nalidade. Uma sequência de codificação e uma sequência de controle 

da expressão do gene são ditas como sendo operativamente ligadas 

quando estão ligadas covalentemente de forma a colocar a expressão 

ou transcrição e/ou tradução da sequência de codificação sob a in-

fluência ou controle da sequência de controle da expressão do gene. 

Duas sequências de DNA são ditas como sendo operativamente liga-

das, se a indução de um promotor de expressão de genes 5’  resulta 

na transcrição da sequência de codificação e se a natureza da ligação 

entre as duas sequências de DNA não (1) resulta na introdução de 

uma mutação de deslocamento, (2) interfere com a capacidade da re-

gião promotora em dirigir a transcrição da sequência de codificação, 

ou (3) interferir com a capacidade do transcrito de RNA corresponden-

te para ser traduzido em uma proteína. Assim, uma sequência de ex-

pressão de gene seria operativamente ligada a uma sequência de co-

dificação de ácido nucleico se a sequência de expressão  gênica fosse 

capaz de realizar a transcrição dessa sequência de codificação de áci-

do nucleico de tal forma que o transcrito resultante traduz-se na prote-

ína ou polipeptídeo desejado. 

[000258] Uma sequência de controle da expressão do gene, como 

aqui utilizado é qualquer sequência de nucleotídeos de regulação, co-

mo uma sequência promotora ou a combinação promotora-intensifi-

cadora, que facilita a transcrição eficiente e tradução do ácido nucleico 

que codifica para a qual está operativamente ligada. A sequência de 

controle da expressão do gene pode, por exemplo, ser um promotor de 

mamífero ou viral, como um promotor constitutivo ou induzível. Promo-

tores de mamíferos constitutivos incluem, entre outros, os promotores 

para os seguintes genes: hipoxantina fosforribosil-transferase (HPRT), 

adenosina  desaminase, piruvato quinase, promotor da beta-actina e 

outros promotores constitutivos. Promotores virais exemplificativos que 

funcionam de forma constitutiva em células eucarióticas incluem, por 
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exemplo, promotores do citomegalovírus (CMV), vírus de símio (por 

exemplo, SV40), vírus do papiloma, adenovírus, vírus da imunodefici-

ência humana (HIV), vírus do sarcoma de Rous, o citomegalovírus, 

repetições terminais longas (LTR) do vírus Moloney da leucemia, e ou-

tros retrovírus, e o promotor da timidina quinase do vírus herpes sim-

plex. Outros promotores constitutivos são conhecidos daqueles espe-

cialistas na técnica. Os promotores úteis como sequências de expres-

são de gene da invenção também incluem os promotores induzíveis. 

Os promotores induzíveis são expressos na presença de um agente 

indutor. Por exemplo, o promotor de metalotioneína é induzido para 

promover a transcrição e a tradução na presença de certos íons metá-

licos. Outros promotores induzíveis são conhecidos para os especialis-

tas na técnica. 

[000259] Em geral, a sequência de controle da expressão do gene 

deve incluir, como necessário, sequências 5’ não transcritas e sequên-

cias 5’ não traduzidas envolvidas com a iniciação da transcrição e da 

tradução, respectivamente, como uma caixa TATA, sequência de co-

bertura, sequência CAAT, e outras semelhantes. Especialmente, tais 

sequências 5’ não transcritas incluirão uma região promotora que inclui 

uma sequência promotora para controle da transcrição do ácido nu-

cleico de codificação operativamente ligado. As sequências de expres-

são de gene, opcionalmente, incluem sequências potencializadoras ou 

sequências ativadoras a montante, como desejado. 

[000260] Os vetores virais incluem, entre outros, as sequências de 

ácidos nucleicos a partir dos seguintes vírus: retrovírus, como o vírus 

da leucemia murina de Moloney, vírus do sarcoma murino de Harvey, 

vírus do tumor mamário murino, o vírus do sarcoma de Rous e; ade-

novírus, vírus adenoassociados; Vírus do tipo SV40; poliomavírus, Ví-

rus de Epstein-Barr; vírus do papiloma; vírus do herpes; vírus da vac-

cínia; vírus da poliomielite; e vírus RNA como um retrovírus. Pode-se 
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prontamente utilizar outros vetores conhecidos na técnica. Certos veto-

res virais são baseados em vírus eucarióticos não citopáticos em que 

os genes não essenciais foram substituídos pelo gene de interesse. 

Vírus não citopáticos incluem retrovírus, o ciclo de vida dos quais en-

volve a transcrição reversa  de RNA viral genômico em DNA com sub-

sequente integração pró-viral no DNA celular do hospedeiro. Os retro-

vírus foram aprovados para ensaios humanos de terapia de gene. 

Mais úteis são aqueles retrovírus que são deficientes em replicação 

(isto é, capazes de dirigir a síntese das proteínas desejadas, mas in-

capazes de produzir uma partícula infecciosa). Tais vetores de expres-

são retrovirais geneticamente alterados têm utilidade geral para a 

transdução de elevada eficiência de genes in vivo. Os protocolos pa-

drão para a produção de retrovírus deficientes na replicação (incluindo 

as etapas de incorporação de material genético exógeno em um plas-

mídeo, transfecção de uma linhagem celular de empacotamento com o 

plasmídeo, produção de retrovírus recombinantes pela linhagem celu-

lar de empacotamento, coleta de partículas virais a partir de meios de 

cultura de tecidos, e infecção das células alvo com as partículas virais) 

são fornecidos em Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, a La-

boratory Manual, W.H. Freeman Co., New York (1990) e Murry, E.J., 

Methods in Molecular Biology, Vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N. 

J. (1991). 

[000261] Em uma modalidade, o vírus é um vírus adenoassociado, 

um vírus de DNA de cadeia dupla. O vírus adenoassociado pode ser 

manipulado para ser deficiente para a replicação e é capaz de infectar 

uma ampla gama de tipos de células e espécies. Ele tem ainda vanta-

gens como estabilidade ao calor e a solvente lipídico; altas frequências 

de transdução em células de diversas linhagens, incluindo células 

Hematopoiéticas; e falta de inibição superinfecção permitindo assim 

várias séries de transduções. Alegadamente, o vírus adenoassociado 
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pode integrar no DNA celular humano de uma forma específica ao sí-

tio, minimizando assim a possibilidade de mutagênese por inserção e 

variabilidade de característica de expressão de gene inserido da infec-

ção retroviral. Além disso, as infecções de vírus adenoassociados de 

tipo selvagem foram seguidas em cultura de tecidos durante mais de 

100 passagens na ausência de pressão seletiva, implicando que a in-

tegração genômica do vírus adenoassociado é um evento relativamen-

te estável. O vírus adenoassociado também pode funcionar de uma 

forma extracromosômica. 

[000262] Outros vetores incluem vetores de plasmídeo. Os vetores 

plasmídeo foram extensivamente descritos na técnica e são bem co-

nhecidos dos especialistas na técnica. Ver, por exemplo, Sambrook et 

al., Molecular Cloning:. A Laboratory Manual, Segunda Edição, Cold 

Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Nos últimos anos, os vetores 

de plasmídeos demonstraram ser particularmente vantajosos para a 

liberação de genes às células in vivo devido à sua incapacidade de 

replicar no interior e integrar-se em um genoma hospedeiro. Estes 

plasmídeos, no entanto, têm um promotor compatível com a célula 

hospedeira, podem expressar um peptídeo a partir de um gene opera-

tivamente codificado dentro do plasmídeo. Alguns plasmídeos geral-

mente utilizados disponíveis a partir de fornecedores comerciais inclu-

em pBR322, pUC18, pUC19, vários plasmídeos pcDNA, pRC/CMV, 

vários plasmídeos pCMV, pSV40, e pBlueScript. Exemplos adicionais 

de plasmídeos específicos incluem pcDNA3.1, número de catálogo 

V79020; pcDNA3.1/hygro, número de catálogo V87020; pcDNA4/myc-

His, número de catálogo V86320; e pBudCE4.1, número de catálogo 

V53220, todos da Invitrogen (Carlsbad, CA.). Outros plasmídeos são 

bem conhecidos dos especialistas na técnica. Além disso, os plasmí-

deos podem ser projetados utilizando técnicas de biologia molecular 

padrão para remover e/ou adicionar fragmentos específicos de DNA. 
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[000263] Em um sistema de expressão de inseto que pode ser utili-

zado para produzir as proteínas da presente invenção, o vírus nuclear 

de polihidrose Autographa californica (AcNPV) é utilizado como um 

vetor para expressar os genes estranhos. O vírus cresce em células 

de Spodoptera frugiperda. Uma sequência de codificação pode ser 

clonada em regiões não essenciais (por exemplo, o gene poliedro) do 

vírus e colocada sob controle de um promotor ACNPV (por exemplo, o 

promotor poliedro). A inserção com sucesso de uma sequência de co-

dificação irá resultar na inativação do gene poliédrico e na produção 

de vírus recombinante não ocluído (isto é, vírus desprovido do reves-

timento proteico codificado pelo gene do poliedro). Estes vírus recom-

binantes são então utilizados para infectar células de Spodoptera fru-

giperda nas quais o gene inserido é expresso. (ver, por exemplo, Smith 

et al (1983) J Virol. 46: 584; Pat US 4.215.051). Outros exemplos deste 

sistema de expressão  podem ser encontrados em Ausubel et al., Eds. 

(1989) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene Publicar. 

Assoc. & Wiley Interscience. 

[000264] Outro sistema que pode ser usado para expressar as prote-

ínas da presente invenção é o sistema de expressão do gene de glu-

tamina sintetase, também referido como o "sistema de expressão de 

GS" (Lonza Biologics PLC, Berkshire Reino Unido). Este sistema de 

expressão é descrito em detalhes na Patente US 5.981.216. 

[000265] Em células hospedeiras de mamífero, pode ser utilizado um 

número de sistemas de expressão baseados em vírus. Nos casos em 

que um adenovírus é usado como um vetor de expressão, uma se-

quência de codificação pode ser ligada a um complexo de controle 

adenoviral de transcrição/tradução, por exemplo, o promotor tardio e a 

sequência líder tripartida. Este gene quimérico pode então ser inserido 

no genoma de adenovírus in vitro ou por recombinação in vivo. A in-

serção em uma região não essencial do genoma viral (por exemplo, 
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região E1 ou E3) resultará em um vírus recombinante que é viável e 

capaz de expressar o peptídeo em hospedeiros infectados. (Ver, por 

exemplo, Logan & Shenk (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81: 3655). 

Alternativamente, o promotor de 7,5 K de vaccínia pode ser utilizado. 

Ver, por exemplo, Mackett et al. (1982) Proc Natl Acad Sci USA 79: 

7415; Mackett et al. (1984) J Virol 49: 857; Panicali et al. (1982) Proc 

Natl Acad Sci USA 79: 4927. 

[000266] Para aumentar a eficiência de produção, os polinucleotí-

deos podem ser projetados para codificar unidades múltiplas da prote-

ína da presente invenção separadas por sítios de clivagem enzimática. 

O polipeptídeo resultante pode ser clivado (por exemplo, por tratamen-

to com a enzima apropriada) para recuperar as unidades de polipeptí-

deos. Isto pode aumentar o rendimento de polipeptídeos dirigidos por 

um único promotor. Quando usado em sistemas de expressão virais 

apropriados, a tradução de cada polipeptídeo codificado pelo mRNA é 

dirigida internamente no transcrito; por exemplo, por um sítio de entra-

da de ribossoma interno, IRES. Assim, o constructo policistrônico diri-

ge a transcrição de um mRNA único e grande, policistrônico que, por 

sua vez, dirige a tradução de vários polipeptídeos individuais. Esta 

abordagem elimina a produção e processamento enzimático de poli-

proteínas e pode aumentar significativamente o rendimento de polipep-

tídeos comandados por um único promotor. 

[000267] Os vetores utilizados na transformação irão geralmente 

conter um marcador selecionável utilizado para identificar transforman-

tes. Em sistemas bacterianos, isto pode incluir um gene de resistência 

a antibióticos como ampicilina ou canamicina. Os marcadores selecio-

náveis para utilização em células de mamíferos cultivadas incluem ge-

nes que conferem resistência a drogas, como neomicina, higromicina, 

e metotrexato. O marcador selecionável pode ser um marcador seleci-

onável amplificável. Um marcador selecionável amplificável é o gene 
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da dihidrofolato redutase (DHFR). Simonsen C C et al. (1983) Proc 

Natl Acad Sei USA 80: 2495-9. Os marcadores selecionáveis são re-

vistos por Thilly (1986) Mammalian Cell Technology, Butterworth Pub-

lishers, Stoneham, Mass., e a escolha dos marcadores selecionáveis 

está dentro do nível dos especialistas na técnica. 

[000268] Os marcadores selecionáveis podem ser introduzidos na 

célula em um plasmídeo separado ao mesmo tempo que o gene de 

interesse, ou podem ser introduzidos no mesmo plasmídeo. Se no 

mesmo plasmídeo, o marcador selecionável e o gene de interesse po-

dem estar sob o controle de promotores diferentes ou do mesmo pro-

motor, produzindo o último arranjo uma mensagem dicistrônica. Cons-

tructos deste tipo são conhecidos na técnica (por exemplo, US Pat. N.º 

4.713.339). 

[000269] Os vetores de expressão podem codificar para tags que 

permitam a fácil purificação da proteína produzida de forma recombi-

nante. Exemplos incluem, entre outros, vetor pUR278 (Ruther et al 

(1983) EMBO J. 2: 1791), em que as sequências de codificação para a 

proteína a ser expressa podem ser ligadas no vetor na região com a 

região de codificação de lac z de modo a que uma proteína de fusão 

taggeada é produzida; vetores pGEX podem ser utilizados para ex-

pressar as proteínas da invenção com uma tag de glutationa-S-

transferase (GST). Estas proteínas são geralmente solúveis e podem 

ser facilmente purificadas a partir de células através de adsorção em 

esferas de glutationa-agarose seguido por eluição na presença de glu-

tationa livre. Os vetores incluem sítios de clivagem (trombina ou Fator 

Xa protease ou PRESCISSION PROTEASETM (Pharmacia, Peapack, 

NJ)) para facilitar a remoção da tag após purificação. 

[000270] O vetor de expressão ou vetores são então transfectados 

ou co-transfectados para uma célula-alvo apropriada, que irá expres-

sar os polipeptídeos. Técnicas de transfecção conhecidos na técnica 
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incluem, entre outras, precipitação com fosfato de cálcio (Wigler et al., 

(1978) Cell. 14: 725), eletroporação (Neumann et al (1982) EMBO J. 1: 

841), e reagentes à base de lipossoma. Uma variedade de sistemas 

de vetor de expressão em hospedeiro pode ser utilizada para expres-

sar as proteínas aqui descritas, incluindo as células procarióticas e eu-

carióticas. Estas incluem, entre outras, micro-organismos como bacté-

rias (por exemplo, E. coli) transformadas com DNA de bacteriófago 

recombinante ou vetores de expressão de DNA de plasmídeo conten-

do uma sequência de codificação apropriada; leveduras ou fungos fi-

lamentosos transformadas com vetores de expressão de levedura ou 

fungos recombinantes contendo uma sequência de codificação apro-

priada; sistemas de células de insetos infectados com vetores de ex-

pressão de vírus recombinantes (por exemplo, baculovírus) contendo 

uma sequência de codificação apropriada; sistemas de células vege-

tais infectadas com vetores de expressão de vírus recombinantes (por 

exemplo, vírus do mosaico da couve-flor ou o vírus do mosaico do ta-

baco) ou transformadas com vetores de expressão de plasmídeo re-

combinantes (por exemplo, plasmídeo Ti) contendo uma sequência de 

codificação apropriada; ou sistemas de células animais, incluindo célu-

las de mamíferos (por exemplo, células HEK 293, CHO, COS, HeLa, 

HKB11, e BHK). 

[000271] Em uma modalidade, a célula hospedeira é uma célula eu-

cariótica. Como aqui utilizado, uma célula eucariótica refere-se a qual-

quer célula animal ou planta tendo um núcleo definitivo. As células eu-

carióticas incluem células de animais de vertebrados, por exemplo, 

mamíferos e células de invertebrados, por exemplo, insetos. As células 

eucarióticas de plantas especificamente podem incluir, sem limitação, 

células de levedura. Uma célula eucariótica é distinta de uma célula 

procariótica, por exemplo, bactérias. 

[000272] Em certas modalidades, a célula eucariótica é uma célula 
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de mamífero. Uma célula de mamífero é qualquer célula derivada de 

um mamífero. As células de mamífero incluem especificamente, entre 

outras, linhagens celulares de mamíferos. Em uma modalidade, a célu-

la de mamífero é uma célula humana. Em outra modalidade, a célula 

de mamífero é uma célula HEK 293, que é uma linhagem celular de 

rim embrionário humano. Células HEK 293 estão disponíveis como 

CRL-1533 da American Type Culture Collection Manassas, VA, e co-

mo células H-293, N.º de Catálogo 11631-017 ou células 293-F, N.º de 

Catálogo 11625-019 de Invitrogen (Carlsbad, Calif.). Em algumas mo-

dalidades, a célula de mamífero é uma célula PER.C6®, que é uma 

linhagem celular humana derivada da retina. Células PER.C6® estão 

disponíveis a partir de Crucell (Leiden, Holanda). Em outras modalida-

des, a célula de mamífero é uma célula de ovário de hamster chinês 

(CHO). As células CHO são disponíveis a partir de American Type Cul-

ture Collection Manassas, VA. (por exemplo, CHO-K1; CCL-61). Em 

ainda outras modalidades, a célula de mamífero é uma célula de rim 

de hamster bebê (BHK). As células BHK estão disponíveis a partir de 

American Type Culture Collection Manassas, Va. (por exemplo, CRL-

1632). Em algumas modalidades, a célula de mamífero é uma célula 

HKB11, que é uma linhagem celular híbridas de uma célula HEK293, e 

uma linhagem celular B humana. Mei et al., Mol. Biotechnol. 34 (2): 

165-78 (2006). 

[000273] Em uma modalidade, um plasmídeo incluindo uma sequên-

cia de codificação de fusão FVIII (X)-Fc, uma sequência de codificação 

de fusão fragmento VWF-L-Fc, ou ambas, e um marcador selecioná-

vel, por exemplo, resistência à zeocina, são transfectados para células 

HEK 293, para a produção de uma proteína quimérica. 

[000274] Em outra modalidade, um plasmídeo que inclui uma se-

quência de codificação de fusão FVIII-Fc, uma sequência de codifica-

ção de fusão de fragmento de VWF-XTEN-L-Fc, ou ambas, e um mar-
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cador selecionável, por exemplo, resistência à zeocina, são transfec-

tados para células HEK 293, para a produção de uma proteína quimé-

rica. 

[000275] Em outras modalidades, um plasmídeo incluindo uma se-

quência de codificação de fusão de FVIII (X)-Fc, uma sequência de 

codificação de Fc, ou ambas, e um marcador selecionável, por exem-

plo, resistência à zeocina, são transfectados para células HEK 293, 

para a produção de uma proteína quimérica. 

[000276] Em algumas modalidades, um primeiro plasmídeo, incluin-

do uma sequência de codificação de fusão  de FVIII (X)-Fc e um pri-

meiro marcador selecionável, por exemplo, um gene de resistência à 

zeocina, e um segundo plasmídeo que inclui uma sequência de codifi-

cação de Fc ou uma sequência de codificação de fragmento VWF-L-Fc 

e um segundo marcador selecionável, por exemplo, um gene de resis-

tência à neomicina, e um terceiro plasmídeo que inclui uma sequência 

de codificação de proteína convertase e um terceiro marcador selecio-

nável, por exemplo, um gene de resistência à higromicina, são co-

transfectados em células HEK 293, para a produção do proteína qui-

mérica. Os primeiro e segundo plasmídeos podem ser introduzidos em 

quantidades iguais (ou seja, razão molar 1:1), ou eles podem ser intro-

duzidos em quantidades desiguais. 

[000277] Em ainda outras modalidades, um primeiro plasmídeo que 

inclui uma sequência de codificação de fusão de FVIII-Fc e um primei-

ro marcador selecionável, por exemplo, um gene de resistência à zeo-

cina, e um segundo plasmídeo que inclui uma sequência que codifica 

um fragmento de VWF XTEN-L-Fc e um segundo marcador selecioná-

vel, por exemplo, um gene de resistência à neomicina, e um terceiro 

plasmídeo que inclui uma sequência de codificação de proteína con-

vertase e um terceiro marcador selecionável, por exemplo, um gene de 

resistência à higromicina, são co-transfectados em células HEK 293, 
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para a produção da proteína quimérica. Os primeiro e segundo plas-

mídeos podem ser introduzidos em quantidades iguais (ou seja, razão 

molar 1: 1), ou podem ser introduzidos em quantidades desiguais. 

[000278] Ainda em outras modalidades, um primeiro plasmídeo, in-

cluindo uma sequência de codificação de fusão  fator VIII (X)-Fc e um 

primeiro marcador selecionável, por exemplo, um gene de resistência 

à zeocina, e um segundo plasmídeo que inclui uma sequência de codi-

ficação de fragmento VWF-XTEN-L-Fc e um segundo marcador sele-

cionável, por exemplo, um gene de resistência à neomicina, e um ter-

ceiro plasmídeo que inclui uma sequência de codificação de proteína 

convertase e um terceiro marcador selecionável, por exemplo, um ge-

ne de resistência à higromicina, são co-transfectados em células HEK 

293, para a produção da proteína quimérica. Os primeiro e segundo 

plasmídeos podem ser introduzidos em quantidades iguais (ou seja, 

razão molar 1:1), ou eles podem ser introduzidos em quantidades de-

siguais. 

[000279] Em certas modalidades, um primeiro plasmídeo, incluindo 

uma sequência de codificação FVIII (com ou sem XTEN) -F1-L1-V-

XTEN-L2-F2 que codifica a proteína quimérica e um primeiro marcador 

selecionável, por exemplo, um gene de resistência à zeocina, e um 

segundo plasmídeo que inclui uma sequência de codificação de prote-

ína convertase e um segundo marcador selecionável, por exemplo, um 

gene de resistência à higromicina, são co-transfectados em células 

HEK 293, para a produção da proteína quimérica. Os promotores para 

a sequência de codificação FVIII (X)-Fc e a sequência de codificação 

de VWF-XTEN-Fc podem ser diferentes ou podem ser iguais. 

[000280] Ainda em outras modalidades, as células transfectadas são 

estavelmente transfectadas. Estas células podem ser selecionadas e 

mantidas como uma linhagem celular estável, utilizando técnicas con-

vencionais conhecidas dos especialistas na técnica. 
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[000281] As células hospedeiras que contêm constructos de DNA da 

proteína são cultivadas em um meio de crescimento apropriado. Como 

aqui utilizado, o termo "meio de crescimento adequado" significa um 

meio contendo nutrientes necessários para o crescimento das células. 

Nutrientes necessários para o crescimento celular podem incluir uma 

fonte de carbono, uma fonte de nitrogênio, aminoácidos essenciais, 

vitaminas, minerais, e fatores de crescimento. Opcionalmente, os mei-

os podem conter um ou mais fatores de seleção. Opcionalmente, os 

meios podem conter soro fetal bovino ou soro fetal de bezerro (FCS). 

Em uma modalidade, os meios não contêm substancialmente nenhum 

IgG. O meio de crescimento irá, geralmente, selecionar as células que 

contêm o constructo de DNA por, por exemplo, seleção de drogas ou 

deficiência em um nutriente essencial que é complementado pelo mar-

cador selecionável no constructo de DNA ou co-transfectado com o 

constructo de DNA. As células de mamífero de cultura são geralmente 

cultivadas em meio comercialmente disponíveis contendo soro ou 

isento de soro (por exemplo, meio MEM, DMEM, DMEM/F12). Em uma 

modalidade, o meio é CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Em outra 

modalidade, o meio é CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA). A seleção de 

um meio apropriado para a linhagem celular particular utilizada está 

dentro do nível de habilidade dos especialistas na técnica. 

[000282] A fim de co-expressar as duas cadeias de polipeptídeos da 

proteína quimérica, as células hospedeiras são cultivadas sob condi-

ções que permitem a expressão de ambas as cadeias. Como aqui uti-

lizado, cultivar refere-se à manutenção da cultura de células vivas in 

vitro durante, pelo menos um tempo definido. A manutenção pode, 

mas não precisa incluir, um aumento na população de células vivas. 

Por exemplo, as células mantidas em cultura podem ser estáticas da 

população, mas ainda viável e capaz de produzir um produto deseja-

do, por exemplo, uma proteína recombinante ou uma proteína de fu-
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são recombinante. As condições adequadas para a cultura de células 

eucarióticas são bem conhecidas na técnica e incluem a seleção ade-

quada dos meios de cultura, suplementos do meio, temperatura, pH, 

saturação de oxigênio, e outros semelhantes. Para fins comerciais, a 

cultura pode incluir a utilização de qualquer dos vários tipos de siste-

mas de aumento de escala, incluindo frascos de agitação, frascos ro-

lantes, biorreatores de fibras ocas, biorreatores de tanque agitado, 

biorreatores de transporte aéreo, biorreatores Wave, e outros. 

[000283] As condições de cultura celular são também selecionadas 

para permitir associação do fragmento de VWF com a proteína FVIII. 

As condições que permitem a expressão do fragmento de VWF e/ou a 

proteína FVIII podem incluir a presença de uma fonte de vitamina K. 

Por exemplo, em uma modalidade, células HEK 293 transfectadas de 

forma estável são cultivadas em meios CD293 (Invitrogen, Carlsbad, 

CA) ou meios OptiCHO (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementados com 

glutamina 4 mM. 

[000284] Em um aspecto, a presente invenção é dirigida a um méto-

do de expressão, preparação, ou a produção da proteína quimérica da 

invenção que compreende: a) transfecção de uma célula hospedeira 

compreendendo um polinucleotídeo que codifica a proteína quimérica 

e b) cultivar a célula hospedeira em um meio de cultura sob condições 

adequadas para a expressão da proteína quimérica, em que a proteína 

quimérica é expressa. 

[000285] De acordo com outras modalidades, o produto de proteínas 

contendo o fragmento de VWF ligado a uma sequência XTEN ou a 

proteína FVIII ligada a uma sequência XTEN é secretado para o meio. 

O meio é separado das células, concentrado se, filtrado, e então pas-

sado sobre duas ou três colunas de afinidade, por exemplo, uma colu-

na de proteína A e uma ou duas colunas de troca aniônica. 

[000286] Em certos aspectos, a presente invenção refere-se à prote-
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ína quimérica produzida pelos métodos aqui descritos. 

[000287] A produção in vitro permite o aumento de escala para se 

obter grandes quantidades dos polipeptídeos alterados desejados da 

invenção. Técnicas para o cultivo de células de mamíferos sob condi-

ções de cultura de tecido são conhecidas na técnica e incluem cultura 

em suspensão homogênea, por exemplo, em um reator airlift ou em 

um reator de agitação contínua ou cultura de células imobilizadas ou 

aprisionadas, por exemplo, em fibras ocas, microcápsulas, em micro-

esferas de agarose ou cartuchos de cerâmica. Se necessário e/ou de-

sejado, as soluções de polipeptídeos podem ser purificadas pelos mé-

todos de cromatografia habituais, por exemplo filtração em gel, croma-

tografia de troca iônica, cromatografia de interação hidrofóbica (HIC, 

cromatografia em DEAE-celulose ou cromatografia de afinidade). 

COMPOSIÇÃO FARMACÊUTICA 

[000288] As composições que contêm a proteína quimérica da pre-

sente invenção podem conter um veículo farmaceuticamente aceitável 

adequado. Por exemplo, podem conter excipientes e/ou auxiliares que 

facilitam o processamento dos compostos ativos em preparações con-

cebidas para liberação no local de ação. 

[000289] A composição farmacêutica pode ser formulada para admi-

nistração parenteral (isto é, intravenosa, subcutânea, ou intramuscular) 

por injeção de bolus. As formulações para injeção podem ser apresen-

tadas em forma de unidade de dosagem, por exemplo, em ampolas ou 

em recipientes multidose com um conservante adicionado. As compo-

sições podem tomar formas como suspensões, soluções ou emulsões 

em veículos oleosos ou aquosos, e conter agentes de formulação, co-

mo suspensão, estabilizantes e/ou dispersantes. Alternativamente, o 

ingrediente ativo pode estar na forma de pó para constituição com um 

veículo adequado, por exemplo, água isenta de pirogênios. 

[000290] As formulações adequadas para administração parenteral 
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incluem soluções aquosas dos compostos ativos em forma solúvel em 

água, por exemplo, sais solúveis em água. Além disso, as suspensões 

dos compostos ativos como suspensões de injeção oleosas apropria-

das podem ser administradas. Os solventes ou veículos lipofílicos 

adequados incluem óleos graxos, por exemplo, óleo de sésamo, ou 

ésteres de ácidos graxos sintéticos, por exemplo, oleato de etilo ou 

triglicerídeos. As suspensões aquosas para injeção podem conter 

substâncias que aumentam a viscosidade da suspensão, incluindo, por 

exemplo, carboximetil celulose de sódio, sorbitol e dextrano. Opcio-

nalmente, a suspensão pode também conter estabilizantes. Os lipos-

somas podem também ser utilizados para encapsular as moléculas da 

presente invenção para liberação em células ou espaços intersticiais. 

Carreadores farmaceuticamente aceitáveis exemplificativos são fisio-

logicamente compatíveis com solventes, meios de dispersão, revesti-

mentos, agentes antibacterianos e antifúngicos, agentes isotônicos e 

de retardamento da absorção, água, solução salina, solução salina 

tamponada com fosfato, dextrose, glicerol, etanol e semelhantes. Em 

algumas modalidades, a composição compreende agentes isotônicos, 

por exemplo, açúcares, polialcoois como manitol, sorbitol, ou cloreto 

de sódio. Em outras modalidades, as composições contêm substân-

cias farmaceuticamente aceitáveis, como agentes molhantes ou quan-

tidades menores de substâncias auxiliares como agentes molhantes 

ou emulsionantes, conservantes ou tampões, que aumentam a vida de 

prateleira ou a eficácia dos ingredientes ativos. 

[000291] As composições da invenção podem estar em uma varie-

dade de formas, incluindo, por exemplo, líquido (por exemplo, solu-

ções injetáveis e administráveis por infusão), dispersões, suspensões, 

formas de dosagem semissólidas ou sólidas. A forma preferencial de-

pende do modo de administração e da aplicação terapêutica. 

[000292] A composição pode ser formulada como uma solução, mi-
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croemulsão, dispersão, lipossomas ou outra estrutura ordenada ade-

quada para concentração de droga elevada. As soluções injetáveis 

estéreis podem ser preparadas por incorporação do ingrediente ativo 

na quantidade requerida em um solvente apropriado com um ou uma 

combinação de ingredientes enumerados acima, como requerido, se-

guido de esterilização por filtração. Geralmente, as dispersões são 

preparadas por incorporação do ingrediente ativo em um veículo estéril 

que contém um meio de dispersão básico e os outros ingredientes ne-

cessários a partir daqueles enumerados acima. No caso de pós esté-

reis para a preparação de soluções injetáveis estéreis, os métodos 

preferidos de preparação são a secagem por vácuo e liofilização que 

produz um pó do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente adicional 

desejado de uma solução do mesmo previamente esterilizada por fil-

tração. A fluidez adequada de uma solução pode ser mantida, por 

exemplo, pelo uso de um revestimento como lecitina, pela manutenção 

do tamanho de partícula requerido no caso de dispersão e pela utiliza-

ção de surfactantes. A absorção prolongada das composições injetá-

veis pode ser conseguida incluindo na composição um agente que 

atrasa a absorção, por exemplo, sais de monoestearato e gelatina. 

[000293] O ingrediente ativo pode ser formulado com uma formula-

ção de liberação controlada ou dispositivo. Exemplos de tais formula-

ções e dispositivos incluem implantes, adesivos transdérmicos e sis-

temas de liberação microencapsulados. Polímeros biodegradáveis, 

biocompatíveis podem ser utilizados, por exemplo, acetato de vinil eti-

leno, polianidridos, ácido poliglicólico, colágeno, poliortoésteres e áci-

do poliláctico. Os métodos para a preparação de tais formulações e 

dispositivos são conhecidos na técnica. Ver, por exemplo, Sustained 

and Controlled Release Drug Delivery Systems, J.R. Robinson, ed., 

Marcel Dekker, Inc., New York, 1978. 

[000294] As formulações de depósito injetáveis podem ser prepara-
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das por formação de matrizes microencapsuladas da droga em polí-

meros biodegradáveis como polilactida-poliglicolida. Dependendo da 

proporção de droga para polímero e da natureza do polímero empre-

gue, a velocidade de liberação da droga pode ser controlada. Outros 

polímeros biodegradáveis exemplares são poliortoésteres e polianidri-

dos. As formulações injetáveis de depósito  também podem ser prepa-

radas aprisionando a droga em lipossomas ou microemulsões. 

[000295] Os compostos ativos suplementares podem ser incorpora-

dos nas composições. Em uma modalidade, a proteína quimérica da 

invenção é formulado com outro fator de coagulação, ou variante, fra-

gmento, análogo, ou derivado da mesma. Por exemplo, o fator de coa-

gulação inclui, entre outros, o fator V, fator VII, fator VIII, fator IX, fator 

X, fator XI, fator XII, fator XIII, protrombina, fibrinogênio, fator de von 

Willebrand ou fator tecidual recombinante solúvel (rsTF) ou formas ati-

vadas de qualquer um dos anteriores. O fator de coagulação do agen-

te hemostático também pode incluir medicamentos antifibrinolíticos, 

por exemplo, ácido epsilon-amino-caproico, ácido tranexâmico. 

[000296] Os regimes de dosagem podem ser ajustados para propor-

cionar a resposta desejada ideal. Por exemplo, um único bolus pode 

ser administrado, várias doses divididas podem ser administradas ao 

longo do tempo, ou a dose pode ser proporcionalmente reduzida ou 

aumentada como indicado pelas exigências da situação terapêutica. É 

vantajoso formular composições parenterais em forma de unidade de 

dosagem para facilidade de administração e uniformidade de dosa-

gem. Ver, por exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack 

Pub. Co., Easton, Pa. 1980). 

[000297] Em adição ao composto ativo, a forma de dosagem líquida 

podem conter ingredientes inertes, como água, álcool etílico, carbona-

to de etilo, acetato de etila, álcool benzílico, benzoato de benzila, pro-

pilenoglicol, 1,3-butilenoglicol, dimetilformamida, óleos, glicerol, álcool 

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 210/308



205/292 

  

tetra-hidrofurfurílico, polietilenoglicóis, e ésteres de ácidos graxos de 

sorbitano. 

[000298] Exemplos não limitantes de veículos farmacêuticos ade-

quados estão também descritos em Remington's Pharmaceutical Sci-

ences por E.W. Martin. Alguns exemplos de excipientes incluem ami-

do, glicose, lactose, sacarose, gelatina, malte, arroz, farinha, giz, gel 

de sílica, estearato de sódio, monoestearato de glicerol, talco, cloreto 

de sódio, leite desnatado seco, glicerol, propileno, glicol, água, etanol 

e semelhantes. A composição também pode conter reagentes tampo-

nantes de pH, e agentes molhantes ou emulsionantes. 

[000299] Para a administração oral, a composição farmacêutica pode 

tomar a forma de comprimidos ou cápsulas preparados por meios con-

vencionais. A composição também pode ser preparada como um líqui-

do, por exemplo, um xarope ou uma suspensão. O líquido pode conter 

agentes de suspensão (por exemplo, xarope de sorbitol, derivados de 

celulose ou gorduras comestíveis hidrogenadas), agentes emulsionan-

tes (lecitina ou acácia), veículos não aquosos (por exemplo, óleo de 

amêndoa, ésteres oleosos, álcool etílico ou óleos vegetais fraciona-

dos), e conservantes (por exemplo, metil ou propil-p-hidroxibenzoatos 

ou ácido sórbico). As preparações também podem incluir aromatizan-

tes, corantes e agentes edulcorantes. Alternativamente, a composição 

pode ser apresentada como um produto seco para constituição com 

água ou outro veículo adequado. 

[000300] Para a administração bucal, a composição pode tomar a 

forma de comprimidos ou pastilhas de acordo com protocolos conven-

cionais. 

[000301] Para administração por inalação, os compostos para utiliza-

ção de acordo com a presente invenção são convenientemente admi-

nistrados sob a forma de um aerossol nebulizado, com ou sem excipi-

entes ou sob a forma de um pulverizador de aerossol a partir de uma 
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embalagem pressurizada ou nebulizador, com opcionalmente um pro-

pulsor, por exemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclo-

rotetrafluorometano, dióxido de carbono ou outro gás adequado. No 

caso de um aerossol pressurizado a unidade de dosagem pode ser 

determinada proporcionando uma válvula para entregar uma quantida-

de medida. As cápsulas e cartuchos de, por exemplo, gelatina para 

uso em um inalador ou insuflador podem ser formulados contendo 

uma mistura em pó do composto e uma base em pó adequada como 

lactose ou amido. 

[000302] A composição farmacêutica pode também ser formulada 

para administração como um supositório ou enema de retenção, por 

exemplo, contendo bases de supositório convencionais como mantei-

ga de cacau ou outros glicerídeos. 

[000303] Em uma modalidade, uma composição farmacêutica com-

preende uma proteína quimérica, o polinucleotídeo que codifica a pro-

teína quimérica, o vetor que compreende o polinucleotídeo, ou a célula 

hospedeira que compreende o vetor, e um veículo farmaceuticamente 

aceitável. A proteína FVIII em uma proteína quimérica aumentou a 

meia-vida em comparação com tipo selvagem proteína FVIII ou de pro-

teína FVIII correspondente sem o fragmento de VWF. Em uma modali-

dade, em que a meia-vida da  proteína FVIII é estendida pelo menos 

cerca de 1,5 vezes, pelo menos cerca de 2 vezes, pelo menos cerca 

de 2,5 vezes, pelo menos cerca de 3 vezes, pelo menos cerca de 4 

vezes, pelo menos cerca de 5 vezes, pelo menos cerca de 6 vezes, 

pelo menos cerca de 7 vezes, pelo menos cerca de 8 vezes, pelo me-

nos cerca de 9 vezes, pelo menos cerca de 10 vezes, pelo menos cer-

ca de 11 vezes, ou pelo menos cerca de 12 vezes maior do que o FVIII 

de tipo selvagem. Em outra modalidade, a meia-vida do Fator VIII é de 

pelo menos cerca de 17 horas, pelo menos cerca de 18 horas, pelo 

menos cerca de 19 horas, pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos 
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cerca de 21 horas, pelo menos cerca de 22 horas, pelo menos cerca 

de 23 horas, pelo menos cerca de 24 horas, pelo menos cerca de 25 

horas, pelo menos cerca de 26 horas, pelo menos cerca de 27 horas, 

pelo menos cerca de 28 horas, pelo menos cerca de 29 horas, pelo 

menos cerca de 30 horas, pelo menos cerca de 31 horas, pelo menos 

cerca de 32 horas, pelo menos cerca de 33 horas, pelo menos cerca 

de 34 horas, pelo menos cerca de 35 horas, pelo menos cerca de 36 

horas, pelo menos cerca de 48 horas, pelo menos cerca de 60 horas, 

pelo menos cerca de 72 horas, pelo menos cerca de 84 horas, pelo 

menos cerca de 96 horas, ou pelo menos cerca de 108 horas. 

[000304] Em algumas modalidades, a composição é administrada 

por uma via selecionada a partir do grupo consistindo de administra-

ção tópica, a administração intraocular, administração parenteral, ad-

ministração intratecal, administração subdural e administração oral. A 

administração parenteral pode ser a administração intravenosa ou 

subcutânea. 

[000305] Em outras modalidades, a composição é utilizada para tra-

tar uma doença ou condição de sangramento em um sujeito com essa 

necessidade. A doença de hemorragia ou condição é selecionada a 

partir do grupo consistindo de um distúrbio da coagulação do sangra-

mento, hemartrose, sangramento nos músculos, sangramento oral, 

hemorragia, hemorragia nos músculos, hemorragia oral, trauma, trau-

ma capitis, sangramento gastrointestinal, hemorragia intracraniana, 

hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratorácica, fratura óssea, 

sangramento do sistema nervoso central, sangramento no espaço re-

trofaríngeo, sangramento no espaço retroperitoneal, sangramento na 

bainha ileopsoas e quaisquer combinações destes. Em ainda outras 

modalidades, o sujeito está sendo submetido a uma cirurgia. Em ainda 

outras modalidades, o tratamento é profiláctico ou sob demanda. 

TERAPIA GENÉTICA 
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[000306] Uma proteína quimérica da mesma da invenção pode ser 

produzida in vivo em um mamífero, por exemplo, um paciente humano, 

usando uma abordagem de terapia gênica para o tratamento de uma 

doença ou distúrbio selecionado de sangramento a partir do grupo 

consistindo de um distúrbio da coagulação do sangramento, hemartro-

se, sangramento muscular, sangramento oral, hemorragia, hemorragia 

nos músculos, hemorragia oral, trauma, trauma capitis, sangramento 

gastrointestinal, hemorragia intracraniana, hemorragia intra-abdominal, 

hemorragia intratorácica, fratura óssea, sangramento do sistema ner-

voso central, sangramento no espaço retrofaríngeo, sangramento no 

espaço retroperitoneal, e sangramento na bainha ileopsoas seria tera-

peuticamente benéfica. Em uma modalidade, a doença ou distúrbio de 

sangramento é hemofilia. Em outra modalidade, a doença ou distúrbio 

de sangramento é hemofilia A. Este envolve a administração de um 

ácido nucleico adequado que codifica a proteína quimérica operativa-

mente ligada às sequências de controle de expressão adequadas. Em 

certas modalidades, estas sequências são incorporadas em um vetor 

viral. Os vetores virais adequados para uma dita terapia de gene inclu-

em vetores adenovirais, vetores lentivirais, vetores de baculovírus, ve-

tores virais de vírus de Epstein Barr, vetores de vaccínia papovaviral, 

vetores virais de herpes simplex, vetores virais, e vírus adenoassocia-

dos (AAV). O vetor viral pode ser um vetor viral defeituoso para a re-

plicação. Em outras modalidades, um vetor adenoviral possui uma de-

leção no seu gene E1 ou gene E3. Quando um vetor adenoviral é usa-

do, o mamífero não pode ser exposto a um ácido nucleico que codifica 

um gene marcador selecionável. Em outras modalidades, as sequên-

cias são incorporadas em um vetor não viral conhecido dos especialis-

tas na técnica. 

MÉTODOS DE UTILIZAÇÃO DE PROTEÍNA QUIMÉRICA 

[000307] A presente invenção é dirigida a um método de utilização 
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de uma proteína quimérica aqui descrita para prevenir ou inibir o VWF 

endógeno com uma proteína de ligação de FVIII. A presente invenção 

é também dirigida para um método de utilização de uma proteína qui-

mérica que possui uma proteína FVIII ligada a XTEN e uma região 

constante de Ig ou de uma fração da mesma. 

[000308] Um aspecto da presente invenção é dirigido para prevenir 

ou inibir a interação de FVIII com VWF endógeno através do bloqueio 

ou protegendo o sítio de ligação de VWF no FVIII de VWF endógeno 

e, ao mesmo tempo estendendo a meia-vida da proteína FVIII utilizan-

do uma sequência XTEN em combinação com uma região constante 

de Ig ou de uma fração da mesma, que também pode ser um extensor 

de meia-vida. Em uma modalidade, a invenção é dirigida a um método 

de produção de uma proteína FVIII possuindo meia-vida mais longa do 

que o FVIII de tipo selvagem. Em uma modalidade, uma sequência de 

XTEN inibe ou impede a interação de uma proteína FVIII em uma pro-

teína quimérica com VWF endógeno. Em outra modalidade, uma regi-

ão constante de Ig ou uma fração da mesma inibe ou previne a intera-

ção da proteína FVIII com VWF endógeno. A proteína quimérica útil no 

método inclui qualquer uma ou mais proteína quimérica aqui descrita. 

[000309] Outro aspecto da invenção inclui um método de administra-

ção a um sujeito em necessidade do mesmo de uma proteína quiméri-

ca compreendendo uma proteína FVIII possuindo meia-vida mais lon-

ga do que o FVIII de tipo selvagem, em que o método compreende a 

administração da proteína quimérica aqui descrita para o sujeito. 

[000310] Em uma modalidade, a invenção é dirigida a um método de 

utilização de uma sequência de XTEN e uma região constante de Ig ou 

uma fração da mesma para estender a meia-vida de uma proteína 

FVIII e um fragmento VWF para evitar ou inibir a interação de VWF 

endógeno com uma proteína FVIII. Uma proteína FVIII ligada a uma 

sequência XTEN (por exemplo, o FVIII (X)) e, em seguida, ligada a ou 
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associada com um fragmento de VWF é impedida ou protegida da via 

de eliminação de VWF e, portanto, tem uma eliminação reduzida com-

parada com a proteína  FVIII não ligada ao fragmento de VWF. A pro-

teína FVIII blindado tem, assim, a extensão máxima de uma meia-vida, 

em comparação com uma proteína FVIII não ligada ou associada com 

a sequência XTEN e o fragmento de VWF. Em certas modalidades, a 

proteína FVIII associada com ou protegida por um fragmento de VWF 

e ligada a uma sequência XTEN não é eliminada por um receptor de 

eliminação de VWF. Em outras modalidades, a proteína FVIII associa-

da com ou protegido por um fragmento de VWF e ligada a uma se-

quência XTEN é eliminada do sistema mais lentamente do que a pro-

teína FVIII que não está associada ou protegida pelo fragmento de 

VWF e ligada à sequência de XTEN. 

[000311] Em um aspecto, a proteína quimérica compreendendo a 

proteína FVIII ligada a uma sequência XTEN ou a proteína FVIII ligada 

ou associada com um fragmento de VWF ligado a XTEN reduziu a 

eliminação da circulação como o fragmento de VWF não contém um 

sítio de ligação ao receptor de eliminação de VWF. O fragmento de 

VWF impede ou inibe a eliminação de FVIII ligado ou associado com o 

fragmento de VWF a partir do sistema através da via de eliminação de 

VWF. Os fragmentos de VWF úteis para a presente invenção também 

podem proporcionar, pelo menos uma ou mais propriedades de prote-

ção de FVIII tipo VWF que são fornecidas pelo VWF endógeno. Em 

certas modalidades, o fragmento de VWF ou a sequência XTEN tam-

bém pode mascarar um ou mais sítio de ligação ao receptor de elimi-

nação de FVIII, impedindo assim a eliminação do FVIII pela sua pró-

pria via de eliminação. 

[000312] Em algumas modalidades, a prevenção ou inibição de uma 

ligação de VWF endógeno pelo fragmento de VWF ou a sequência de 

proteína FVIII XTEN pode ser in vitro ou in vivo. 
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[000313] É também proporcionado um método para aumentar a 

meia-vida de uma proteína FVIII, compreendendo a administração da 

proteína quimérica aqui descrita a um sujeito em necessidade do 

mesmo. A meia-vida do FVIII não ativado ligado ou associado com 

VWF de comprimento completo é cerca de 12 a 14 horas no plasma. 

Em VWD tipo 3, em que não há quase nenhum VWF em circulação, a 

meia-vida do FVIII é apenas cerca de seis horas levando aos sintomas 

de ligeira a moderada hemofilia A em tais pacientes, devido à diminui-

ção das concentrações de FVIII. A meia-vida da proteína FVIII ligada 

ou associada com o fragmento de VWF ou a sequência XTEN da pre-

sente invenção pode aumentar, pelo menos cerca de 1,5 vezes, 1,6 

vezes, 1,7 vezes, 1,8 vezes, 1,9 vezes, 2,0 vezes, 2,1 vezes, 2,2 ve-

zes, 2,3 vezes, 2,4 vezes, 2,6 vezes, 2,7. vezes, 2,8 vezes, 2,9 vezes, 

3,0 vezes, 3,1 vezes, 3,2 vezes, 3,3 vezes, 3,4 vezes, 3,5 vezes, 3,6 

vezes, 3,7 vezes, 3,8 vezes, 3,9 vezes, ou 4,0 vezes mais do que a 

meia-vida de FVIII não ativado ligado ou associado a VWF de compri-

mento completo. 

[000314] Em uma modalidade, a meia-vida da proteína FVIII ligada 

ou associada com o fragmento de VWF ou ligado a uma região cons-

tante de Ig ou uma fração da mesma na proteína quimérica compreen-

dendo uma sequência de XTEN aumenta pelo menos cerca de 2 ve-

zes, com 2,5 vezes, 3,0 vezes, 3,5 vezes, 4,0 vezes, 4,5 vezes, 5,0 

vezes, 5,5 vezes, 6,0 vezes, 7 vezes, oito vezes, 9 vezes, ou 10 vezes 

mais do que a meia-vida do FVIII não ativado ligado a ou associado 

com de VWF de comprimento completo. Em outra modalidade, a meia-

vida da proteína FVIII ligada ou associada com o fragmento de VWF 

ou uma região constante de Ig ou uma fração da mesma na proteína 

quimérica compreendendo uma sequência de XTEN aumenta cerca de 

2 a cerca de 5 vezes, cerca de 3 a cerca de 10 vezes, cerca de 5 a 

cerca de 15 vezes, cerca de 10 a cerca de 20 vezes, cerca de 15 a 
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cerca de 25 vezes, cerca de 20 a cerca de 30 vezes, cerca de 25 a 

cerca de 35 vezes, cerca de 30 a cerca de 40 vezes, cerca de 35 a 

cerca de 45 vezes mais elevada do que a meia-vida do FVIII não ati-

vado ligado ou associado com VWF de comprimento total ou FVIII tipo 

selvagem. Em uma modalidade específica, a meia-vida da proteína 

FVIII  ligada ou associada com o fragmento de VWF ou ligada a uma 

região constante de Ig na proteína quimérica compreendendo uma se-

quência de XTEN aumentada em pelo menos cerca de 30, 31, 32, 33, 

34, 35, 36, 37, 38, 39, ou 40 vezes mais do que a meia-vida do FVIII 

tipo selvagem em um camundongo knock-out duplo de FVIII e VWF. 

[000315] Em algumas modalidades, a meia-vida da proteína quiméri-

ca que compreende o fragmento de VWF fundido com uma primeira 

região constante de Ig ou  uma fração da mesma, por exemplo, uma 

primeira região Fc e uma sequência XTEN, e uma proteína FVIII ligada 

a uma XTEN e uma segunda sequência de região constante de Ig ou 

de uma fração da mesma, por exemplo, uma segunda região Fc, é 

mais longa do que a meia-vida de um FVIII associado com VWF endó-

geno. Em outras modalidades, a meia-vida da proteína quimérica é, 

pelo menos cerca de 1,5 vezes, 2 vezes, 2,5 vezes, 3,5 vezes, 3,6 ve-

zes, 3,7 vezes, 3,8 vezes, 3,9 vezes, 4,0 vezes, 4,5 vezes, ou 5,0 ve-

zes a meia-vida do FVIII de tipo selvagem ou uma proteína FVIII asso-

ciada com VWF endógeno. 

[000316] Em algumas modalidades, como um resultado da invenção, 

a meia-vida da proteína FVIII é expandida em comparação com uma 

proteína FVIII sem fragmento VWF ou FVIII de tipo selvagem. A meia-

vida da proteína quimérica da invenção é pelo menos cerca de 1,5 ve-

zes, pelo menos cerca de 2 vezes, pelo menos cerca de 2,5 vezes, 

pelo menos cerca de 3 vezes, pelo menos cerca de 4 vezes, pelo me-

nos cerca de 5 vezes, pelo menos cerca de 6 vezes, pelo menos cerca 

de 7 vezes, pelo menos cerca de 8 vezes, pelo menos cerca de 9 ve-
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zes, pelo menos cerca de 10 vezes, pelo menos cerca de 11 vezes, ou 

pelo menos cerca de 12 vezes mais do que meia-vida de uma proteína 

FVIII sem fragmento VWF ou FVIII de tipo selvagem. Em uma modali-

dade, a meia-vida do FVIII é cerca de 1,5 vezes a cerca de 20 vezes, 

cerca de 1,5 vezes a cerca de 15 vezes, ou cerca de 1,5 vezes a cerca 

de 10 vezes mais longa do que a meia-vida do FVIII de tipo selvagem. 

Em outra modalidade, a meia-vida do FVIII é estendida em cerca de 2 

vezes a cerca de 10 vezes, cerca de 2 vezes a cerca de 9 vezes, a 

cerca de 2 vezes a cerca de 8 vezes, de cerca de 2 vezes a cerca de 7 

vezes, cerca de 2 vezes a cerca de 6 vezes, de cerca de 2 vezes a 

cerca de 5 vezes, cerca de 2 vezes a cerca de 4 vezes, cerca de 2 ve-

zes a cerca de 3 vezes, cerca de 2,5 vezes a cerca de 10 vezes, cerca 

de 2,5 vezes a cerca de 9 vezes, cerca de 2,5 vezes a cerca de 8 ve-

zes, cerca de 2,5 vezes a cerca de 7 vezes, cerca de 2,5 vezes a cer-

ca de 6 vezes, cerca de 2,5 vezes a cerca de 5 vezes, cerca de 2,5 

vezes a cerca de 4 vezes, cerca de 2,5 vezes a cerca de 3 vezes, cer-

ca de 3 vezes a cerca de 10 vezes, cerca de 3 vezes a cerca de 9 ve-

zes, cerca de 3 vezes a cerca de 8 vezes, cerca de 3 vezes a cerca de 

7 vezes, cerca de 3 vezes a cerca de 6 vezes, cerca de 3 vezes a cer-

ca de 5 vezes, cerca de 3 vezes a cerca de 4 vezes, cerca de 4 vezes 

a cerca de 6 vezes, cerca de 5 vezes a cerca de 7 vezes, ou cerca de 

6 vezes a cerca de 8 vezes em comparação com FVIII de tipo selva-

gem ou uma proteína FVIII, sem o fragmento de VWF. Em outras mo-

dalidades, a meia-vida da proteína quimérica da invenção é pelo me-

nos cerca de 17 horas, pelo menos cerca de 18 horas, pelo menos 

cerca de 19 horas, pelo menos cerca de 20 horas, pelo menos cerca 

de 21 horas, pelo menos cerca de 22 horas, pelo menos cerca de 23 

horas, pelo menos cerca de 24 horas, pelo menos cerca de 25 horas, 

pelo menos cerca de 26 horas, pelo menos cerca de 27 horas, pelo 

menos cerca de 28 horas, pelo menos cerca de 29 horas, pelo menos 
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cerca de 30 horas, pelo menos cerca de 31 horas, pelo menos cerca 

de 32 horas, pelo menos cerca de 33 horas, pelo menos cerca de 34 

horas, pelo menos cerca de 35 horas, pelo menos cerca de 36 horas, 

pelo menos cerca de 48 horas, pelo menos cerca de 60 horas, pelo 

menos cerca de 72 horas, pelo menos cerca de 84 horas, pelo menos 

cerca de 96 horas, ou pelo menos cerca de 108 horas. Em ainda ou-

tras modalidades, a meia-vida da proteína quimérica da invenção é 

cerca de 15 horas a cerca de duas semanas, cerca de 16 horas a cer-

ca de uma semana, cerca de 17 horas a cerca de uma semana, cerca 

de 18 horas a cerca de uma semana, cerca de 19 horas a cerca de 

uma semana, cerca de 20 horas a cerca de uma semana, cerca de 21 

horas a cerca de uma semana, cerca de 22 horas a cerca de uma se-

mana, cerca de 23 horas a cerca de uma semana, cerca de 24 horas a 

cerca de uma semana, cerca de 36 horas a cerca de uma semana, 

cerca de 48 horas a cerca de uma semana, cerca de 60 horas a cerca 

de uma semana, cerca de 24 horas para cerca de seis dias, cerca de 

24 horas a cerca de cinco dias, cerca de 24 horas a cerca de quatro 

dias, cerca de 24 horas a cerca de três dias, ou cerca de 24 horas a 

cerca de dois dias. 

[000317] Em algumas modalidades, a meia-vida média da proteína 

quimérica da invenção por sujeito é cerca de 15 horas, cerca de 16 

horas, cerca de 17 horas, cerca de 18 horas, cerca de 19 horas, cerca 

de 20 horas, cerca de 21 horas, cerca de 22 horas, cerca de 23 horas, 

cerca de 24 horas (1 dia), cerca de 25 horas, cerca de 26 horas, cerca 

de 27 horas, cerca de 28 horas, cerca de 29 horas, cerca de 30 horas, 

cerca de 31 horas, cerca de 32 horas, cerca de 33 horas, cerca de 34 

horas, cerca de 35 horas, cerca de 36 horas, cerca de 40 horas, cerca 

de 44 horas, cerca de 48 horas (2 dias), cerca de 54 horas, cerca de 

60 horas, cerca de 72 horas (3 dias), cerca de 84 horas, cerca de 96 

horas (4 dias), cerca de 108 horas, de cerca de 120 horas (5 dias), 
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cerca de seis dias, cerca de sete dias (uma semana), cerca de oito di-

as, cerca de nove dias, a cerca de 10 dias, cerca de 11 dias, cerca de 

12 dias, cerca de 13 dias, ou cerca de 14 dias. 

[000318] Além disso, a invenção proporciona um método de trata-

mento ou prevenção de uma doença ou distúrbio de sangramento 

compreendendo a administração de uma quantidade eficaz de uma 

proteína quimérica. Em uma modalidade, a doença de hemorragia ou 

distúrbio é selecionado a partir do grupo consistindo de um distúrbio 

da coagulação do sangramento, hemartrose, sangramento nos múscu-

los, sangramento oral, hemorragia, hemorragia nos músculos, hemor-

ragia oral, trauma, trauma capitis, sangramento gastrointestinal, he-

morragia intracraniana, intra hemorragia -abdominal, hemorragia intra-

torácica, fratura óssea, sangramento do sistema nervoso central, san-

gramento no espaço retrofaríngeo, sangramento no espaço retroperi-

toneal, e sangramento na bainha ileopsoas. Em uma modalidade es-

pecífica, a doença ou distúrbio é a hemorragia da hemofilia A. 

[000319] A proteína quimérica compreendendo uma sequência de 

XTEN e uma região constante de Ig ou uma fração da mesma em 

combinação com um fragmento de VWF aqui descrito, que impede ou 

inibe a interação da proteína FVIII com VWF endógeno preparado pelo 

invenção, tem muitos usos como vontade ser reconhecido por um peri-

to na técnica, incluindo, entre outras métodos de tratamento de um su-

jeito com um distúrbio hemostáticos e métodos de tratamento de um 

sujeito em necessidade de um agente hemostático geral. Em uma mo-

dalidade, a invenção refere-se a um método de tratamento de um su-

jeito tendo um distúrbio hemostático compreendendo a administração 

de uma quantidade terapeuticamente eficaz da proteína quimérica. 

[000320] A fração da proteína FVIII nos mimos de proteínas quiméri-

cas trata ou impede um distúrbio hemostático servindo como um cofa-

tor para o Fator IX em uma superfície de fosfolipídeo carregada nega-
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tivamente, formando assim um complexo Xase. A ligação de fatores de 

coagulação ativados a uma superfície fosfolipídica localiza este pro-

cesso para os locais de lesão vascular. Sobre uma superfície de fosfo-

lipídeo, o Fator VIIIa aumenta a velocidade máxima de ativação do Fa-

tor X pelo Fator IXa, por aproximadamente 200.000 vezes, o que leva 

ao grande segundo disparo da geração de trombina. 

[000321] A proteína quimérica da invenção pode ser usada para tra-

tar qualquer distúrbio hemostático. Os distúrbios hemostáticos que po-

dem ser tratados por administração da proteína quimérica da invenção 

incluem, entre outros, hemofilia A, bem como deficiências ou anomali-

as estruturais, relativamente ao Fator VIII. Em uma modalidade, o dis-

túrbio hemostático é hemofilia A. 

[000322] A proteína quimérica da invenção pode ser utilizada profila-

ticamente para tratar um sujeito com um distúrbio hemostático. A pro-

teína quimérica da invenção pode ser utilizada para tratar um episódio 

de sangramento agudo em um sujeito com um distúrbio hemostático. 

Em outra modalidade, o distúrbio hemostático pode ser o resultado de 

um fator de coagulação deficiente, por exemplo, o fator de von Wille-

brand. Em uma modalidade, o distúrbio hemostático é um distúrbio he-

reditário. Em outra modalidade, o distúrbio é um distúrbio hemostático 

adquirido. O distúrbio adquirido pode resultar de uma doença ou con-

dição secundária subjacente. A condição pode ser relacionada, como 

um exemplo, mas não como uma limitação, câncer, uma doença au-

toimune, ou a gravidez. O distúrbio adquirido pode resultar de velhice 

ou de medicação para o tratamento de um distúrbio secundária subja-

cente (por exemplo, a quimioterapia do câncer). 

[000323] A invenção também se refere a métodos de tratamento de 

um indivíduo que não tenha um distúrbio congênito hemostático, mas 

tem uma doença ou condição secundária resultando na aquisição de 

um distúrbio hemostático, por exemplo, devido ao desenvolvimento de 
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um anticorpo anti-FVIII ou uma cirurgia. A invenção refere-se assim a 

um método de tratamento de um sujeito em necessidade de um agen-

te hemostático geral que compreende a administração de uma quanti-

dade terapeuticamente eficaz da proteína quimérica preparada pelos 

presentes métodos. 

[000324] A presente invenção também está relacionada com méto-

dos para reduzir a imunogenicidade de FVIII ou induzindo menos imu-

nogenicidade contra FVIII que compreende a administração de uma 

quantidade eficaz das proteínas quiméricas aqui descritas, ou os poli-

nucleotídeos que codificam a mesma. 

[000325] Em uma modalidade, o sujeito em necessidade de um 

agente hemostático geral está passando por, ou está prestes a passar 

por uma cirurgia. A proteína quimérica da invenção pode ser adminis-

trada antes de, durante, ou após a cirurgia como um regime profilático. A 

proteína quimérica da invenção pode ser administrada antes, durante, ou 

após a cirurgia para controlar um episódio de sangramento agudo. 

[000326] A proteína quimérica da invenção pode ser utilizada para 

tratar um sujeito tendo um episódio de sangramento agudo que não 

tem um distúrbio hemostático. O episódio de sangramento agudo po-

dem resultar de trauma grave, por exemplo, cirurgia, um acidente de 

automóvel, ferida, laceração por tiro da arma, ou qualquer outro acon-

tecimento traumático, resultando em sangramento descontrolado. 

Exemplos não limitantes de episódios hemorrágicos incluem um dis-

túrbio hemorrágico de coagulação, hemartrose, sangramento nos 

músculos, sangramento oral, hemorragia, hemorragia nos músculos, 

hemorragia oral, trauma, trauma capitis, sangramento gastrointestinal, 

hemorragia intracraniana, hemorragia intra-abdominal, hemorragia in-

tratorácica, fratura óssea, hemorragia no sistema nervoso central, 

sangramento no espaço retrofaríngeo, hemorragia no espaço retroperi-

toneal, sangramento na bainha ileopsoas, e quaisquer combinações 
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destes. 

[000327] Em aplicações profiláticas, uma ou mais composições con-

tendo a proteína quimérica da invenção ou um coquetel da mesma são 

administradas a um paciente que ainda não está no estado de doença 

para aumentar a resistência do paciente ou reduzir os sintomas asso-

ciados com uma doença ou distúrbio. Uma tal quantidade é definida 

como sendo uma "dose eficaz profilática." Em aplicações terapêuticas, 

uma dosagem relativamente elevada (por exemplo, de cerca de 1 a 

400 mg/kg de polipeptídeo por dose, com dosagens de 5 e 25 mg sen-

do mais comumente utilizadas para conjugados de radioimunoensaio e 

doses mais elevadas para polipeptídeos modificados por citotoxina-

drogas) em intervalos relativamente curtos por vezes é necessário até 

a progressão da doença ser reduzida ou terminada, e até que o paci-

ente apresente melhoria parcial ou completa dos sintomas da doença. 

Depois disso, o paciente pode ser administrado com um regime profilá-

tico. 

[000328] Em algumas modalidades, uma proteína quimérica ou de 

uma composição da invenção é utilizada para o tratamento sob de-

manda, que inclui o tratamento de um episódio hemorrágico, hemar-

trose, sangramento nos músculos, sangramento oral, hemorragia, he-

morragia nos músculos, hemorragia oral, trauma, capitis trauma (trau-

matismo craniano), sangramento gastrointestinal, hemorragia intracra-

niana, hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratorácica, fratura 

óssea, sangramento do sistema nervoso central, sangramento no es-

paço retrofaríngeo, sangramento no espaço retroperitoneal, ou san-

gramento na bainha ileopsoas. O sujeito pode estar em necessidade 

de profilaxia cirúrgica, administração perioperatória, ou tratamento por 

cirurgia. Tais cirurgias incluem, por exemplo, uma pequena cirurgia, 

cirurgia de grande porte, extração dentária, amigdalectomia, hernioto-

mia inguinal, sinovectomia, substituição total do joelho, craniotomia, 
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osteossíntese, a cirurgia de trauma, cirurgia intracraniana, a cirurgia 

intra-abdominal, cirurgia intratorácica, ou cirurgia de substituição da 

articulação. 

[000329] Em uma modalidade, a proteína quimérica da presente in-

venção é administrada por via intravenosa, subcutânea, intramuscular, 

ou através de toda a superfície da mucosa, por exemplo, por via oral, 

sublingual, bucal, nasal, retal, vaginal ou por via pulmonar. A proteína 

quimérica que compreende um fragmento de VWF e FVIII uma proteí-

na da presente invenção pode ser implantada dentro ou ligada a um 

suporte sólido de biopolímeros que permite a liberação lenta da proteí-

na quimérica para o local do sangramento ou implantada na banda-

gem/curativo. A dose da proteína quimérica irá variar dependendo do 

sujeito e da via particular de administração utilizada. As dosagens po-

dem variar de 0,1 a 100.000 g/kg de peso corporal. Em uma modalida-

de, o intervalo de dosagem é 0.1-1,000 µg/kg. Em outra modalidade, o 

intervalo de dosagem é de 0,1-500 µg/kg. A proteína pode ser adminis-

trada continuamente ou em intervalos de tempo específicos. Os ensai-

os in vitro podem ser empregues para determinar faixas de dose ideais 

e/ou horários de administração. Os ensaios in vitro que medem a ativi-

dade de fator de coagulação são conhecidos na técnica, por exemplo, 

ensaio de coagulação STA-CLOT VIIa-rTF ou ensaio de coagulação 

Rotem. Além disso, as doses eficazes podem ser extrapoladas a partir 

de curvas de dose-resposta obtidas a partir de modelos animais, por 

exemplo, um cão hemofílico (Mount et al., 2002, Blood 99(8):2670). 

[000330] Tendo agora descrito a presente invenção em detalhes, a 

mesma será mais claramente compreendida por referência aos exem-

plos seguintes, que são incluídos em anexo para fins de ilustração 

apenas e não se destinam a ser limitantes da invenção. Todas as pa-

tentes, publicações, e os artigos aqui referidos são expressamente e 

aqui especificamente incorporados por referência. 
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Exemplos 

[000331] Ao longo dos exemplos, os seguintes materiais e métodos 

foram utilizados a menos que indicado de outra forma. 

Materiais e Métodos 

[000332] Em geral, a prática da presente invenção emprega, a me-

nos que indicado em contrário, técnicas convencionais de química, 

biofísica, biologia molecular, tecnologia de DNA recombinante, imuno-

logia (especialmente, por exemplo, tecnologia de anticorpos), e técni-

cas padrão de eletroforese. Ver, por exemplo, Sambrook, Fritsch e 

Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press 

(1989); Antibody Engineering Protocols (Methods in Molecular Biolo-

gy), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A Practi-

cal Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr 

(1996); Antibodies: A Laboratory Manual, Harlow et al., CS.H.L. Press, 

Pub. (1999); e Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et 

al., John Wiley & Sons (1992). 

Exemplo 1: clonagem de domínios diferentes de VWF (Figura 1) 

(a) Clonagem de pSYN-VWF-002 

[000333] pSYN-VWF-002 contém sequências de nucleotídeos que 

codificam um fragmento de VWF, que são aminoácidos 1-477 de SEQ 

ID NO: 100. [sequência da proteína VWF-D’D3]. A numeração dos 

aminoácidos representa a sequência madura sem VWF e propeptídeo 

corresponde aos aminoácidos 764-1240 da SEQ ID NO: 2. O construc-

to pSYN-VWF 002 tem o peptídeo de sinal de FVIII no N-terminal, que 

permite a secreção adequada da proteína sintetizada e seguido por 

uma tag 6xHis em C-terminal, que é utilizada para a purificação de 

proteínas. Foi sintetizado utilizando combinações de iniciadores se-

guintes: 

ESC48- Direto - VWF-D'D3 com sinal VIII e sítio BsiW1  

TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAAATAGAG-
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CTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAG-

CCTATCCTGTCGGCCCCCCATG (SEQ ID NO: 90) 

ESC51- Rev- VWF D'D3 (1-477 aminoácido) com sítio 6His 

e Not 1 TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTGGTGATGGTGATGATG-

CGGCTCCTGGCAGGCTTCACAGGTGAGGTTGACAAC (SEQ ID NO: 

91) 

[000334] uma reação de PCR de 50 µL foi realizada com combina-

ções de iniciadores ESC 48/ESC 51 e o plasmídeo completo compri-

mento de VWF como molde, utilizando a etapa 2 do ciclo de amplifica-

ção por PCR: 94°C 2 minutos; 21 ciclos de (96°C 30 segundos, 68°C 2 

minutos). A banda 1460bp foi purificada em gel com um kit de extração 

de Gel (Qiagen, Valencia, Calif.) e clonada nos sítios de restrição Bsi-

WI e Not1 de pcDNA 4 para gerar pSYN-VWF 002. 

(b) Clonagem de pSYN-VWF- 010 e 013 

[000335] pSYN-VWF-010 foi construído utilizando pSYN-VWF-008 e 

pSYN-VWF-002. pSYN-VWF-008 contém a sequência de VWF de 

comprimento completo em pcDNA 3.1 (aminoácidos 1-2813 da SEQ ID 

NO: 2), que inclui o propeptídeo de 763 aminoácidos (isto é, domínios 

D1D2) seguido por sequência de 2050 aminoácidos restantes de VWF 

maduro. O peptídeo de sinal de FVIII em pSYN-VWF-002 foi substituí-

do por domínios D1D2 de pSYN-VWF-008, o constructo resultante é 

pSYN-VWF-010. pSYN VWF-008 tem um sítio BamH1 em Arg907 e 

sítio Not1 na extremidade da região de codificação (após o códon de 

parada). pSYN- VWF- 008 e 002 foram digeridos com enzimas de res-

trição BamH1 e Not1. Inserções de pSYN- VWF-002 (1026 pb) foram 

ligadas em pSYN-VWF- 008 (8242bp) digerido por BamH1/Not1 para 

obter pSYN-VWF -010 (D1D2D’D3: aminoácido 1-1240 da SEQ ID NO: 

2), uma tag 6xHis foi também adicionada no C-terminal. Em células 

transformadas pSYN-VWF-010 é sintetizado com propeptídeo mas de-

vido ao processamento intracelular os produtos secretados não con-
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têm qualquer propeptídeo (D1D2). Proteína de VWF-010 existe como 

dímero. 

[000336] pSYN-VWF-010 foi usado para gerar pSYN-VWF-013 que 

possui duas mutações pontuais em C336A e C379A correspondentes 

à SEQ ID NO: 100 (a numeração de aminoácido representa sequência 

de VWF maduro sem sequência 2 de domínio D1D2-VWF). Estas mu-

tações são previstas para evitar a dimerização de domínio VWF D’D3. 

(c) Clonagem de pSYN-VWF-025 e pSYN-VWF-029 

[000337] pSYN-VWF-025 contém sequências tipo selvagens 

D1D2D’D3 de VWF de comprimento completo em vetor pLIVE, e 

pSYN-VWF-029 contêm sequência D1D2D’D3 com mutação C336A e 

C379A. Para clonagem de pSYN-VWF-025, a combinação de iniciado-

res que se segue foi usada: 

ESC 89-direto com sítio Nhe1= CTCACTATAGGGAGAC-

CCAAGCTGGCTAGCCG (SEQ ID NO: 92) 

ESC 91-rev com Sal1= CTGGATCCCGGGAGTCGAC-

TCGTCAGTGGTGATGGTGATGATG (SEQ ID NO: 93) 

[000338] Uma reação de PCR de 50 µL foi realizada com combina-

ções de iniciadores ESC 89/ESC91 e pSYN-VWF ou 010 (para pSYN-

VWF-025) ou pSYN-VWF 013 (para pSYN-VWF-029) como o modelo  

de plasmídeo usando ciclo de amplificação PCR de 3 etapas: 94°C 2 

minutos; 21 ciclos de (96°C -30 segundos, 55°C-30 segundo, 68°C-4 

minutos). A banda de tamanho esperado (~ 3800bp) foi purificada em 

gel com um kit de extração de Gel (Qiagen, Valencia, Calif.) e clonada 

nos sítios de restrição Nhe1 e Sal1 de vetor pLIVE-Mirus (Invitrogen, 

Carlsbad, Calif.) para gerar pSYN-VWF 025 e 029. 

(d) Clonagem de pSYN-VWF-031 

[000339] pSYN-VWF-031 é um constructo D1D2D’D3 (C336A/ 

C379A) -Fc que tem um ligante clivável por trombina de 48 aminoáci-

dos de comprimento (8x GGGGS (SEQ ID NO 94) + sítio de trombina) 
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entre as sequências de VWF D1D2D’D3 (C336A/C379A) e de Fc. Para 

fazer este constructo, região de VWF-Fc foi amplificada a partir do 

constructo pSYN-FVIII-064 (referir ao constructo FVIII-VWF abaixo). 

pSYN-FVIII-VWF foi digerido com Xba1 e Nhe1. A região de inserção 

resultante de 4165bp, contendo o fragmento VWF da região Fc foi 

usada como um modelo para amplificar a região de VWF e Fc por 

combinações de iniciadores LW22/LW23. 

LW 22-Direto-VWF-D'D3 com sequência sinal  FVIII e sítio BsiW1  

GCGCCGGCCGTACGATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTT-

CTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGG-

CCCCCCATG (SEQ ID NO: 95) 

LW 23-Rev- Fc com códon de parada e sítio Not1  

TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGAATTCGCGGCCGCTCATT-

TACC (SEQ ID NO:96) 

[000340] O produto de PCR obtido a partir de amplificação de 

LW22/LW23 (~ 2300bp) foi clonado em pSYN-VWF-002 digerido por 

BsiW1/Not1 para obter pSYN-VWF 014 intermediário. pSYN-VWF-014 

contém ligante clivável por trombina de 20 aminoácidos peptídeo sinal 

de FVIII-D’D3 seguido pela região Fc. 

[000341] Para gerar o constructo D1D2D’D3-Fc, a região D1D2D’D3 

foi amplificada a partir de pSYN-VWF-013 usando uma combinação de 

iniciadores LW24/LW27 pelo método de PCR padrão. 

LW24- Direto- VWF D1D2D'D3 clonando oligo com sítio  BsiW1  

GCGCCGGCCGTACGATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTG 

(SEQ ID NO:97) 

LW27-Rev-VWF  D'D3 oligo com EcoRV 

CCACCGCCAGATATCGGCTCCTGGCAGGCTTCACAGGTGAG 

(SEQ ID NO:98) 

[000342] O produto de PCR obtido a partir de amplificação  

LW22/LW23 (~ 3750bp) foi clonado em pSYN-VWF-014 digerido por 
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BsiW1/EcoRV para obter pSYN-VWF 015 intermediário. O comprimen-

to do ligante entre o fragmento de VWF e região Fc foi alterado para 

obter pSYN-VWF-031. 

 VWF-D1D2D'D3 Sequência de proteína 1 (SEQ ID NO: 99) 
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Exemplo 2: Efeitos de fusão de D’D3 e XTEN sobre extensão meia-

vida de FVIII  

[000343] Para avaliar a extensão potencial da meia-vida de D’D3 

FVIII na proteína de fusão rFVIII-XTEN, um dímero de VWF D’D3 foi 

introduzido em camundongos FVIII-VWF DKO por injeção hidrodinâ-

mica do seu constructo de DNA correspondente VWF-025 (Exemplo 

1). Após D’D3 atingir a expressão no estado estacionário (dia 5 pós-

injeção), uma dose única de rFVIII-XTEN foi administrada por injeção 

IV a 200 IU/kg de dose. Amostras de sangue foram coletadas até 
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120hrs após a administração de rFVIII-XTEN. Atividade de FVIII no 

plasma foi analisada por um teste cromogênico de FVIII. O nível de 

expressão D’D3 foi medido por VWF ELISA e perfil rFVIIIFc PK foi 

analisado utilizando o programa WinNonlin. 

[000344] Os resultados do estudo são apresentados na Figura 2, e o 

parâmetro PK de rFVIII-XTEN com/sem D’D3 em circulação foi listado 

na Tabela 16. O D’D3 dímero ainda prolongou t½ de rFIII-XTEN de 

3,4h para 17,8h, um aumento de 5 vezes. Além de meia-vida, 5 vezes 

de aumento sobre MRT, 3,6 vezes de aumento em AUC, 3,8 vezes de 

redução na eliminação também foram observados. 

[000345] Observou-se um efeito sinérgico de fragmento D’D3 e tec-

nologia XTEN, uma série de constructos FVIII/VWF/XTEN serão avali-

ados quanto à sua potencial extensão de meia-vida de FVIII em ani-

mais hemofílicos. 

TABELA 16: parâmetro PK rFVIII-XTEN com/sem D'D3 em circulação 

no sangue  

Tratamento 
5min recupe-

ração (%) 

t
1/2

 

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC_D 

(h*kg*mIU/ 

mL/mIU) 

rFVIIIXTEN 

VWF-025 
80 17,8 19,3 3,5 67,4 0,29 

rFVIIIXTEN 74 3,4 3,8 13,1 63,68 0,08 

Vezes em  melhora 1,1 5,2 5,1 3,8 0,9 3,6 

Purificação da proteína de FVIII-XTEN 

[000346] Uma XTEN AE288 foi inserida em C-terminal do BDD-FVIII 

para este estudo. Para purificar esta proteína, a etapa de filtração de 

fluxo tangencial (TFF) foi usada primeiro para trocar o tampão do meio 

condicionado. Produtos do filtrado foram então capturados utilizando 

uma cromatografia de troca aniônica forte, e, em seguida, adicional-

mente purificados utilizando cromatografia de afinidade. Pureza da 

molécula foi aceitável por HPLC-SEC e foi ainda confirmada por Wes-
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tern blotting. A atividade específica da molécula foi comparável para 

FVIII sem domínio B, como medido pelo ensaio de TTPA e ELISA. 

Teste Cromogênico de FVIII 

[000347] A atividade do FVIII foi medida utilizando o kit de COATEST 

SP FVIII da Diapharma (lote #N089019) e todas as incubações foram 

realizadas em uma placa aquecedora a 37°C com agitação. 

[000348] A faixa de padrão de rFVIII foi de 100 mIU/ml a 0,78 

mIU/mL. Um controle de plasma humano normal agrupado e amostras 

de plasma (diluídas com tampão 1X Coatest) foram adicionados em 

placas Immulon 2HB de 96 poços em duplicata (25 µL/poço). Mistura 

recém-preparada de IXa/FX/Fosfolipídeo (50 µL), 25 µL de 25 mM de 

CaCl2, e 50 µl de substrato FXa foi adicionada sequencialmente em 

cada poço com 5 minutos de incubação entre cada adição. Após incu-

bação com o substrato, 25 µL de 20% de ácido acético foi adicionado 

para terminar a reação de coloração, e a absorbância de OD405 foi 

medida com um instrumento SpectraMAX plus (Molecular Devices). Os 

dados foram analisados com o software Pro SoftMax (versão 5.2).  O 

nível mais baixo de quantificação (LLOQ) é de 7,8 mIU/mL. 

VWF ELISA: 

[000349] Anticorpo anti-VWF humano de cabra (purificado por afini-

dade, afinidade biológica, GAVWF-AP) foi utilizado como anticorpo de 

captura em 0.5ug/poço e VWF-EIA-D (Affinity Biologicals, VWF-EIA-D, 

1: 100 em diluição) foi utilizado como anticorpo de detecção para o en-

saio VWF ELISA. Ensaio ELISA foi realizada seguindo o procedimento 

de ELISA padrão, TMB foi utilizado como o substrato HRP, tampão de 

PBST/1,5% de BSA/NaCl 0,5 M foi utilizado como tampão de ligação e 

de bloqueio. O intervalo padrão de ensaio é de 100 ng para 0,78ng e 

limite mais baixo de quantificação do ensaio (LLOQ) é 7,8ng/mL. 

Exemplo 3: Constructo do plasmídeo de XTEN contendo constructos 

de FVIII/VWF 
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(a) Clonagem de pSYN-FVIII-161 (Figura 3) 

[000350] O plasmídeo FVIII-161 compreende uma estrutura de  Fc 

de cadeia simples (scFC) com sítios de clivagem de enzimas que são 

processados durante a síntese de uma célula. O constructo tem um 

domínio de ligação de FVIII de VWF de comprimento completo (D’D3). 

[000351] O plasmídeo (pSYN-FVIII-161) foi concebido para a ex-

pressão de FVIII-Fc e heterodímero VWF-Fc, em que os domínios 

D’D3para ligam FVIII e impedem a interação de FVIII com fosfolipídeos 

e a  proteína C ativada. A proteína de pSYN-FVIII -161 é expressa na 

célula como um polipeptídeo único, onde o C-terminal da subunidade 

FVIII-Fc é ligada ao N-terminal da subunidade de VWF D’D3-Fc por 

um ligante de polipeptídeo 6x (GGGGS) (SEQ ID NO : 64). Além disso, 

sequências RRRRS (SEQ ID NO: 11) e RKRRKR (SEQ ID NO: 10) 

foram inseridas na extremidade 5’ e 3’ na extremidade do ligante de 

polipeptídeos, respectivamente, para a clivagem intracelular por con-

vertases pró-proteína após o último Arg em cada sequência. Assim, as 

células podem expressar uma cadeia dupla de heterodímero FVIII-

Fc/D’D3-Fc onde a cadeia de FVIII-Fc tem uma sequência RRRRS 

(SEQ ID NO: 11) em C-terminal, mas o restante da sequência ligante 

foi removida. Um fragmento AE288 XTEN imediatamente seguido por 

polipeptídeo IS {5X (GGGGS)} LVPRGSGG (SEQ ID NO: 122) (con-

tém o sítio de clivagem da trombina) é introduzido entre os domínios 

de VWF e a região Fc para facilitar a liberação do fragmento VWF de 

FVIII, uma vez a proteína heterodimérica FVIII-VWF é ativada pela 

trombina, permitindo a interação de FVIII com outros fatores de coagu-

lação. 

[000352] A sequência de proteína pSYN-FVIII-161 (SEQ ID NO: 101) 

(sequência de FVIII na posição de aminoácido 1-1457; região subli-

nhado representa a região Fc; sublinhado curvilíneo representa ligante 

clivável entre primeiro Fc e fragmento de VWF; região dupla sublinha-
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da representa fragmento de VWF; região em negrito representa ligante 

clivável entre fragmento de VWF e Fc. 
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(b) Clonagem de pSYN-FVIII-168, 175, 172 e 174 (Figura 4A-4D) 

[000353] pSYN-FVIII-168, 172, 174 e 175 são derivados de pSYN-

FVIII-161. Mutações R1645A/R1648A foram introduzidas em pSYN-

FVIII-161 para formar pSYN-FVIII-168, que produz uma isoforma SC-

FVIII e um AE288 XTEN foi diretamente fundida em C-terminal de 

FVIII-HC para posterior extensão da meia-vida. Para o constructo 

pSYN-FVIII-175, a sequência de códon D’D3 foi removida para formar 

pSYN-FVIII-168 para avaliação do efeito da tecnologia de Fc e XTEN 

em extensão meia-vida de FVIII. 

[000354] Para o constructo pSYN-FVIII-172, o fragmento AE288 

XTEN foi diretamente fundido em C-terminal de FVIII-HC para posteri-

or extensão da meia-vida, e a sequência de códons D’D3 foi removida 

do pSYN-FVIII-172 para formar pSYN-FVIII-174 para avaliação do 

efeito da tecnologia de Fc e XTEN em extensão meia-vida de FVIII. 

(c) Clonagem de pSYN-FVIII-170 (Figura 4E) 

[000355] pSYN-FVIII-170 foi construído de modo a avaliar o efeito de 

XTEN e fragmento D’D3 de extensão da meia-vida de FVIII. A sequên-

cia de códons do fragmento VWF-D1D2D’D3 e BDD-FVIII foram intro-
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duzidos na extremidade 5’ e na extremidade 3’ de cassete de expres-

são, uma sequência de códons AE288 XTEN seguida por um ligante 

clivável trombina de 35 aa foi utilizado para conectar o VWF e molécu-

la de FVIII. Após o processamento intracelular, a proteína secretada 

compreende um polipeptídeo que contém o fragmento de D’D3 da mo-

lécula madura de VWF, que está ligada ao N-terminal de BDD-FVIII 

maduro por um ligante clivável trombina AE288 XTEN/35 aa. 

Sequência de proteína pSYN-FVIII-170 (SEQ ID NO: 102) 
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Exemplo 4: Injeção hidrodinâmica de XTEN contendo constructos 

FVIIIF/VWF em camundongos deficientes de FVIII e VWF  

[000356] Os constructos de DNA contendo XTEN nas Figuras 3 e 4 

combinaram 2-3 elementos de extensão da meia-vida juntos. Para 

avaliar o seu potencial de extensão meia-vida de FVIII, um grupo sele-

tivo de constructos de DNA na Figura 3 e Figura 4 foi introduzido em 

camundongos duplo knockout de FVIII/VWF (DKO) por injeção hidro-

dinâmico (HDI), na dose 100 ug/camundongo. Amostras de sangue 

foram então coletadas pela coleta retro orbital no sangue em 24 horas 

após HDI. A atividade de FVIII no plasma após HDI foi analisada por 

ensaio cromogênico de FVIII, e os resultados foram listadas na Tabela 

17 e Figura 5. Em comparação com o tipo selvagem BDD-FVIII, todos 

DNA contendo constructos XTEN geraram atividade plasmática de 

FVIII significativamente maior após 24 horas de HDI, indicando as mo-

léculas correspondentes que tinham meia-vida de proteína em circula-

ção significativamente maior do que BDD-FVIII. A aplicação da combi-

nação desses elementos que estendem a meia-vida também foi avali-

ada em animais hemofílicos. 

TABELA 17: Atividade plasmática de FVIII após 24h de HDI em ca-

mundongos DKO FVIII/VWF 

Constructo DNA BDD-FVIII FVIII-161 FVIII-168 FVIII-172 BDD-FVIII FVIII-170 

Dose DNA 

(µg/camundongo) 
100 100 100 100 50 50 

Atividade de FVIII 

(mU/mL) 
219±72 2446±1012 2209±609 1671±223 197±21 399±30 

Injeção hidrodinâmica: 

[000357] Injeção hidrodinâmica é um método eficiente e seguro de 

liberação de gene não viral para o fígado em pequenos animais, como 

camundongos e ratos. Foi originalmente descrito como uma rápida in-

jeção de uma solução de DNA de plasmídeo naked/solução salina 

isenta de endotoxina em um décimo de volume de peso corporal do 
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animal em cerca de 5-7 segundos. O DNA de plasmídeo naked con-

tém o gene de interesse e o fígado produzido em um décimo do volu-

me do peso corporal animal. A proteína alvo é produzida no fígado a 

partir do DNA injetado e pode ser detectada dentro de 24 horas após a 

injeção. As amostras plasmáticas foram então coletadas para estudar 

a propriedade terapêutica da proteína expressa. 

[000358] Para todas as injeções hidrodinâmicas que foram realiza-

das aqui, 2 ml de DNA de plasmídeo em solução salina estéril 0,9% foi 

liberada por via de injeção intravenosa na veia da cauda dentro de 

cerca de 4-7 segundos para camundongos pesando 20-35 gramas. Os 

camundongos foram monitorados de perto para o primeiro par de ho-

ras até que a atividade normal fosse retomada. Após as amostras de 

sangue terem sido coletadas por meio de coleta de sangue retro-

orbital, amostras plasmática foram obtidas e armazenadas a -80°C pa-

ra posterior análise. 

Exemplo 5: Construção do plasmídeo de sistema de co-transfecção 

para heterodímero FVIIIFc-VWF contêm inserções XTEN (Figura 6) 

[000359] Para aumentar o rendimento da produção de proteínas, 

dois sistemas de co-transfecção foram gerados para produção de pro-

teína, que contém três constructos de DNA. O primeiro constructo de 

DNA codifica uma proteína de fusão de FVIII-Fc em que um fragmento 

AE288 XTEN foi diretamente fundido ao C-terminal da cadeia pesada 

de FVIII e seguido por um fragmento de cadeia leve de FVIII de tipo 

selvagem (pSYN-FVIII-173, Figura 6B) ou um fragmento da cadeia le-

ve de FVIII com mutações R1645A/R1648A (pSYN-FVIII-169, Figura 

6A), a cadeia leve de FVIII foi então diretamente fundida com um único 

fragmento Fc. O segundo constructo de DNA é pSYN-VWF-031, que 

codifica uma proteína de fusão de Fc-D’D3 (Exemplo 1). As células 

HEK293F foram transfectadas com os dois  plasmídeos juntamente 

com um terceiro plasmídeo (PC5) em proporção 80: 15: 5. As proteí-

Petição 870220077525, de 29/08/2022, pág. 241/308



236/292 

  

nas secretadas foram sintetizadas como heterodímero FVIII (XTEN) 

Fc/D’D3Fc e dímero D’D3Fc e o heterodímero FVIII (XTEN) Fc/D’D3Fc 

foi separado do dímero D’D3Fc por purificação de proteínas. 

pSYN-FVIII-169 mature Sequência de proteína (SEQ ID NO: 103):  
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pSYN-FVIII-173 sequência de proteína madura (SEQ ID NO: 104):   
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Exemplo 6. Purificação da proteína para FVIII-169/VWF e FVIII 

173/VWF-031 

[000360] A etapa de filtração de fluxo tangencial (TFF) foi utilizada 
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para troca de tampão do meio condicionado clarificado. O heterodíme-

ro FVIII-169/ VWF-031 ou FVIII-173/VWF-031 foi então purificado utili-

zando um processo de cromatografia em duas etapas. Uma resina de 

troca aniônica fraca foi utilizada, seguido por cromatografia de afinida-

de. O produto final purificado tinha pureza aceitável por SEC-HPLC. A 

atividade específica era compatível com FVIII sem domínio B, como 

medido pelo ensaio cromogênico de FVIII e concentração em A280. A 

pureza e a presença de cada fração desta molécula foram confirmadas 

por SDS-PAGE e Western blotting. 

Exemplo 7. Avaliação da capacidade de ligação a VWF de FVIII-

169/VWF-031 por ensaio de Octeto 

[000361] A capacidade de ligação à VWF de FVIII-169/VWF-031 foi 

obtida pelas medições baseadas em interferometria de Bio-Camada 

(BLI) (ensaio de Octeto) a 25°C com um instrumento ForteBio Octet 

384, utilizando tampão de ligação Tris (50 mM Tris, pH 7,2, NaCl 150 

mM, CaCl2 5 mM). O ensaio octeto para a determinação da ligação a 

FVIII foi baseado na imobilização hidrofóbica de Fator de von Wille-

brand humano (Haematologic Technologies Catalog N.º HCVWF-0191) 

sobre APS Biosensor, então, seguido pela ligação de 1,0% Albumina 

de Soro Bovino (Jackson ImmunoResearch Catalog N.º 001-000-161). 

Resumidamente, hVWF (20 µg/mL) foi diluída em tampão Tris e carre-

gado através APS Biosensors para 600 segundos, obtendo-se cerca 

de 3,0-3,5 nm de ligação sobre as sondas de reação. As sondas de 

controle APS foram carregadas com 1,0% de BSA na ausência de 

hVWF para subtração de referência. Após a carga, todas as sondas 

foram incubadas em tampão Tris durante 300 segundos para estabe-

lecer uma linha de base nova. Subsequentemente, as sondas de bios-

sensores foram incubadas em soluções de FVIII-XTEN 169 ou subs-

tância de droga FVIIIFc (0, 0,6, 2, 6, 20, 60, 200, 600 IU/mL) durante 5 

min em temperatura ambiente, seguido de etapa de dissociação de 5 
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minutos. Utilizando o software de análise de dados de octetos, a res-

posta de ligação (nm) foi obtida a partir dos dados subtraídos (sonda 

de reação menos sonda de referência). Nenhuma ligação à VWF imo-

bilizado foi detectada para o FVIII-169/VWF-031 (Figura 7), indicando 

uma blindagem completa de FVIII a partir da molécula de VWF de 

comprimento completo pelo fragmento de D’D3. 

Exemplo 8. FVIII-169/VWF-031 PK em HemA e camundongos DKO 

FVIII/VWF  

[000362] O perfil PK de FVIII-169PK/VWF-031 foi testado em HemA 

e camundongos DKO FVIII/VWF para avaliar a capacidade do frag-

mento de D’D3 para proteger a fração do FVIII do VWF endógeno. 

HemA ou camundongos DKO FVIII/VWF foram tratados com uma do-

se intravenosa única de FVIII-169/VWF-031 a 200 IU/kg, as amostras 

plasmática foram coletadas em 5 min, 8h, 24h, 48h e 72 horas após a 

dosagem. A atividade de FVIII de amostra plasmática foi testada pelo 

ensaio cromogênico de FVIII, e meia-vida do FVIII-169/VWF-031 foi 

calculada utilizando o programa WinNonlin. 

[000363] A inibição completa dos constructos de ligação para VWF 

imobilizado foi demonstrada por interferometria de biocamada (Figura 

7) para o FVIII-169/VWF-031. Isto indica que o fragmento de D’D3 na 

molécula havia bloqueado com êxito a ligação a ligação de FVIII às 

moléculas de VWF nativas, portanto meia-vida semelhante deFVIII-

169/VWF-031 foi previsto em duas cepas diferentes de camundongo. 

Como mostrado na Figura 8A e Tabela 18, como esperado, FVIII-

169/VWF-031 apresentaram perfis PK semelhantes em ambos HemA 

e camundongos DKO FVIII/VWF, que demonstrou que a meia-vida de 

heterodímero FVIIIFc/VWF é independente do meia-vida de VWF en-

dógeno. A separação da meia-vida de heterodímero FVIIIFc/VWF a 

partir da meia-vida de VWF endógeno, eliminou o limite de extensão 

de FVIII e abriu a possibilidade de ampliar ainda mais a meia-vida do 
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FVIII além do limite de meia-vida de duas vezes imposta por VWF en-

dógeno. 

TABELA 18: FVIII-169/VWF-031 PK em camundongos HemA e DKO 

FVIII/VWF  

Cepa de ca-

mundongo 

Recupe-

ração (%) 

t1/2  

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC 

(h*kg*mIU/

mL/mIU) 

FVIII/VWF 

DKO 
69 17,94 20,1 4,06 81,69 0,2461 

HemA 83 16,65 18,44 3,57 85,72 0,28 

[000364] A capacidade de proteger o FVIII da inserção de XTEN e 

fragmento D’D3 foi avaliada por comparação da meia-vida do FVIII-

169/VWF-031 com FVIII-169/Fc e FVIIIFc em camundongos DKO 

FVIII/VWF. Após uma única administração IV, amostras de sangue fo-

ram coletadas aos 5min, 8h, 24h, 48h e 72hr para FVIII-169/VWF-031, 

5min, 8h, 24h, 32hr, 48hr para FVIII-169/Fc e aos 5min, 1, 2, 4, 6 e 8 

horas para FVIIIFc. A atividade de FVIII de amostra plasmática foi tes-

tada pelo ensaio cromogênico de FVIII, e meia-vida do FVIII-155/VWF-

031 foi calculada utilizando o programa WinNonlin. 

[000365] Os resultados do estudo estão resumidos na Figura 8B e na 

Tabela 19, rFVIIIFc tem uma meia-vida de 1,6hr em camundongos 

DKO, devido à perda de proteção de VWF. Quando uma inserção 

XTEN foi introduzida na molécula FVIIIFc, a molécula resultante FVIII-

169/Fc tem uma meia-vida de 7 h, uma extensão da meia-vida de 4 

vezes pela inserção XTEN. Finalmente, quando fragmento D’D3 foi 

incorporado na molécula para formar FVIII-169/VWF-031, foi observa-

da um meia-vida de 17hr, 2,5 vezes mais outro aumento pelo fragmen-

to de D’D3. Além disso, a melhoria de meia-vida melhorou o tempo de 

residência médio (MRT), eliminação (Cl) e AUC foram também obser-

vadas como mostrado na Tabela 19. 

[000366] FVIII-169/VWF-031 alcançou 17-18hr de t1/2 em ambos 
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HemA e camundongos DKO FVIII/VWF, que é o limite superior do teto 

de extensão de t1/2 que imposta pela eliminação de VWF. Mais ele-

mentos de extensão de t1/2 podem ser adicionalmente incorporados 

nesta molécula, como uma segunda inserção XTEN dentro de FVIII. O 

efeito sinérgico de fragmento D’D3 e inserções XTEN prevista a possi-

bilidade da proteção completa para FVIII de sua via de eliminação, um 

avanço final de 2 vezes no limite de extensão de t1/2 em FVIII pode ser 

alcançado pelas variantes FVIIIFc/XTEN/VWF. 

TABELA 19. FVIII-169/VWF-031 PK em camundongos DKO FVIII/VWF  

Cepa de 

camun-

dongo 

Tratamento 
Recupera-

ção (%) 

t1/2 

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC/D 

(h*kg*mIU/

mL/mIU) 

FVIII/VW

F DKO 

 

rFVIIIFc 35 1,6 2,1 57,7 120,2 0,0173 

rFVIII-169/ 

Fc 
77 7,0 6,2 6,4 39,2 0,1573 

rFVIII-169/ 

VWF-031 
69 17,9 20,1 4,1 81,7 0,2461 

Exemplo 9: PK de concentrado de meio celular com variantes de FVIII-

XTEN em camundongos DKO FVIII/VWF expressando D’D3 

[000367] A capacidade de fragmento D’D3 em estender a t1/2 de FVII-

XTEN foi avaliada no modelo de camundongos DKO FVIII/VWF ex-

pressando D’D3 (descrito no exemplo 2). Neste estudo, em vez de 

usar VWF-025 para introduzir o dímero D’D3 na circulação, foi utilizado 

constructo VWF-029 para introduzir o monômero D’D3 na circulação. 

Para preparar variantes da proteína FVIII-XTEN, um meio de cultura 

em pequena escala de transfecção transitória (50-100 mL) foi prepara-

do, no dia 4 após a transfecção, a cultura de células foi colhida e con-

centrada para atingir 10-20 IU/mL de faixa de atividade de FVIII que é 

apropriada para estudo PK. Os meios celulares concentrados foram, 

em seguida, utilizados para o estudo PK padrão em camundongos 

DKO FVIII/VWF com ou sem D’D3 na circulação. 
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[000368] Total de seis variantes de FVIII-XTEN que contém inser-

ções XTEN 1-3 foram testados no sistema, seus t1/2 foram resumidos 

na Tabela 20 e os dados a partir de variantes representativas foram 

representados graficamente na Figura 9A. 

[000369] Meia-vida maior foi observada para todas as variantes 

FVIII-XTEN com os presentes de fragmento D’D3 na circulação (Tabe-

la 20), o que demonstrou a proteção D’D3 para FVIII-XTEN de suas 

vias de eliminação. Além disso, quando comparado com sua meia-vida 

de 14h em camundongos HemA, LSD0055.021 tem uma t1/2 de 20,4hr 

em camundongos DKO que expressam D’D3 (Figura 9B, Tabela 20), 

indica o avanço final do teto da extensão da meia-vida em 2 para as 

moléculas de FVIII. Ao modificar ainda mais a molécula de FVIII 

(XTEN)/VWF, poderíamos potencialmente atingir ainda mais t1/2 de 

FVIII, e oferecer aos pacientes HemA uma proteína FVIII que requer 

apenas regime de administração de uma vez semanal ou menos fre-

quente. 

TABELA 20. FVIII-XTEN t1/2 em camundongos DKO FVIII/VWF ex-

pressando D'D3  

FVIII-XTEN ID 

# de 

inser-

ções 

XTEN  

Sítio de 

inserção s 

Tamanho 

XTEN  

t1/2 (h) 

Camun-

dongos 

DKO 

t1/2 (h) 

pLIVE-D'D3/ 

Camundon-

gos DKO 

t1/2 (h) 

Camun-

dongos 

HemA 

pSD-0013 1 CT 144 3,3 7,9  

LSD0003.009 2 B*/CT 144/288 9,7 16,4  

LSD0038.015 2 1656/26 144/144 7,8 17,2  

LSD0049.002 3 18/B*/CT 144/144/288 12,6 17,5  

LSD0051.002 3 403/B*/CT 144/144/288 11,1 19,9  

LSD0055.021 3 1900/B*/CT 144/144/288 16 20,4 14 

* B indica uma sequência XTEN (por exemplo, 144) é inserida imedia-

tamente a jusante do resíduo de aminoácido 745 correspondente à 

sequência de FVIII madura. 

Exemplo 10: Estabilidade de variantes FVIII contendo VWF e XTEN 
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em plasma de camundongos duplo knockout (DKO) FVIII/VWF  

[000370] Estabilidade plasmática de variantes de proteína rFVIIIFc 

foi testada em plasma de camundongos duplo knockout (DKO)  

FVIII/VWF. Para o ensaio de estabilidade, as células HEK293 foram 

co-transfectadas com plasmídeos para dirigir a expressão de rFVIIIFc 

ou FVIII-169 (rFVIIIFc com 288 AE XTEN inserida na junção com o 

domínio B) e os plasmídeos que dirigem a expressão de IgG-Fc ou 

VWF-031 (região VWF D’D3 fundida com IgG-Fc). No quarto dia após 

a transfecção, o meio de cultura de células foi colhido e concentrado a 

30 IU/mL com base na atividade cromogênica do FVIII. Meio de cultura 

celular concentrado foi então adicionado em plasma de camundongo 

DKO, para gerar uma atividade de FVIII de 5 IU/ml e incubadas a 

37°C. As alíquotas foram coletadas em diferentes pontos do tempo 

para medição da atividade por ensaio cromogênico. Atividade em cada 

ponto de tempo foi medida em duplicada e a atividade média foi repre-

sentada graficamente como uma função do tempo. A atividade de 

FVIIIFc, uma molécula de FVIII de cadeia dupla (dc) em que as cadei-

as leve e pesada são mantidas juntas por interação não covalente, di-

minui com o tempo em plasma de camundongo DKO (Figura 10). A 

atividade de FVIII-169: Fc, que contém uma inserção de 288 AE XTEN 

na junção com o domínio B, decai a uma taxa reduzida em relação à 

rFVIIIFc, indicando que a estabilidade melhorada é conferida pela in-

serção de XTEN. Dado que o VWF foi proposto para aumentar a esta-

bilidade de FVIII in vivo, avaliamos a estabilidade do plasma de FVIII-

169: VWF-031. Esta molécula heterodimérica, em que o elemento de 

FVIII e o elemento VWF D’D3 são fundidos com respectivos hemi-

domínios de Fc, apresentou estabilidade do plasma adicional em rela-

ção ao FVIII-169: Fc, indicando que o domínio de VWF D’D3 e XTEN 

tem um efeito sinérgico sobre a estabilidade do plasma de rFVIIIFc. 

Exemplo 11: O efeito sobre a meia-vida de FVIII da fusão Fc, inserção 
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XTEN e o fragmento de D’D3 de VWF. 

[000371] Para avaliar o efeito de fusão Fc, inserção XTEN e frag-

mento D’D3 de VWF na meia-vida do FVIII, as propriedades farmaco-

cinéticas do FVIII recombinante sem o domínio B (rBDD-FVIII), 

rFVIIIFc, FVIII-169: Fc e FVIII-169: VWF-031 foram avaliados em ca-

mundongos duplo knockout  (DKO) FVIII/FVW. 

[000372] Camundongos  DKO foram tratados com uma única admi-

nistração intravenosa de 200 IU/kg de proteínas de FVIII, e amostras 

plasmática foram colhidas em pontos de tempo designados como indi-

cado na Figura 11. A atividade de FVIII das amostras plasmáticas foi 

analisada por ensaio cromogênico FVIII e meia-vida foi calculada utili-

zando o programa WinNonlin-Phoenix. Os parâmetros de farmacociné-

tica das moléculas testadas estão listados na Tabela 21. A curva de 

regressão de tempo de atividade de FVIII no plasma para cada varian-

te de FVIII foi representada graficamente na Figura 11. 

[000373] BDD-FVIII não modificado tinha uma meia-vida de 0,23 ho-

ras em camundongos DKO, a proteína de fusão FVIIIFc tem uma lon-

ga meia-vida de 1,66 horas em camundongos DKO devido à recicla-

gem da proteína FVIIIFc através da interação Fc: FcRn. Quando um 

resíduo 288 de polipeptídeo AEXTEN foi incorporado na região do 

domínio B de FVIII dentro da molécula FVIIIFc, a meia-vida da proteí-

na FVIII169/Fc resultante foi ampliada para 7,41 h em camundongos 

DKO. Finalmente, com a adição do domínio D’D3 de VWF, a meia-vida 

de heterodímero FVIII169/VWF031 atingiu 17,9 h em camundongos 

DKO (Figura 11, Tabela 21). Além da meia-vida, todos os outros pa-

râmetros PK melhoraram também proporcionalmente com a adição de 

cada elemento (Tabela 21). FVIII pode tolerar múltiplos elementos de 

extensão da meia-vida, e este efeito sinérgico dos três elementos em 

extensão da meia-vida de FVIII, permitiu a melhoria da meia-vida do 

heterodímeros VWF FVIII-XTEN. 
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Tabela 21: Parâmetros de PK de variantes FVIII 

FVIII 
Isoforma 

FVIII 

Inserções XTEN  
T

1/2
 

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC_D 

kg*h/mL Sítio  
Comprimento 

XTEN  

BDD-FVIII dc 
  

0,23 0,24 407,72 97,42 0,0025 

FVIIIFc dc   1,66 2,06 62,66 128,82 0,0161 

FVIII169/Fc sc B* AE288 7,41 6,67 6,24 41,61 0,1603 

FVIII169/VWF031 sc B* AE288 17,94 20,1 4,06 81,69 0,2463 

* B indica uma sequência XTEN (por exemplo, 144) é inserida imedia-

tamente a jusante do resíduo de aminoácido 745 correspondente a 

sequência madura de FVIII. 

Exemplo 12: Propriedades farmacocinéticas de diferentes heterodíme-

ros de FVIII-XTEN_VWF 

[000374] Para avaliar o efeito combinado do fragmento VWF-D’D3 e 

inserções XTEN sobre a meia-vida do FVIII, as propriedades farmaco-

cinéticas de heterodímeros FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc foram testadas em 

camundongos HemA e comparados com os da isoforma de cadeia 

única do BDD-FVIII (scBDD-FVIII) e FVIII-169: VWF-031 (exemplo 10). 

Sete novos constructos FVIII-XTEN-Fc foram gerados (sequências de 

proteínas foram listadas na Tabela 24). Diagramas esquemáticos des-

tes constructos estão apresentados na Figura 14A-H. FVIII 195 e o 

FVIII-199, respectivamente, são a cadeia dupla de FVIII e isoformas de 

cadeia única que contém cada duas inserções XTEN nas posições 

1900 e 1656. FVIII-196 e o FVIII-201, respectivamente, são a cadeia 

dupla de FVIII e isoformas de cadeia única que cada uma contém três 

inserções XTEN nas posições 26, 1656 e 1900. FVIII-203, -204 e -205 

são moléculas sc-FVIIIFc com duas inserções XTEN na junção de do-

mínio B e nas posições 1900, 403 ou 18, respectivamente. Cada cons-

tructo de FVIII-XTEN-Fc foi co-expresso com VWF-031 em células 

HEK293 para produzir proteínas heterodiméricas FVIII-XTEN-Fc/VWF. 

No quarto dia após a transfecção, meio de cultura celular foi colhido e 
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concentrado a 20 IU/mL com base na atividade cromogênica de FVIII 

(FVIII-195: VWF-031, FVIII-196: VWF-031, FVIII-199: VWF-031, FVIII-

203: VWF-031 e FVIII-204: VWF-031) ou purificado (scBDD-FVIII, 

FVIII-169: VWF-031, FVIII-201: VWF-031 e FVIII-205: VWF-031). Ten-

do demonstrado a blindagem intramolecular completa da molécula de 

FVIII do VWF endógeno pelo fragmento de D’D3 no heterodímero 

FVIII-XTEN-Fc: Fc-VWF (FVIII-169: VWF-031, Exemplo 5), camun-

dongos HemA foram escolhidos para as avaliações de PK. A proteína 

purificada ou concentrada de meio de cultura de células foi administra-

da em camundongos HemA de 8-12 semanas de idade por adminis-

tração intravenosa, em uma dose de 200 IU/10 mL/kg. As amostras 

plasmática foram coletadas em 5 min, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h, 48 h, 72 h, 

e 96 horas após a administração. Atividade de FVIII das amostras 

plasmática foi analisada por ensaio cromogênico de FVIII e meia-vida 

foi calculada utilizando o programa WinNonlin-Phoenix. Os parâmetros 

farmacocinéticos das moléculas testadas estão listados na Tabela 22. 

As atividades de FVIII no plasma nos pontos de tempo selecionados 

para as variantes de FVIII-XTEN-Fc/VWF-Fc foram representadas gra-

ficamente nas Figuras 12A-C. 

[000375] Quando XTEN foi inserida em posições 1900 e 1656 (FVIII-

195, FVIII-199) foi observada melhoria moderada da meia-vida para a 

isoforma scFVIII (FVIII-199: VWF-031) em comparação com o FVIII-

169: VWF -031. No entanto, a isoforma dcFVIII exibiu uma meia-vida 

mais curta do que FVIII-169: VWF-031, indicando que a isoforma de 

cadeia única pode ser significativamente mais estável do que a cor-

respondente isoforma de cadeia dupla (Tabela 22 e Figura 12A). 

Quando uma terceira inserção XTEN foi incorporada em FVIII-199 na 

posição 26, a meia-vida da molécula resultante FVIII-201: VWF-031 

atingiu 24,6 h, que representa mais do que uma melhora de três vezes 

na meia-vida em relação a scBDD-FVIII (Tabela 22 e Figura 12C). Nós 
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também testamos o efeito de extensão da meia-vida da segunda in-

serção XTEN na posição 403 (domínio A2), 1900 (domínio A3) e 18 

(domínio A1) cada uma em combinação com inserção XTEN de domí-

nio B. Embora a adição da inserção A2 ou A3 XTEN não confere um 

benefício adicional de meia-vida (Tabela 22, Figura 12b), a adição da 

inserção A1 estendeu ainda mais a meia-vida do heterodímero FVIII-

XTEN-Fc: Fc-VWF para 29,4 horas (Tabela 22, Figura 12C), que é 

mais do que três vezes maior do que o de scBDD-FVIII. 

[000376] Quando XTENs foram incorporadas no constructo de hete-

rodímero FVIIIFc/VWF, o grau de melhoria da meia-vida das moléculas 

resultantes era variável, e não foi observada nenhuma correlação ób-

via entre as meia-vidas e o local ou número de inserção XTEN, suge-

rindo que a meia-vida do heterodímero FVIII-XTEN-Fc/VWF é determi-

nada pela integridade da molécula inteira, em vez de pelo número ou a 

colocação de inserções XTEN. 

[000377] As meias-vidas de 24,6 h e 29,4 h observadas para hetero-

dímeros FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc excederam claramente a limitação de 

1,6 a 2 vezes em extensão da meia-vida de FVIII. Se esta descoberta 

se traduz para pacientes HemA, ela permitirá a administração uma vez 

por semana ou menos frequente para a profilaxia de FVIII. 

Tabela 22: Parâmetros de PK de  heterodímeros FVIII-XTEN-Fc/VWF-

Fc 

FVIII 
FVIII 

Isoforma 

Inserções XTEN 
T

1/2
 

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC_D 

kg*h/mL Sítio 
Comprimento 

XTEN 

scBDD-FVIII sc 
  

7,16 10,16 4,38 44,44 0,23 

FVIII169/VWF031 sc B* AE288 16,65 18,44 3,57 65,79 0,28 

FVIII195/VWF031 dc 1656/1900 
AG144/ 

AE144 
12,56 13,88 9,04 125,48 0,11 

FVIII199/VWF031 sc 1656/1900 
AG144/ 

AE144 
18,57 20,09 6,24 125,28 0,16 

FVIII201/VWF031 sc 26/1656/ AG144/AG144/24,63 33,67 1,9 63,97 0,53 
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1900 AE144 

FVIII203/VWF031 sc 403/B* AE144/AE288 15,52 18 3,65 65,61 0,27 

FVIII204/VWF031 sc 1900/B* AE144/AE288 16,3 20,63 2,87 59,14 0,35 

FVIII205/VWF031 sc 18/B* AE144/AE288 29,4 37,06 1,82 67,39 0,55 

* B indica uma sequência XTEN (por exemplo, 144) é inserida imedia-

tamente a jusante do resíduo de aminoácido 745 correspondente a 

sequência madura de FVIII. 

[000378] Além da incorporação de XTEN na molécula de FVIII, tam-

bém avaliamos o potencial de benefício de extensão da meia-vida ao 

incorporar XTEN como um ligante entre o fragmento de D’D3 e Fc. 

FVIII-155 (scFVIIIFc) foi co-expresso com VWF-034 (VWF-Fc com AE 

288 XTEN mais um ligante clivável trombina de 35 resíduos) em célu-

las HEK293. No dia 4 pós a transfecção, o meio de cultura de células 

foi colhido e concentrado a 20 IU/mL com base no ensaio de atividade 

de FVIII. Camundongos DKO FVIII/VWF foram doseados com o meio 

de cultura celular concentrado a 200 IU/10 ml/kg com uma única inje-

ção intravenosa. As amostras plasmáticas foram coletadas em 5 min, 

8 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas e 96 horas após a administra-

ção. A atividade de FVIII de amostras plasmática foi analisada por 

análise cromogênica do FVIII, e a curva de regressão de atividade de 

FVIII no plasma como uma função do tempo foi representada grafica-

mente (Figura 13). FVIII-155/VWF-034 apresentou a mesma melhoria 

da meia-vida como FVIII-169/VWF-031, que tem AE 288 XTEN inseri-

da na junção de domínio B do FVIII, como ilustrado pelas curvas de 

regressão sobrepostas para as duas moléculas (Figura 13). A demons-

tração de que inserção de XTEN no polipeptídeo de VWF-Fc confere 

melhoria da meia-vida de uma magnitude semelhante ao conferido pe-

la inserção XTEN na junção de domínio B do polipeptídeo FVIII sugere 

que outra melhora da meia-vida pode ser possível em uma molécula 

heterodimérica em que inserção XTEN intramolecular no polipeptídeo 

de FVIII é combinada com inserção XTEN interdomínios entre os ele-
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mentos de VWF e Fc do polipeptídeo Fc-VWF. 

Exemplo 13A: Propriedades farmacocinéticas de heterodímeros FVIII-

XTEN_VWF adicionais 

[000379] Para além dos heterodímeros de FVIII-XTEN VWF que fo-

ram listados na Tabela 22, os heterodímeros de FVIII-XTEN VWF con-

tendo diferente composição de inserções XTEN, versão de cadeia úni-

ca e cadeia dupla de FVIII (Tabela 23A) são testados ou serão testa-

dos em HemA por suas propriedades farmacocinéticas. Vários cons-

tructos de FVIII (Tabela 23B) e constructos de VWF (Tabela 23C) são 

também descritos abaixo. Camundongos HemA serão tratados com 

uma dose única de administração intravenosa das proteínas heterodi-

méricas a 200 IU/10 mL/kg. As amostras plasmática irão depois ser 

recolhidas em 5 min, 24, 48, 72, 96 e 120 horas após a dosagem. Ati-

vidade de FVIII das amostras plasmática será analisada por ensaio 

cromogênico FVIII e meia-vida será calculada utilizando o programa 

WinNonlin-Phoenix. As sequências de proteínas dos heterodímeros 

listados foram listadas na Tabela 25. 

Tabela 23A. Combinações plausíveis de heterodímero FVIII-XTEN-

Fc:VWF-Fc para melhoria de PK e atividade. 

 pSYN VWF-015 pSYN VWF-031 pSYN VWF-034 

** 

pSYN VWF-036 

pSYN FVIII 010 

- 

t1/2 8,7 h 

Camundongos 

DKO 

A ser testado - 

pSYN FVIII 155 t1/2 6.3 h 

Camundongos 

DKO 

t1/2 10,8 h 

Camundongos 

HemA 

t1/2 18,6 h 

Camundongos 

HemA 

t1/2 13,3 h 

Camundongos 

HemA 

pSYN FVIII 169 ** 

- 

t1/2 16,7 h 

Camundongos 

HemA 

t1/2 31,1 h 

Camundongos 

HemA 

- 

pSYN FVIII 173 ** 

- 

t1/2 15,2 h 

Camundongos 

DKO 

t1/2 28,9 h 

Camundongos 

HemA 

A ser testado 

pSYN FVIII 205  

- 

t1/2 29,4 h 

Camundongos 

t1/2 32,4 h 

Camundongos 

t1/2 29,7 h 

Camundongos 
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 pSYN VWF-015 pSYN VWF-031 pSYN VWF-034 

** 

pSYN VWF-036 

HemA HemA HemA 

pSYN FVIII 266  

- 

t1/2 24,5 h 

Camundongos 

HemA 

t1/2 27,4 h 

Camundongos 

HemA 

- 

pSYN FVII 267 - t1/2 23,0 h 

Camundongos 

HemA 

t1/2 25,7 h 

Camundongos 

HemA 

 

pSYN FVIII 268  

- 

 

A ser testado 

 

A ser testado 

 

A ser testado 

Isoforma de ca-

deia dupla de 

pSYN FVIII 268 

  

A ser testado 

 

A ser testado 

 

A ser testado 

**comprimento de XTEN pode ser alterado para 72, 144, 288, 324, 333, 576, ou 864.  

Tabela 23B.  Constructos FVIII: 

pSYN FVIII 010 cadeia dupla FVIIIFc 

pSYN FVIII 169 Cadeia simples FVIIIFc com 288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 173 cadeia dupla FVIIIFc com 288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 195 cadeia dupla FVIIIFc com duas 144 XTENs em aminoácido 

1656 e 1900 

pSYN FVIII 196 cadeia dupla FVIIIFc com três 144 XTENs em aminoácido 26, 

1656 e 1900 

pSYN FVIII 199 Cadeia simples FVIIIFc com duas 144 XTENs em aminoácido 

1656 e 1900 

pSYN FVIII 201 Cadeia simples FVIIIFc com três 144 XTENs em aminoácido 

26, 1656 e 1900 

pSYN FVIII 203 Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoácido 

1900 e 288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 204 Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoácido 403 

e 288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 205 Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoácido 18 e 

288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 207 Cadeia simples FVIII  (sem  Fc, sem XTEN) 

pSYN FVIII 266 Cadeia simples FVIIIFc com 42 AE XTEN em aminoácido 18 e 

288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 267 Cadeia simples FVIIIFc com 72 AE XTEN em aminoácido 18 e 

288 AE XTEN em domínio B  

pSYN FVIII 268 Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoácido 18  

pSYN FVIII 269 Cadeia simples FVIIIFc com 72 AE XTEN em aminoácido 18  

pSYN FVIII 271 Cadeia simples FVIIIFc com 42 AE XTEN em aminoácido 18 
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pSYN FVIII 272 Cadeia simples FVIII com 144 AE XTEN em aminoácido 18 e 

288 AE XTEN em domínio B  (no Fc) 

Tabela 23C. Constructos VWF: 

pSYN VWF031 VWF-D1D2D'D3- 48aa de comprimento clivável por trombina 

GS ligante-Fc com C1099A/C1142A 

pSYN VWF034 VWF-D1D2D'D3- 288AE XTEN +35aa de comprimento clivável 

por trombina GS ligante-Fc com C1099A/C1142A 

pSYN VWF035 VWF-D1D2D'D3- 72aa de comprimento clivável por trombina 

GS ligante-Fc com C1099A/C1142A 

pSYN VWF036 VWF-D1D2D'D3- 98aa de comprimento clivável por trombina 

GS ligante-Fc com C1099A/C1142A 

pSYN VWF041 VWF-D1D2D'D3 com 288 AE XTEN in D3 e  48aa de compri-

mento clivável por trombina GS ligante após D3-Fc com 

C1099A/C1142A 

Exemplo 13B: Propriedades farmacocinéticas de heterodímeros adici-

onais FVIII-XTEN_VWF 

[000380] Heterodímeros FVIII-XTEN_VWF foram testados em ca-

mundongos HemA para suas propriedades farmacocinéticas. Os hetero-

dímeros testados são FVIII169/VWF034, FVIII205/VWF034, FVIII205/ 

VWF036 e FVIII266/VWF031. Camundongos HemA foram administra-

dos com uma dose única intravenosa de várias proteínas de heterodí-

mero a 200 IU/10 mL/kg. As amostras plasmáticas foram coletadas em 

5 min, 24, 48, 72, 96 e 120 hrs após a dosagem. A atividade de FVIII 

das amostras plasmáticas foi analisada por ensaio cromogênico de 

FVIII, e meias-vidas foram calculadas usando o programa WinNonlin-

Phoenix. Os resultados de PK são mostrados na Tabela 24. 

Tabela 24. FVIII-XTEN_VWF adicionais - PK em Camundongos HemA 

Tratamento 

5min 

recupe-

ração (%) 

HL  

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC_D 

(h*kg*mIU/ 

mL/mIU) 

Vezes de 

aumento 

de t1/2 vs 

scBDD-

FVIII 

ScBDD-FVIII  7,16 10,16 4,83 44,44 0,23 - 

FVIII169/VWF034 76 31,1 34,57 1,73 59,77 0,58 4,3 

FVIII205/VWF034 68 32,41 39,79 1,55 61,73 0,64 4,6 

FVIII205/VWF036 74 29,71 36,35 1,61 58,43 0,62 4,1 

FVIII266/VWF031 66 24,45 22,75 2,67 60,83 0,37 3,4 

pSYNFVIII 010 sequência de nucleotídeo-(Cadeia dupla FVIIIFc)  
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(SEQ ID NO: 125)  
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pSYNFVIII 010 sequência de proteína-(Cadeia dupla FVIIIFc)   (SEQ 

ID NO: 126)    
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Exemplo 14: Uma nova classe de moléculas de fator VIII de coagula-

ção com mais do que três vezes a extensão meia-vida em camundon-

gos com hemofilia A 

[000381] A nova classe de moléculas de FVIII foi concebida para 

conter dois polipeptídeos; um que consiste em um FVIII sem o domínio 

B de cadeia única (BDD) com XTEN inserida em um ou mais locais 

dentro da sequência de FVIII, e um que é um composto da região de 

D’D3 de VWF. Cada polipeptídeo foi também fundido de modo recom-

binante com a região Fc da IgG1 para permitir que a região D’D3 seja 

corretamente alinhada para ligar a fração de FVIII. As variantes de 

FVIII resultantes foram expressas em células HEK 293, por transfec-

ção transitória, e purificadas a partir do meio condicionado. Atividade 
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de FVIII foi avaliada por ensaio cromogênico de FVIII e as proprieda-

des farmacocinéticas foram avaliadas em ambos camundongos 

knockout FVIII (HemA) e duplo knockout FVIII/VWF (DKO). 

[000382] Incorporar região XTEN e D’D3 de VWF em rFVIII levou ao 

desacoplamento da eliminação das proteínas de fusão de VWF endó-

geno enquanto estende sua meia-vida de circulação. FVIII nesta confi-

guração de fusão está completamente protegido contra a interagir com 

VWF, como medido por análise de interferometria de biocamada (Oc-

teto). Consistente com isto, os perfis farmacocinéticos em camundon-

gos HemA e DKO foram considerados idênticos, indicando que a sua 

taxa de eliminação em camundongos foi efetivamente desconectada 

do VWF. Otimização de comprimento XTEN e os sítios de inserção 

XTEN identificaram um subconjunto de proteínas que excedeu o limite 

de VWF (16 horas), atingindo uma meia-vida de circulação de até 30 

horas em camundongos HemA que representam uma melhoria de 4 

vezes em relação a BDD- FVIII. É importante notar que estas proteí-

nas mantiveram a sua funcionalidade, como avaliado por ensaio cro-

mogênico de FVIII. 

[000383] A dependência VWF estabeleceu uma limitação fundamen-

tal para a meia-vida do FVIII terapêutico. O desacoplamento de FVIII 

de vias de eliminação de VWF enquanto estende a meia-vida pela fu-

são da região D’D3 de VWF e XTEN gerou uma nova molécula de 

FVIII com uma extensão meia-vida de 4 vezes. Este é o primeiro rela-

tório de um FVIII modificado que tenha excedido o limite de meia-vida 

observada através de esforços de toda a indústria no desenvolvimento 

de FVIII de longa duração, o que representa um avanço significativo 

no tratamento potencialmente profilático de hemofilia A. 
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Tabela 25: As sequências de proteínas de FVIII-XTEN-Fc e Fc-VWF 

constructos 

FVIII 195 sequência de proteína (cadeia dupla FVIIIFc com duas 144 

AE XTENs em aminoácido 1656 e 1900) (SEQ ID NO: 105) 
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FVIII 196 sequência de proteína (cadeia dupla FVIIIFc com três 144 

AE XTENs em aminoácido 26, 1656 e 1900) (SEQ ID NO: 106) 
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FVIII 199 sequência de proteína (cadeia simples FVIIIFc com três 144 

AE XTENs em aminoácido 1656 e 1900) (SEQ ID NO: 107) 
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FVIII 201 sequência de proteína (cadeia simples FVIIIFc com três 144 

AE XTENs em aminoácido 26, 1656 & 1900) (SEQ ID NO: 108) 
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FVIII 203 sequência de proteína (cadeia simples FVIIIFc com duas AE 

XTENs; uma 288AE XTEN em domínio B e uma 144 AE XTEN em 

aminoácido 1900) (SEQ ID NO: 109) 
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FVIII 204 sequência de proteína (cadeia simples FVIIIFc com duas AE 

XTENs; uma 288AE XTEN em domínio B  e uma 144 AE XTEN em 

aminoácido 403) (SEQ ID NO: 110) 
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FVIII 205 sequência de proteína (cadeia simples FVIIIFc com duas AE 

XTENs; uma 288AE XTEN em domínio B e uma 144 AE XTEN em 

aminoácido 18) (SEQ ID NO: 111) 
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pSYN FVIII 266 sequência de proteína (FVIII Fc com 42 AE-XTEN em 

aminoácido 18 e 288 AE XTEN em domínio B) SEQ ID NO: 112 
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pSYN FVIII 267 sequência de proteína (FVIII Fc com 72 AE-XTEN em 

aminoácido 18 e 288 

AE XTEN em domínio B) SEQ ID NO: 113 
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pSYN FVIII 268 sequência de proteína (FVIII Fc com 144 AE-XTEN 

em aminoácido 18) SEQ ID NO: 114 
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pSYN FVIII 269 sequência de proteína (FVIII Fc com 72 AE-XTEN em 

aminoácido 18) SEQ ID NO: 115 
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pSYNFVIII  271 sequência de proteína (FVIII Fc com 42 AE-XTEN em 

aminoácido 18) SEQ ID NO: 116 
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pSYN FVIII sequência de proteína 272 (FVIII com 144 AE XTEN em ami-

noácido 18 e 244 AE XTEN em domínio B - sem Fc) SEQ ID NO: 117 
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pSYN VWF 031 sequência de proteína ( VWF D1D2D'D3- 48aa de 

comprimento GS ligante-Fc clivável por trombina) SEQ ID NO: 118 
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pSYN VWF 034 sequência de proteína (VWF D1D2D'D3- 288AE 

XTEN- 35aa de comprimento GS ligante-Fc clivável por trombina) SEQ 

ID NO: 119 
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pSYN VWF 036 sequência de proteína (VWF D1D2D'D-98aa de com-

primento GS ligante-Fcclivável por trombina) SEQ ID NO: 120 
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pSYN Fc-015 sequência de proteína (domínio IgG-Fc) SEQ ID NO: 

121 

 

Exemplo 15: heterodímeros FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc tiveram mantidas 

as atividades específicas de FVIII normal, em comparação com o tipo 

selvagem do BDD-FVIII. 

[000384] A atividade específica FVIII de heterodímeros FVIII-XTEN-

Fc:VWF-Fc foi determinada. Heterodímeros foram purificados utilizan-

do um processo de cromatografia em duas etapas. Uma resina de tro-

ca aniônica fraca foi utilizada, seguido por cromatografia de afinidade. 

O produto final purificado tinha pureza aceitável por SEC-HPLC. A ati-

vidade específica foi comparada com o FVIII sem domínio B (BDD-

FVIII), como medido pelo ensaio cromogênico de FVIII e concentração 

de A280. Os dados são apresentados na Tabela 26. Todas as molécu-

las testadas demonstraram atividades específicas de FVIII compará-

veis para o BDD-FVIII. A pureza e a presença de cada fração das mo-

léculas foram confirmadas por SDS-PAGE e Western blotting. 
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Tabela 26: atividade específica de FVIII de heterodímeros FVIII-XTEN-

Fc:VWF-Fc  

Constructo 
FVIII 207  

scBDDFVIII 

FVIII-66 

dcBDD FVIII) 

FVIII 155 

/ vWF31 

FVIII 

155 / 

vWF39 

FVIII 169 

/ vWF31 

FVIII 

205 / 

vWF31 

FVIII 

169 / 

vWF34 

Atividade 

especí-fica 

medida 

(IU/nmol) 

1473 1592 1534 1796 1511 1345 1505 

[000385] As meias-vidas de rFVIII-XTEN/D’D3 e do BDD-FVIII foram 

comparados em camundongos HemA (Figura 15; Tabela 27). Como a 

Figura 15 mostra, rFVIII-XTEN/D’D3 atingiu uma meia-vida que foi 

quatro vezes mais longa do que a meia-vida obtida pelo BDD-FVIII. 

Tabela 27: rFVIII-XTEN/D'D3 e BDD-FVIII em Camundongos HemA  

Trata-

mento 

5 minutos Recu-

peração (%) 

HL 

(h) 

MRT 

(h) 

Cl 

(mL/h/kg) 

Vss 

(mL/kg) 

AUC_D 

(h*kg*mIU/mL/mIU) 

BDD-FVIII 89 7,6 11 4,5 49,2 0,22 

rFVIIIFc 78 16 20 2,9 57,8 0,35 

rFVIII-

XTEN/D'D3 
86 30 36 1,8 63,4 0,57 

Exemplo 16: potência de heterodímero FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc (ativi-

dade de FVIII) na hemostasia como medido pelo ensaio de TTPA de 

uma fase 

[000386] A potência de heterodímeros FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc na 

hemostasia foi avaliada pela sua atividade aPTT específica de FVIII co-

mo resumido na Tabela 28. Como demonstrado na Tabela 28, enquanto 

que a adição do fragmento VWF D’D3 e a inserção de XTEN nas intra-

domínios de FVIII reduz a atividade de aPTT específica de FVIII dos he-

terodímeros (como indicado pelos dados FVIII155/VWF031 e os dados 

FVIII205/VWF031), inserções XTEN na região do domínio B do FVIII 

ou C-terminal do fragmento VWF D’D3 não tem nenhum efeito negati-

vo sobre a atividade específica aPTT de FVIII (como indicado pelos 

dados FVIII169/VWF031 e os dados FVIII169/VWF034). Em compara-
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ção com BDD-FVIII de cadeia dupla (dcBDD-FVIII), FVIII155/VWF031, 

FVIII169/VWF031, FVIII169/VWF034 e VWF205/VWF031 mostrou re-

dução da atividade aPTT específica por 2,5 vezes, 2,8 vezes, 2,6 ve-

zes e 5,5 vezes, respectivamente. 

Tabela 28: atividade aPTT específica de FVIII de heterodímeros FVIII-

XTEN-Fc:VWF-Fc  

Constructo 
FVIII 207  

scBDD-FVIII 

FVIII-66 

dcBDD-FVIII 

FVIII 155 

/ VWF31 

FVIII 

169 / 

VWF31 

FVIII 

205 / 

VWF31 

FVIII 169 

/ VWF34 

Atividade 

específica 

de aPTT 

(IU/nmol) 

818 ± 153 1188 ± 213 448 ± 111 
416 ± 

70 

214 ± 

38 
436 ± 189 

Ensaio aPTT específico de FVIII 

[000387] As variantes de FVIII foram diluídas com tampão de aPTT 

(0,15 M de NaCl, 0,05 M Tris-HCl, 1% BSA, pH 7,4) para o ensaio de 

faixa linear (200- 1,6 mU/mL). 50 µL de amostras diluídas ou padrões 

foram misturados sequencialmente, com 50 µL de 37ºC plasma agru-

pado de HemA humano naïve, 50 µL de reagente 37ºC aPTT (ACTIN® 

FSL reagente ativado cefaloplastina - Dade Behring, referência # 

B4219-2) e incubados a 37ºC por 4 minutos. 50 µl de CaCl2 20 mM 

(Dade Behring [referência ORFO37 #]) foi então adicionada à mistura 

de reação para iniciar as reações de coagulação. Usando o tempo de 

coagulação de cada amostra (o intervalo de tempo desde a adição de 

CaCl2 até o início da formação de coágulo), a atividade APTT foi calcu-

lada contra o padrão que foi gerada com o 8º padrão internacional 

concentrado de FVIII. Atividade específica aPTT foi calculada por 

comparação com a concentração de proteína de cada molécula medi-

do por OD280. 

Exemplo 17: eficácia in vivo de heterodímero FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc 

em modelo de sangramento em clip de cauda de camundongos HemA  

[000388] Para acessar ainda mais a potência da hemostasia dos he-
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terodímeros, a eficácia aguda de FVIII169/VWF034 e FVIII205/ 

VWF031 foi avaliada em comparação com BDD-FVIII no modelo de 

sangramento de clipe em cauda de camundongos HemA. Camundon-

gos HemA foram tratados com uma única injeção IV de BDD-FVIII em 

200, 65 e 20 IU/kg para gerar o nível de controle de perda de sangue 

da lesão do clipe após a cauda. A perda de sangue a partir de camun-

dongos tratados com 200 IU/kg de FVIII169/ou VWF034 FVIII205/ 

VWF031 foi comparada com os camundongos do grupo de controle 

tratado com BDD-FVIII para avaliar a sua potência na hemostasia. 

Animais tratados com veículo foram usados para gerar a perda de 

sangue de linha de base para o modelo. Como mostrado na Figura 16, 

a redução significativa da perda de sangue foi observada a partir de 

todos os grupos de tratamento em comparação com a de FVIII dos 

animais tratados com veículo (p <0,05). Ambos FVIII169/VWF034 e 

FVIII205/VWF031 são eficazes no modelo de clipe na cauda de ca-

mundongos HemA. Em comparação com o BDD-FVIII, cerca de 3 ve-

zes menor potência foi observado para FVIII169/VWF034, como de-

monstrado pela redução de perda de sangue semelhante conseguida 

por 65 IU/kg de BDD-FVIII e 200 IU/kg de FVIII169/VWF034. Como 

para FVIII205/VWF034, foi observada uma redução de potência de 10 

vezes, como demonstrado pela redução de perda de sangue seme-

lhante conseguida por 20 IU/kg de BDD-FVIII e 200 IU/kg de FVIII205/ 

VWF031. 

[000389] Embora FVIII69/VWF034 e FVIII205/VWF031 tiveram ativi-

dade cromogênica de FVIII específica semelhante em comparação 

com rBDD-FVIII, sua atividade aPTT de FVIII e potência in vivo foram 

ambas reduzidas devido às modificações das moléculas. Estes dados 

indicam que a atividade aPTT de uma molécula de FVIII é uma medi-

ção mais precisa em prever sua potência in vivo na hemostasia do que 

a atividade cromogênica do FVIII. 
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Modelo de sangramento em clipe de cauda de camundongos HemA  

[000390] Camundongos machos HemA de 8-10 semanas de idade 

foram utilizados para o estudo. Antes da lesão na cauda por clipe, os 

camundongos foram anestesiados com 50 mg/kg de cetamina/0,5 

mg/kg de coquetel dexmedetomidina e colocados sobre uma almofada 

de aquecimento a 37°C para ajudar a manter a temperatura do corpo. 

As caudas dos camundongos foram, em seguida, imersas em água 

37°C durante 10 minutos para dilatar a veia lateral. Após a dilatação 

venosa, rFVIII ou solução veículo foram injetados através da veia cau-

dal e 5 min depois, os distais 1 cm da cauda foram cortados com um 

bisturi # 11 com borda reta. O sangue derramado foi recolhido em 13 

ml de soro fisiológico morno a 37ºC durante 30 minutos e, em seguida, 

os camundongos foram sacrificados, ainda sob anestesia por toraco-

tomia bilateral. A perda de sangue foi quantificada por gravimetria por 

mudança de peso dos tubos de coleta de sangue antes e depois do 

sangue ter sido coletado em grama, que se traduziu em mililitros (mL) 

de volume de perda de sangue (1 g alteração de peso = 1 mL perda de 

sangue). 

[000391] A descrição anterior das modalidades específicas irá reve-

lar tão plenamente a natureza geral da invenção que outros podem, 

por aplicação do conhecimento dentro da especialidade da técnica, 

prontamente modificar e/ou adaptar para várias aplicações tais moda-

lidades específicas, sem experimentação indevida, sem se afastar do 

conceito geral da presente invenção. Por conseguinte, estas adapta-

ções e modificações pretendem estar dentro do significado e faixa de 

equivalentes das especificações reveladas, com base nos ensinamen-

tos e orientações aqui apresentados. Deve ser compreendido que a 

fraseologia ou terminologia aqui utilizada é para o propósito de descri-

ção e não de limitação, de tal modo que a terminologia ou fraseologia 

da presente especificação deve ser interpretada pelo especialista à luz 
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dos ensinamentos e orientação. 

[000392] Outras modalidades da invenção serão evidentes para os 

especialistas na técnica a partir da consideração do relatório descritivo 

e da prática da invenção aqui revelada. Pretende-se que a especifica-

ção e os exemplos sejam considerados como apenas exemplificativos, 

com o verdadeiro escopo e espírito da invenção indicados pelas rei-

vindicações que se seguem. 

[000393] Todas as patentes e publicações aqui citadas são aqui in-

corporadas por referência na sua totalidade. 
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REIVINDICAÇÕES 

1. Proteína quimérica, caracterizada pelo fato de que com-

preende (i) uma primeira cadeia polipeptídica e (ii) uma segunda ca-

deia polipeptídica,  

em que a primeira cadeia polipeptídica compreende  

(1) um fragmento de Fator de von Willebrand (VWF) com-

preendendo um domínio D’ e um domínio D3 de VWF,  

(2) uma primeira sequência de polipeptídeo de comprimen-

to estendido (XTEN), 

(3) uma primeira região Fc, e 

em que o segundo polipeptídeo compreende 

(4) uma proteína de fator VIII (FVIII),  

(5) um segundo XTEN, e 

(6) uma segunda região Fc; 

em que a proteína FVIII compreende uma deleção total ou 

parcial do domínio B; em que o fragmento de VWF compreende ami-

noácidos correspondendo aos aminoácidos 764 a 1240 da SEQ ID 

NO: 2, em que o fragmento de VWF compreende uma substituição de 

um aminoácido diferente de cisteína na posição correspondente ao 

resíduo 1099, resíduo 1142 ou ambos os resíduos 1099 e 1142 da 

SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF inibe a interação da prote-

ína FVIII com VWF endógeno e em que a primeira sequência de XTEN 

é ligada ao C-terminal do fragmento de VWF, e em que a primeira re-

gião Fc está ligada ao C-terminal da primeira sequência XTEN por um 

ligante clivável e em que a primeira região Fc está associada à segun-

da região Fc por uma ligação covalente. 

2. Proteína quimérica, de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que o fragmento de VWF contém uma alanina 

nos resíduos correspondentes ao resíduo 1099 e resíduo 1142 da 

SEQ ID NO: 2. 
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3. Proteína quimérica, de acordo com a reivindicação 1 ou 

2, caracterizada pelo fato de que o primeiro XTEN compreende a se-

quência de aminoácidos de acordo com a SEQ ID NO: 37; SEQ ID 

NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 

42; SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 

129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 

135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, ou qualquer combinação das 

mesmas. 

4. Proteína quimérica, de acordo com a reivindicação 1 ou 

2, caracterizada pelo fato de que o segundo XTEN compreende a se-

quência de aminoácidos de acordo com a SEQ ID NO: 37; SEQ ID 

NO: 38; SEQ ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 

42; SEQ ID NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 

129, SEQ ID NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 134, SEQ ID NO: 

135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, ou qualquer combinação das 

mesmas. 

5. Proteína quimérica, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a primeira ou se-

gunda sequência XTEN é SEQ ID NO: 39 ou SEQ ID NO: 131. 

6. Proteína quimérica, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 5, caracterizada pelo fato de que o segundo XTEN é 

inserido dentro da proteína FVIII imediatamente a jusante de um sítio 

de inserção correspondente ao resíduo 745 de FVIII humano maduro 

nativo (SEQ ID NO: 4). 

7. Proteína quimérica, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 6, caracterizada pelo fato de que a segunda região 

Fc está ligada ao C-terminal da proteína FVIII. 

8. Proteína quimérica, de acordo com qualquer uma das 

reivindicações 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a proteína FVIII 

compreende uma deleção parcial do domínio B. 
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9. Proteína quimérica, de acordo com a reivindicação 1, ca-

racterizada pelo fato de que 

a primeira cadeia polipeptídica compreende uma sequência 

de aminoácidos conforme apresentada na SEQ ID NO: 119; e 

a segunda cadeia polipeptídica compreende uma sequência 

de aminoácidos conforme estabelecido na SEQ ID NO: 103. 

10. Proteína quimérica, caracterizada pelo fato de que 

compreende (i) uma primeira cadeia polipeptídica e (ii) uma segunda 

cadeia polipeptídica, 

a primeira cadeia polipeptídica compreendendo 

(1) um fragmento de VWF compreendendo uma sequência 

de aminoácidos de acordo com os aminoácidos 764 a 1240 da SEQ ID 

NO: 119, 

(2) um primeiro XTEN compreendendo uma sequência de 

aminoácidos de acordo com a SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ 

ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID 

NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID 

NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID 

NO: 134, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, ou 

qualquer combinação das mesmas, e 

(3) uma primeira região Fc; 

a segunda cadeia polipeptídica compreendendo 

(4) uma proteína FVIII compreendendo uma sequência de 

aminoácidos de acordo com os aminoácidos 1 a 745 e 1649-2332 de 

FVIII humano maduro nativo (SEQ ID NO: 4), 

(5) um segundo XTEN compreendendo uma sequência de 

aminoácidos de acordo com a SEQ ID NO: 37; SEQ ID NO: 38; SEQ 

ID NO: 39; SEQ ID NO: 40; SEQ ID NO: 41; SEQ ID NO: 42; SEQ ID 

NO: 43, SEQ ID NO: 44, SEQ ID NO: 128, SEQ ID NO: 129, SEQ ID 

NO: 130, SEQ ID NO: 131, SEQ ID NO: 132, SEQ ID NO: 133, SEQ ID 
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NO: 134, SEQ ID NO: 135, SEQ ID NO: 136, SEQ ID NO: 137, ou 

qualquer combinação das mesmas, e 

(6) uma segunda região Fc; 

em que a primeira sequência XTEN está ligada ao C-

terminal do fragmento VWF, 

em que o fragmento de VWF inibe a interação da proteína 

FVIII com o VWF endógeno; em que a primeira região Fc está ligada 

ao C-terminal da primeira sequência XTEN por um ligante clivável; 

em que a segunda região Fc está ligada ao C-terminal da 

proteína FVIII; 

em que a proteína FVIII compreende uma deleção total ou 

parcial do domínio B; 

em que o segundo XTEN é inserido dentro da proteína FVIII 

em um local de inserção imediatamente a jusante do aminoácido 745 

de acordo com FVIII humano maduro nativo (SEQ ID NO: 4), e 

em que a primeira região Fc e a segunda região Fc estão 

associadas por uma ligação dissulfeto. 

11. Proteína quimérica, de acordo com a reivindicação 10, 

caracterizada pelo fato de que a primeira região Fc e a segunda região 

Fc estão associadas por duas ligações dissulfeto. 

12. Composição farmacêutica, caracterizada pelo fato de 

que compreende a proteína quimérica como definida em qualquer uma 

das reivindicações 1 a 11, e um veículo farmaceuticamente aceitável. 
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