*  BR 112015000267 8B1=*

(11) BR 112015000267-6 B1

Republica Federativa do Brasil

Ministério do Desenvolvimento, Industria, (22) Data do Dep6sito: 10/07/2013

Comeércio e Servigos (45) Data de Concesséo: 24/01/2023
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

(54) Titulo: PROTEINAS QUIMERICAS, E COMPOSICAO FARMACEUTICA

(51) Int.Cl.: A61K 38/37; C12N 15/00; C12P 21/08.

(30) Prioridade Unionista: 01/02/2013 US 61/759,819; 11/07/2012 US 61/670,401; 15/03/2013 US
61/801,504; 15/03/2013 US 61/801,544; 24/05/2013 US 61/827,158; (...).

(73) Titular(es): BIOVERATIV THERAPEUTICS INC.; AMUNIX OPERATING INC..

(72) Inventor(es): EKTA SETH CHHABRA; TONGYAO LIU; PEI-YUN CHANG; ROBERT T. PETERS;
JOHN KULMAN.

(86) Pedido PCT: PCT US2013049989 de 10/07/2013
(87) Publicacao PCT: WO 2014/011819 de 16/01/2014

(85) Data do Inicio da Fase Nacional: 07/01/2015

(57) Resumo: PROTEINA QUIMERICA, POLINUCLEOTIDEO OU UM CONJUNTO DE
POLINUCLEOTIDEOS, VETOR, CELULA HOSPEDEIRA, COMPOSIGAO FARMACEUTICA, USO DOS
MESMOS E METODO PARA PRODUZIR UMA PROTEINA QUIMERICA. A presente inveng&o refere-
se a uma proteina quimérica que compreende uma proteina de VWF compreendendo dominio D e
dominio D3 de VWF, uma ou mais sequéncias XTEN, e uma proteina FVIIlI, em que o fragmento VWF,
a sequéncia XTEN, ou a proteina de FVIIl sdo ligados a ou associados com cada outro. A proteina
guimérica compreende uma ou mais regiao de Ilg ou uma porcdo da mesma (por exemplo, uma regiao
Fc). Uma cadeia de polipeptideos compreendendo um fragmento VWF da invencéo se liga a ou esta
associado com uma cadeia de polipeptideos compreendendo uma proteina FVIII ligada a uma
sequéncia XTEN e uma cadeia de polipeptideo compreendendo o fragmento de VWF pode prevenir ou
inibir a ligacdo de VWF enddgeno para a proteina FVIII ligada a sequéncia XTEN. Prevenir ou inibir a
ligacdo de VWF enddgeno a proteina FVIII, que é um fator de limitante de meia-vida para FVIII, o
fragmento VWF pode induzir a extensdo da meia-vida da proteina quimérica compreendendo uma
proteina FVIII. A invenc¢do ainda inclui nucleotideos, vetores, célu-las (...).



1/292

"PROTEINAS QUIMERICAS, E COMPOSICAO FARMA-
CEUTICA".
ANTECEDENTES DA INVENCAO

[0001] A hemcofilia A é uma doenga hemorragica causada por de-

feitos no gene que codifica o fator de coagulacéo 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 infusdo de Fator VIII produzida de forma
recombinante ou purificada. Todos os produtos do FVIII comercialmen-
te disponiveis, contudo, sdo conhecidos por terem uma meia-vida de
cerca de 8-12 horas, e requerem a administracéo 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 numero 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 coagulacao
incluem a peguilacéo, glicopeguilacdo, e conjugagdo com albumina.
Ver Dumont et al., Blood. 119 (13): 3024-3030 (Publicado on-line 13 de
janeiro de 2012). Independentemente da engenharia de proteinas utili-
zada, no entanto, os produtos de acao estendida do FVIII atualmente
em desenvolvimento sao referidos como tendo meias-vidas limitadas -
apenas de cerca de 1,5 a 2 horas em modelos animais pré-clinicos.
Veja id. Resultados consistentes foram demonstrados em humanos,
por exemplo, rFVIIIFc foi relatado para melhorar meia-vida até ~ 1,7
vezes, em comparagao com ADVATE® em pacientes com hemofilia A.
Veja Id. Portanto, a meia-vida aumenta, apesar de pequenas melhori-
as, pode indicar a presenga 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) plasmatico tem uma meia-
vida de aproximadamente 12 horas (variando de 9 a 15 horas).

http://www.nhlbi.nih.gov/quidelines/vwd/2 scientificoverview.htm  (ulti-

ma visita 22 de outubro de 2011). A meia-vida de VWF pode ser afeta-
da por um numero de fatores: padrédo de glicosilagdo, ADAMTS-13
(uma desintegrina e metaloprotease com motif-13 de trombospondina),
e varias mutacdées em VWF.

[0003] No plasma, 95-98% do FVIII circula em um complexo nao
covalente justo com VWF de comprimento completo. A formagao deste
complexo é importante para a manutengao de niveis plasmaticos 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 FVIIl de
comprimento completo tipo selvagem esta presente principalmente
como um heterodimero possuindo uma cadeia pesada (MW 200 kD) e
uma cadeia leve (MW 73kD). Quando o FVIII é ativado devido a pro-
tedlise nas posicoes 372 e 740 na cadeia pesada e na posicao 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, calcio e fosfoli-
pideo ("complexo tenase"), provoca a ativagdo do fator X, gerando
grandes quantidades de trombina. A trombina, por sua vez, em segui-
da, cliva o fibrinogénio para formar monémeros de fibrina soluveis que
entdo se polimerizam espontaneamente para formar o polimero de fi-
brina soluvel. A trombina ativa também o fator Xlll, o qual, juntamente
com o calcio, serve para reticular e estabilizar o polimero de fibrina so-
luvel, formando fibrina reticulada (insoluvel). O FVIII ativado é elimina-
do rapido da circulagao por protedlise.

[0004] Devido as doses frequentes e inconvenientes causadas pe-
lo cronograma de dosagem, existe ainda uma necessidade para de-

senvolver produtos do FVIII que requeiram a administracdo menos fre-
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guente, ou seja, um produto do FVIII que tenha uma meia-vida mais
longa do que a limitagdo de 1,5 a 2 vezes da meia-vida.
BREVE SUMARIO DA INVENCAO

[0005] A presente invengdo é dirigida a uma proteina quimérica

compreendendo (i) um fragmento de Fator de von Willebrand (VWF)
compreendendo o dominio D’ e o dominio D3 de VWF, (ii) uma se-
quéncia de XTEN, e (iii)) uma proteina FVIIl, em que o fragmento de
VWF e a sequéncia XTEN estdo ligados por um ligante opcional, e em
que o fragmento de VWF ou a sequéncia XTEN estdo ligados ou as-
sociados com a proteina FVIIl. A proteina quimérica pode compreen-
der uma unica cadeia de polipeptideos compreendendo o fragmento
de VWF, a sequéncia XTEN, e a proteina FVIIl, ou duas cadeias de
polipeptideos, uma primeira cadeia que compreende o fragmento de
VWEF e a segunda cadeia compreendendo a proteina FVIII, em que o
polipeptideo XTEN esta ligado ao VWF ou ao fragmento da proteina
FVIII.
[0006] Em uma modalidade, a proteina quimérica da invencao
compreende uma férmula compreendendo:

(@) V-X-FVIII,
b) FVIII-X-V
c) V-X:FVIII,
d) X-V:FVIII,
e) FVIII:V-X, ou
(f) FVII:X-V

em que V compreende um fragmento de VWF,

(
(
(
(

X compreende uma ou mais sequéncias de XTEN, e

FVIII compreende uma proteina FVIII. O hifen (-) pode ser
uma ligacéo peptidica ou um ligante, por exemplo, um ligante clivavel,
enquanto os dois pontos (:) representam uma associagao quimica ou

uma associagao fisica entre os polipeptideos, por exemplo, uma liga-
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¢ao covalente ou ligacdo nao covalente.

[0007] Em outra modalidade, a proteina quimérica compreende
ainda: (iv) uma regido constante de imunoglobulina (Ig) ou uma fragao
da mesma (também indicado como F1 ou uma primeira regido cons-
tante de Ig ou uma fragdo da mesma), ligada ao fragmento de VWF, a
sequéncia XTEN, a proteina FVIIl, ou quaisquer combinagdes dos
mesmos. Em outras modalidades, a proteina quimérica compreende
ainda uma regido constante de lg adicional ou uma fragdo da mesma
(também indicado como F2 ou uma segunda regido constante de Ig ou
uma fracdo da mesma). A primeira regido constante de Ig ou uma fra-
¢ao da mesma pode ser ligada ao fragmento de VWF ou a sequéncia
XTEN, e a segunda regido constante de Ig pode ser ligada a proteina
FVIIl. A primeira regidao constante de Ig, a segunda regiao constante
de Ig ou uma fragdo da mesma, ou ambas, podem prolongar a meia-
vida da proteina FVIII.

[0008] Em algumas modalidades, a segunda regidao constante de
Ig ou uma fragcdo da mesma (F2) é ligada ao fragmento de VWF por
um ligante, por exemplo, um ligante processavel. Em outras modalida-
des, a segunda regiao constante de Ig ou uma fracdo da mesma (F2) é
associada com a (primeira) regidao constante de Ig ou uma fragéo da
mesma (F1). A segunda regidao constante de Ig ou uma fragdo da
mesma (F2) e a primeira regido constante de Ig ou uma fragdo da
mesma (F1) podem ser idénticas ou diferentes. A segunda regido
constante de Ig ou uma fragdo da mesma pode ser associada com a
regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma por uma ligacéo co-
valente, por exemplo, uma ligacao dissulfeto. O fragmento de VWF
ligado a primeira regidao constante de Ig ou uma fracdo da mesma
também pode estar associada com a proteina FVIII ligada a segunda
regido Fc por uma ligacdo ndo covalente. Em certas modalidades, a

proteina FVIII pode ainda compreender uma ou mais sequéncias adi-
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cionais XTEN que estao ligadas ao C-terminal ou N-terminal da protei-
na FVIII ou inseridas imediatamente a jusante de um ou mais aminoa-
cidos na proteina FVIII (por exemplo, um ou mais sitios de inser¢ao
XTEN). Em algumas modalidades, a meia-vida da proteina FVIII é es-
tendida, em comparagdo com a de tipo selvagem do FVIIl ou uma pro-
teina FVIII, sem o fragmento de VWF.
[0009] Em algumas modalidades, a proteina quimérica compreen-
de uma férmula compreendendo:

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

(h) V-L2-X-L1-F1:F2-L3-FVIlI;
(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;
() F2-L3-FVIII-L4-F1-L1-X-L2-V;
(m) FVII-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 clivavel,

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

FVIII compreende uma proteina FVIII,

X compreende uma ou mais sequéncias de XTEN,

F1 compreende uma primeira regiao constante de Ig opcio-
nal ou uma fragdo da mesma,

F2 compreende uma segunda regiao constante de Ig opci-
onal ou uma fracdo da mesma, e

(:) € uma ligacao covalente ou ligagao nao covalente.
[00010] A presente invengdo também é dirigida a uma proteina

quimérica compreendendo (i) uma proteina FVIII, (ii) uma sequéncia
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de XTEN, e (iii) uma regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma,
em que a sequéncia XTEN esta ligada a proteina FVIII por um ligante
opcional no N-terminal ou no C-terminal da proteina FVIII ou inserida
imediatamente a jusante de um ou mais aminoacidos na proteina FVIII
(por exemplo, um ou mais sitios de inser¢do) e em que a regido cons-
tante de Ig ou uma fragdo da mesma esta ligada ou associada com a
proteina FVIIl ou a sequéncia XTEN. Em uma modalidade, a regido
constante de Ig ou uma fragdo da mesma util para a proteina quiméri-
ca compreende uma primeira regido Fc. Em outra modalidade, a prote-
ina quimérica compreende ainda uma regido constante de Ig adicional
ou uma fragdo da mesma. A regido constante de Ig adicional ou uma
fracdo da mesma util para a invencdo pode compreender uma segun-
da regido Fc, que esta ligada a ou associada com a primeira regiao Fc,
por exemplo, por uma ligagado covalente. Em outras modalidades, a
primeira regidao Fc esta ligada a segunda regiao Fc por um ligante, por
exemplo, um ligante processavel.

[00011] Em outros aspectos, uma proteina quimérica que compre-
ende (i) uma proteina FVIII, (ii) uma sequéncia XTEN, (iii) um fragmen-
to de VWF, e (iv) uma regido constante de Ig ou uma fracdo da mes-
ma, que compreende o dominio D’ e o dominio D3 de VWF, em que a
sequéncia XTEN esta ligada a proteina FVIII por um ligante opcional
no N-terminal ou no C-terminal da proteina FVIII ou inserida imediata-
mente a jusante de um ou mais aminoacidos na proteina FVIII (por
exemplo, um ou mais sitios de inser¢ao), o fragmento de VWF esta
ligado ou associado com a proteina FVIII ou a sequéncia XTEN, e a
regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma esta ligada a proteina
FVIII, a sequéncia XTEN, o fragmento de VWF, ou quaisquer combi-
nagcdes dos mesmos. Exemplos das proteinas quiméricas nao limitan-
tes podem compreender uma férmula, a qual compreende:

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

Peticiio 870220077525, de 29/08/2022, pég. 12/308



7/292

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

(8) F1-L1-FVII(X1)-L4- F2-L3-X2-L2-V,
em que o FVIII(X1) compreende uma proteina FVIIl e uma ou mais se-
quéncias de XTEN, em que uma ou mais das sequéncias XTEN estao
ligadas ao N-terminal ou C-terminal da proteina FVIII ou inseridas ime-
diatamente a jusante de um ou mais aminoacidos na proteina FVIII
(por exemplo, um ou mais sitios de inser¢gao XTEN);

cada um de L1, L2, ou L3 compreende um ligante opcional,
por exemplo, um ligante clivavel,

L4 € um ligante, um ligante processavel,

X2 compreende uma ou mais sequéncias de XTEN;

F1 compreende uma regido constante de Ig ou uma fragéo
da mesma;

F2 compreende uma regido constante de Ig opcional adici-
onal ou uma fracdo da mesma, e

V compreende um fragmento do VWF;

(-) € uma ligacao peptidica ou um ou mais aminoacidos; e

(:) compreende uma ligacdo covalente ou uma ligagdo nao
covalente.
[00012] Um aspecto da invengao € que o fragmento de VWF (til
para a proteina quimérica nao se liga a um receptor de eliminacao de
VWEF, que impede ou inibe a interagao da proteina FVIII com VWF en-
dégeno. A proteina quimérica compreendendo o fragmento de VWF
assim reduziu a eliminagao ou nao é eliminada através de uma via de

eliminagcdo de VWF. Outro aspecto da invengao € que o fragmento de
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VWEF é capaz de proteger a proteina FVIII a partir de uma ou mais cli-
vagens da protease, protegendo a proteina FVIII da ativagéo, estabili-
zando a cadeia pesada e/ou da cadeia leve da proteina FVIIl, ou pre-
venindo a eliminacdo da proteina FVIII por um ou mais receptores lim-
padores.

[00013] Devido a capacidade do fragmento de VWF para prevenir
ou inibir a interagdo entre a proteina FVIIl e VWF enddgeno, a meia-
vida da proteina FVIII é estendida em comparagcdo com uma proteina
FVIII sem o fragmento de VWF. Em uma modalidade, a meia-vida da
proteina 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 proteina 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 regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma util para
a proteina quimérica compreende uma primeira regiao Fc, que esta

ligada ao fragmento de VWF por um ligante opcional, por exemplo, um
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ligante clivavel. A proteina quimérica pode ainda compreender uma
regido constante de Ig adicional ou uma fragdo da mesma, que esta
ligada a proteina FVIIl ou a sequéncia XTEN, a regido constante de Ig
ou uma fragdo da mesma, o fragmento de VWF, ou quaisquer combi-
nagdes dos mesmos por um ligante opcional. Em uma modalidade, a
regido constante de Ig adicional ou uma fragdo da mesma esta ligada
a proteina FVIII por um ligante opcional. A regido constante de Ig adi-
cional ou uma fragdo da mesma pode compreender uma segunda re-
giao Fc.

[00015] A regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma util na
presente invengao e a regido constante de Ig adicional ou uma fragéo
da mesma util na presente invencio sao idénticas ou diferentes.
[00016] Em alguns aspectos, a proteina FVIIlI é ligada a uma se-
quéncia XTEN no C-terminal ou N-terminal da proteina FVIII ou inseri-
da imediatamente a jusante de um ou mais aminoacidos no Fator VIII
humano maduro nativo (por exemplo, um ou mais sitios de insergao)
ou quaisquer combinacdes. Um ou mais sitios de insercao na proteina
FVIII podem ser localizados dentro de um ou mais dominios da protei-
na FVIII selecionados a partir do grupo que consiste em dominio A1, a
regiao acida a1, o dominio A2, a regiao acida a2, o dominio A3, a do-
minio B, o dominio C1, o dominio C2, e quaisquer combinag¢des dos
mesmos ou entre um ou mais dominios da proteina FVIII selecionados
a partir do grupo que consiste em dominio A1 e regido acida a1, regiao
acida a1 e dominio A2, o dominio A2 e a regido acida a2, a regiao aci-
da a2 e dominio B, o dominio B € dominio A3, dominio A3 e dominio
C1, o dominio C1 e dominio C2, e quaisquer combinagbes dos mes-
mos ou entre dois dominios da proteina FVIII selecionados a partir do
grupo que consiste em dominio A1 e regido acida a1, a regido acida
al e dominio A2, o dominio A2 e a regido acida a2, a regido acida a2 e

dominio B, o dominio B e dominio A3, dominio A3 e dominio C1, o
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dominio C1 e dominio C2, e quaisquer combinacdes dos mesmos.
[00017] Em uma modalidade, o um ou mais sitios de insercado estéo
localizados imediatamente a jusante de um ou mais aminoacidos de
Fator VIII humano maduro nativo (por exemplo, SEQ ID NO: 4 [se-
quéncia de FVIII madura de comprimento completo]) selecionado a
partir do grupo que consiste nos residuos de aminoacido na Tabela 7,
8, 9, 10, 11, ou quaisquer combinacdes dos mesmos.

[00018] Em outra modalidade, o um ou mais sitios de insercéo en-
contram-se em uma ou mais algcas permissivas do Fator VIII humano
maduro nativo. Em outras modalidades, o um ou mais sitios de inser-
¢ao estao localizados na regido a3 do Fator VIII humano maduro nati-
vo. Por exemplo, uma sequéncia de XTEN pode ser inserida imedia-
tamente a jusante do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID NO:
4 (FVIII maduro de comprimento total). Em outras modalidades, uma
proteina FVIIl é ligada a pelo menos duas sequéncias de XTEN, uma
primeira sequéncia de XTEN inserida dentro da regidao a3, e uma se-
gunda sequéncia de XTEN inserida dentro de uma alga permissiva na
proteina FVIII (por exemplo, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1, ou A3-2).
Em ainda outras modalidades, uma proteina FVIII esta ligada a, pelo
menos, trés sequéncias de XTEN, uma primeira sequéncia XTEN inse-
rida dentro da regido a3 e uma segunda sequéncia de XTEN e uma
terceira sequéncia XTEN inserida dentro de uma ou duas algas per-
missivas na proteina FVIII (por exemplo, A1-1, A1-2, A2-1, A2-2, A3-1,
ou A3-2).

[00019] Em certas modalidades, o um ou mais sitios de insergéao de
uma ou mais insergbes XTEN sao imediatamente a jusante de um ou
mais aminoacidos (numerados em relagao a sequéncia de FVIII madu-

ro) selecionados a partir do grupo consistindo de:

(1) aminoacido 3, (2) aminoacido 18, (3) aminoacido 22,
(4) aminoécido 26, (5) aminoacido 32, (6) aminoacido 40,
(7) aminoécido 60, (8) aminoacido 65, (9) aminoacido 81,
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(10) aminoacido 116, (11) aminoacido 119, (12) aminoécido 130,
(13) aminoacido 188, (14) aminoacido 211, (15) aminoéacido 216,
(16) aminoéacido 220, (17) aminoacido 224, (18) aminoécido 230,
(19) aminoécido 333, (20) aminoacido 336, (21) aminoécido 339,
(22) aminoécido 375, (23) aminoacido 399, (24) aminoécido 403,
(25) aminoacido 409, (26) aminoacido 416, (26) aminoacido 442,
(28) aminoacido 487, (29) aminoacido 490, (30) aminoacido 494,
(31) aminoéacido 500, (32) aminoacido 518, (33) aminoacido 599,
(34) aminoéacido 603, (35) aminoacido 713, (36) aminoacido 745,
(37) aminoéacido 1656, (38) aminoacido 1711,  (39) aminoacido 1720,
(40) aminoéacido 1725, (41) aminoacido 1749, (42) aminoacido 1796,
(43) aminoacido 1802, (44) aminoacido 1827, (45) aminoacido 1861,
(46) aminoacido 1896, (47) aminoacido 1900, (48) aminoacido 1904,
(49) aminoacido 1905, (50) aminoacido 1910, (51
(52) aminoacido 2019, (53) aminoacido 2068, (54
(55) aminoacido 2120, (56) aminoacido 2171,  (57) aminoacido 2188,

(58) aminoacido 2227, (59) aminoacido 2277, e (60) duas ou mais combinacdes.

aminoacido 1937,

)
)
) aminoacido 2111,

)

[00020] Em algumas modalidades, uma XTEN é inserida na protei-
na FVIIl. Em algumas modalidades, duas XTENs sao inseridas na pro-
teina FVIIl. Em algumas modalidades, trés XTENs s&o inseridas na
proteina FVIII.

[00021] Em um exemplo particular, uma primeira XTEN é inserida
imediatamente a jusante do aminoacido 26, correspondente a SEQ ID
NO: 4, e uma segunda XTEN ¢é inserida imediatamente a jusante do
aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4 (FVIIl maduro de
comprimento completo). Em outro exemplo, uma primeira XTEN é in-
serida imediatamente a jusante do aminoacido 403 correspondente a
SEQ ID NO: 4, e uma segunda XTEN ¢é inserida imediatamente a ju-
sante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em al-
guns exemplos, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusan-
te do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma se-
gunda XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1720

correspondente a SEQ ID NO: 4. Em outros exemplos, uma primeira
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XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoacido 26 corres-
pondente @ SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN ¢é inserida imediata-
mente a jusante do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID NO: 4,
e uma terceira XTEN ¢é inserida imediatamente a jusante do aminoaci-
do 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4. Ainda em outras modalida-
des, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do ami-
noacido 403 correspondente a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é
inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1656 correspondente
a SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN ¢é inserida imediatamente a ju-
sante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em ainda
outras modalidades, uma primeira XTEN é inserida entre os aminoaci-
dos 403 e 404 correspondentes a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN
€ inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1656 corresponden-
te a SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a
jusante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em de-
terminadas modalidades, uma primeira XTEN é inserida imediatamen-
te a jusante do aminoacido 26, correspondente a SEQ ID NO: 4 (FVIII
maduro de comprimento completo), uma segunda XTEN é inserida
imediatamente a jusante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ
ID NO: 4, e uma terceira XTEN ¢é inserida imediatamente a jusante do
aminoacido 1900 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em algumas moda-
lidades, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do
aminoacido 26 correspondente a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é
inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1656 correspondente
a SEQ ID NO: 2, uma terceira XTEN ¢é inserida imediatamente a jusan-
te do aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma quarta
XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1900 corres-
pondente @ SEQ ID NO: 4. Em outro exemplo, uma XTEN é inserida
imediatamente a jusante do aminoacido 745 correspondente a SEQ ID

NO: 4. Em um exemplo adicional, uma primeira XTEN é inserida ime-
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diatamente a jusante do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID
NO: 4 e uma segunda XTEN ¢é inserida imediatamente a jusante do
aminoacido 1900 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em algumas moda-
lidades, uma primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante de 26
aminoacidos correspondente a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é
inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1656 correspondente
a SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN ¢é inserida imediatamente a ju-
sante do aminoacido 1900 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em outro
exemplo, uma primeira XTEN ¢é inserida imediatamente a jusante do
aminoacido 403 correspondente a SEQ ID NO: 4 e uma segunda
XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoacido 745 corres-
pondente a SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma primeira
XTEN ¢ inserida imediatamente a jusante do aminoacido 745 do cor-
respondente a SEQ ID NO: 4, e uma segunda XTEN ¢ inserida imedia-
tamente a jusante do aminoacido 1900 correspondente a SEQ ID NO:
4. Em algumas modalidades, uma primeira XTEN ¢é inserida imediata-
mente a jusante do aminoacido 18 correspondente a SEQ ID NO: 4, e
uma segunda XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoacido
745 correspondente a SEQ ID NO: 4.

[00022] Em algumas modalidades, a proteina FVIIl € uma cadeia
dupla da isoforma FVIIl. Em algumas modalidades, a proteina FVIII é
uma unica 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 s&o inseridas
sdo SEQ ID NOs: 38 e 37 (AG144 e AE144). Em alguns exemplos, as
XTENs que sao inseridas sdo SEQ ID NOs: 37, 38 e 37 (AE144,
AG144, e AE144). Em algumas modalidades, as XTENs que séo inse-
ridas sdo SEQ ID NOs: 37 e 40 (AE144 e AE288). Em algumas moda-
lidades, as XTENs que sao inseridas sdo 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-
binagbes dos mesmos.

[00024] A proteina FVIII util na presente invencdo pode compreen-
der dominio B ou uma porgao do mesmo, por exemplo, o dominio SQ
B sem FVIIl. Em uma modalidade, a proteina FVIIIl compreende FVIII
de cadeia simples. Em outra modalidade, a FVIII de cadeia unica con-
tém pelo menos uma substituicdo de um aminoacido em um residuo
correspondente ao residuo 1648, residuo 1645, ou ambos de polipep-
tideo de Fator VIII maduro de comprimento total (SEQ ID NO: 4) ou o
residuo 754, residuo 751, ou ambos de SQ BDD Fator VIII (SEQ ID
NO: 6). Em outras modalidades, a substituicdo de aminoacido é um
aminoacido diferente de arginina. Em algumas modalidades, a protei-
na FVIII compreende uma cadeia pesada do FVIII e uma cadeia leve
do FVIIl, em que a cadeia pesada e a cadeia leve sao associadas uma
a outra por uma ligacado de metal.

[00025] A proteina FVIII pode ter uma baixa afinidade para, ou nédo
se liga a uma proteina relacionada ao receptor de lipoproteina de bai-
xa densidade (LRP), por exemplo, por conter pelo menos uma substi-
tuicdo de aminoacidos, que reduz a afinidade ou elimina a ligacao para
LRP. Dita pelo menos uma substituicdo de aminoacidos pode ser em
um residuo que corresponde ao residuo 471, residuo 484, residuo
487, residuo 490, residuo 497, residuo 2092, residuo 2093 ou duas ou
mais de combinagbes dos mesmos de FVIII maduro de comprimento

completo. Em uma modalidade particular, a substituicido de aminoaci-
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dos no residuo 471, 484 ou 497 € um aminoacido diferente de argini-
na, a substituicdo de aminoacidos no residuo 487 € um aminoacido
diferente de tirosina, a substituicdo de aminoacidos no residuo 2092 é
um amino diferente de lisina, ou a substituicdo de aminoacido no resi-
duo 2093 acido € um aminoacido diferente de fenilalanina.

[00026] Em algumas modalidades, a proteina FVIII contém pelo
menos uma substituicdo de aminoacidos que induz a proteina FVIII a
ser mais estavel do que uma proteina FVIIl sem a substituicdo. Tais
substituicdes podem ser localizadas no dominio A2 e dominio A3 da
proteina FVIII, por exemplo, em um residuo que corresponde ao resi-
duo 664, residuo 1826, residuo 662, residuo 1828, ou duas ou mais de
combinagdes dos mesmos de FVIII maduro de comprimento completo.
[00027] O fragmento de VWF util para a presente invengdo com-
preende um dominio D’ e dominio D3, que juntos sdo capazes de se
ligar a FVIII. O fragmento de VWF pode compreender a sequéncia de
aminoacidos do dominio D’ é pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, ou 100% idéntica aos aminoacidos 764 a 866 da SEQ ID NO: 2
e/ou a sequéncia de aminoacidos do dominio D3 é pelo menos 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idéntica aos aminoacidos 867 a
1240 da SEQ ID NO: 2. Em uma modalidade, o fragmento de VWF ¢é
um mondémero. Em outra modalidade, o fragmento de VWF compreen-
de pelo menos dois fragmentos de VWF, pelo menos trés 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 idén-
ticos ou podem ser diferentes. O fragmento de VWF pode compreen-
der um aminoacido pelo menos 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou
100% idéntico aos aminoacidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2. O frag-
mento de VWF pode consistir essencialmente em, ou consistir nos
aminoacidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2. Em certas modalidades, o
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fragmento de VWF pode conter pelo menos uma substituicdo de um
aminoacido em um residuo correspondente ao residuo 1099, residuo
1142, ou ambos os residuos 1099 e 1142 de SEQ ID NO: 2. Em outras
modalidades, o fragmento de VWF compreende ainda o dominio D1, o
dominio D2, ou os dominios D1 e D2 de VWF.

[00028] O fragmento de VWF pode ainda compreender um dominio
de VWF selecionado a partir do grupo que consiste em dominio A1, o
dominio A2, o dominio A3, o dominio D4, o dominio B1, o dominio B2,
o dominio B3, o dominio C1, o dominio C2, o dominio CK, um ou mais
fragmentos dos mesmos, e quaisquer combinagées dos mesmos. Por
exemplo, o fragmento de VWF pode consistir essencialmente em, ou
consistir em: (1) os dominios D’ e D3 de VWF ou fragmentos dos
mesmos; (2) os dominios D1, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos
mesmos; (3) os dominios D2, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos
mesmos; (4) os dominios D1, D2, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos
mesmos; ou (5) os dominios D1, D2, D’, D3, e A1 de VWF ou fragmen-
tos dos mesmos. Em algumas modalidades, o fragmento de VWF
compreende ainda um peptideo de sinal de VWF ou FVIII que esta
operativamente ligado ao fragmento de VWF.

[00029] Um ou mais dos ligantes uteis na presente invengao tém
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 aminoaci-
dos. Em algumas modalidades, um ou mais dos ligantes ttm um com-
primento de cerca de 1 a cerca de 2000 aminoacidos. Em uma moda-
lidade, um ou mais dos ligantes tém um comprimento de pelo menos
cerca de 20, 35, 42, 48, 73, 75, 95, 98, 144, 288, 324, 333, 576, ou
864 aminoacidos. Em outra modalidade, um ou mais dos elementos de

ligagdo compreendem um peptideo gly/ser, uma sequéncia XTEN, ou
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ambos. Exemplos de peptideo gly/ser incluem, entre outros, um de
formula (GlysSer), (SEQ ID NO: 139) ou S (GlysSer), (SEQ ID NO:
140), em que n € 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
(GlysSer)n pode ser (GlysSer)s (SEQ ID NO: 63) ou (GlysSer)s (SEQ ID
NO: 138). Em uma modalidade, o ligante compreende pelo menos um
primeiro sitio de clivagem na extremidade N-terminal do ligante, pelo
menos um segundo sitio de clivagem na extremidade C-terminal do
ligante, ou ambos. Em outra modalidade, o ligante compreende 20
aminoacidos, 35 aminoacidos, 48 aminoacidos, 73 aminoacidos, ou 95
aminoacidos de ligante clivavel por trombina. Os ligantes clivaveis po-
dem compreender um ou mais dos sitios de clivagem por uma pro-
tease selecionada a partir do grupo consistindo em fator Xla, fator Xlla,
calicreina, fator Vlla, fator IXa, fator Xa, fator lla (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 nao limitativos de um
ou mais dos sitios de clivagem compreendem uma sequéncia de ami-
noacidos 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 sitio de clivagem e o segundo sitio de clivagem s&o idénticos
ou diferentes.

[00030] A sequéncia XTEN util para a presente invencédo 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 sequéncia compreende XTEN AE288
ou AG288.

[00031] A proteina quimérica da invengao pode ser polissialilada,
peguilada, ou hesilada.

[00032] A presente invengdo é também dirigida a um polinucleoti-
deo ou um conjunto de polinucleotideos que codificam a proteina qui-
mérica. O polinucleotideo pode compreender ainda uma cadeia de po-
linucleotideos, que codifica PC5 ou PC7. A invengao € também dirigida
a um vetor que compreende o polinucleotideo ou o conjunto de polinu-
cleotideos e um ou mais promotor operativamente ligado ao polinucle-
otideo ou o conjunto de polinucleotideos. O vetor pode ainda compre-
ender um vetor adicional, que compreende uma cadeia de polinucleo-
tideos que codifica PC5 ou PC7. A invencao também é desenhada pa-
ra uma célula hospedeira que compreende o polinucleotideo ou o ve-
tor. A célula hospedeira pode ser uma célula de mamifero, por exem-
plo, células HEK293, células CHO, ou células BHK. Em algumas mo-

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

[00033] A invengao é também dirigida a uma composi¢ao farmacéu-
tica compreendendo a proteina quimérica, o polinucleotideo, vetor, ou
a célula hospedeira, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel. A
composicido da presente invencao tem, assim, uma meia-vida estendi-
da em comparagao com a proteina tipo selvagem do FVIIl. A meia-vida
da proteina 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 FVIIl. 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 composicédo da presente invengao pode ser administrada
por uma via selecionada a partir do grupo consistindo em administra-
cao tépica, administracao intraocular, administracido parenteral, admi-

nistracdo intratecal, administracdo subdural e administracdo oral. Em
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uma modalidade, a composi¢ao € administrada por via parenteral, por
exemplo, intravenosa ou subcutanea. A composig¢ao da invengao é util
para tratar uma doenga ou condi¢do de sangramento em um sujeito
com essa necessidade. A doenga de hemorragia ou condicéo € seleci-
onada a partir do grupo consistindo em um disturbio da coagulagéo de
sangramento, hemartrose, hemorragia nos musculos, hemorragia oral,
hemorragia, hemorragia nos musculos, hemorragia oral, trauma, trau-
ma capitis, sangramento gastrointestinal, hemorragia intracraniana,
hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratoracica, fratura dssea,
sangramento do sistema nervoso central, sangramento no espago re-
trofaringeal, sangramento no espacgo retroperitoneal, sangramento na
bainha ileopsoas e quaisquer combinacdes dos mesmos. Em uma
modalidade, o sujeito tratado com a proteina quimérica sera submetido
a uma cirurgia. Em outra modalidade, o tratamento é profilatico ou sob
demanda.

[00035] A invengao € também dirigida a um método para prevenir
ou inibir a ligagao de uma proteina FVIII com VWF enddgeno compre-
endendo a adicdo de uma quantidade eficaz da proteina quimérica, o
vetor polinucleotidico, a célula hospedeira, ou a composi¢cado a um su-
jeito em necessidade do mesmo, em que o fragmento de VWF liga-se
a proteina FVIII e, assim, previne ou inibe ligagado do VWF enddgeno.
A presente invengdo € ainda dirigida para um método de prolongar ou
aumentar a meia-vida da proteina FVIIl, em que o método compreende
a administragdo de uma quantidade eficaz da proteina quimérica, o
polinucleotideo, vetor, a célula hospedeira, ou a composi¢gao a um su-
jeito em necessidade do mesmo, em que o fragmento de VWF liga-se
a proteina FVIII e, portanto, estende ou aumenta a meia-vida da prote-
ina FVIIl. E também proporcionado método para prevenir ou inibir a
eliminagcdo de uma proteina FVIII a partir de uma célula, em que 0 meé-

todo compreende a administracdo de uma quantidade eficaz da prote-
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ina quimeérica, o polinucleotideo, vetor, a célula hospedeira, ou a com-
posicao a uma célula compreendendo uma proteina FVIIl ou um poli-
nucleotideo que codifica a proteina FVIII, em que a proteina tendo ati-
vidade de VWF se liga a proteina FVIII. O sujeito util para os presentes
métodos € um animal, por exemplo, um ser humano, por exemplo, um
paciente que sofre de hemofilia A.

[00036] A presente invencdo também fornece um método de trata-
mento de uma doenga ou disturbio de sangramento em um sujeito com
essa necessidade compreendendo a administracdo de uma quantida-
de eficaz da proteina quimérica, o polinucleotideo, o vetor, a célula
hospedeira, ou a composi¢cdo, em que doencga ou disturbio de sangra-
mento € selecionado a partir do grupo consistindo em um disturbio da
coagulacdo do sangramento, hemartrose, hemorragia nos musculos,
hemorragia oral, hemorragia, hemorragia nos musculos, hemorragia
oral, trauma, trauma capitis, hemorragia gastrointestinal, hemorragia
intracraniana, hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratoracica,
fratura 6ssea, sangramento do sistema nervoso central, sangramento
no espacgo retrofaringeo, sangramento no espaco retroperitoneal, e
sangramento na bainha ileopsoas. O tratamento pode ser profilatico ou
sob demanda. Em uma modalidade, a quantidade eficaz é de 0,1
Mg/kg a 500 mg/kg.

[00037] A invengao também inclui um método de produgdo de uma
proteina quimérica, compreendendo a transfecgdo de uma ou mais
células hospedeiras com o polinucleotideo ou o vetor e expressando a
proteina quimérica na célula hospedeira.

BREVE DESCRICAO DOS DESENHOS/FIGURAS

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

Fig. 1A mostra trés fragmentos de VWF exemplares uteis para a in-
vengao, por exemplo, VWF-002, VWF- 010, e VWF -013. VWF-002
contém os aminoacidos 1 a 477 de SEQ ID NO: 124 (aminoacidos 764
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a 1240 da SEQ ID NO: 2) e é sintetizada sem as sequéncias pré/pro-
peptideo. VWF-010 contém os dominios D1D2 em adicido aos domi-
nios D'D3. VWF-013 contém os dominios D1D2D’D3 além dos resi-
duos de alanina substituindo as cisteinas nos residuos 336 e 379 da
SEQ ID NO: 123. Fig. 1B mostra VWF-031, que contém os dominios
D1D2D’D3 fundidos com uma regido constante de Ig ou uma fragéo da
mesma, por exemplo, uma regido Fc, por um ligante clivavel, por
exemplo, um ligante clivavel por trombina de 48 aminoacidos. Fig. 1C
mostra VWF-025, que € uma sequéncia de nucleotideos que codifica
os dominios D1D2D’D3 contidos em vetor pLIVE, e VWF-029, que é
uma sequéncia de nucleotideos que codifica os dominios D1D2D’'D3
com duas substituicdes de aminoacidos, C336A e C379A, em vetor
pLIVE. Fig. 1D mostra fragmento de VWF de comprimento completo
compreendendo pro-peptideo (os dominios D1 e D2) e subunidades
maduras (os dominios D’, D3, A1, A2, A3, D4, B1-3, C1-2). O fragmen-
to de VWF é de cerca de 250 kDa proteina e forma multimeros (> 20
MDa) por ligagdes dissulfeto. Os fragmentos de VWF associados com
FVIII (95-98%) no complexo ndo covalente e depois estende a meia-
vida do FVIII por proteger o FVIII a partir de clivagem/ativagéo por pro-
tease, estabilizando cadeia pesada e leve, e impedindo a eliminagao
do FVIII por receptores limpadores. O fragmento de VWF pode tam-
bém limitar a meia-vida do FVIII pela eliminagdo de complexo FVIII-
VWEF através de receptores de VWF e prevencao da pinocitose e reci-
clagem de rFVIlIFc.

[00039] Figura 2. Perfil farmacocinético de rFVII-XTEN (rFVIII-
AE288 ou rFVIII-288AE) em camundongos com expressao de VWF
D'D3 ou em camundongos com expressdo duplo knockout de FVIII e
VWF (DKO). A Figura 2A mostra a linha do tempo da inje¢ao hidrodi-
namica (HDI) do dominio DD3 que codifica o plasmideo 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 cromogénico do FVIIlI apés a adminis-
tracdo IV de rFVIII-XTEN288 em camundongos D1D2D’D3 (tridangulo
invertido) e rFVIII-XTEN288 em camundongos DKO (diamante). Fig.
2C mostra o nivel plasmatico de D'D3 (ng/mL) apds a administragao
de VWF-025. O eixo X representa o tempo em horas.

[00040] Figura 3. Diagrama esquematico de constructos exempla-
res de heterodimero VWF:FVIIl. Os constructos tém a estrutura co-
mum representada como formula do FVIII-F1-L1-V-X-L2-F2, mas con-
tém exemplos de ligantes diferentes variaveis. O constructo (FVIII-
161) mostrado contém um FVIII heterodimérico (a cadeia pesada e a
cadeia leve sdo associadas por um ligante metalico) ligado a uma pri-
meira regido Fc e um fragmento de VWF, que é dominios D’ e D3 de
VWEF (isto é, aminoacidos 1 a 477 de SEQ ID NO: 2 com substitui¢gdes
de aminoacidos C336A e C379A) ligados a uma sequéncia de XTEN,
que é ainda ligada a um ligante clivavel e uma segunda regido Fc. A
sequéncia XTEN contida em FVIII-161 € uma sequéncia de XTEN
AEZ288, e o ligante € um ligante clivavel por trombina, que tem 35 ami-
noacidos. Em FVIII-161, a proteina FVIIl ligada a primeira regido Fc
esta ligada ao fragmento de VWF por um ligante processavel. Apos
expressao, o ligante processavel pode ser clivado por uma enzima de
processamento intracelular, preparando, assim, o constructo de trés
cadeias de polipeptideos associadas umas com as outras.

[00041] A Figura 4 mostra diagramas esquematicos de exemplos de
heterodimero ou monémero de FVIII-VWF. FVIII-168, FVIII-175, FVIII-
172, FVIII-174, e FVIII170. Constructo FVIII-168 compreende uma se-
qguéncia FVIII de cadeia unica (tendo um substituto do residuo de ala-
nina aos residuos de arginina nos residuos 1645 e 1648) ligada a uma
primeira regiao Fc, que é depois fundida com um fragmento de VWF

ligado a uma segunda regido Fc de um ligante clivavel por trombina,
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que tem 48 aminoacidos. AE288 XTEN ¢é inserida no dominio B da se-
quéncia FVIIlI de cadeia unica. A ligagéo entre a primeira regido 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-
cessavel. Constructo FVIII-175 compreende um FVIIlI de cadeia unica
(tendo um substituto de residuo de alanina dos residuos de arginina
nos residuos 1645 e 1648) ligada a AE288 XTEN e uma primeira regi-
ao Fc que esta ligada a uma segunda regido Fc por um ligante, por
exemplo, um ligante processavel. AE288 XTEN é inserida no dominio
B da sequéncia de FVIIlI de cadeia unica. Constructo FVIII-172 com-
preende duas cadeias de polipeptideos, uma primeira cadeia compre-
endendo uma sequéncia de cadeia pesada do FVIII fundida com
AE288 XTEN, uma segunda cadeia compreendendo uma sequéncia
de cadeia leve do FVIII, uma primeira regido Fc, um ligante (por exem-
plo, um ligante processavel), um fragmento de VWF, um ligante cliva-
vel por trombina (por exemplo, 48 aminoacidos), e uma segunda regi-
ao Fc. Constructo FVIII-174 compreende duas cadeias de polipepti-
deos, uma primeira cadeia compreendendo uma sequéncia de cadeia
pesada do FVIII fundida com AE288 XTEN e uma segunda cadeia
compreende uma cadeia leve do FVIII, uma primeira regiao Fc, um li-
gante (por exemplo, um ligante processavel), e uma segunda regiao
Fc. Constructo FVIII-170 compreende um fragmento de VWF, AE288
XTEN, um ligante (por exemplo, um ligante clivavel por trombina, que
€ de 35 aminoacidos de comprimento), e uma sequéncia FVIIlI de ca-
deia unica.

[00042] Figura 5. O perfil farmacocinético de heterodimeros do
FVIII/VWF contendo uma sequéncia XTEN em combinagdo com uma
regiao Fc. Constructos FVIII-161, FVIII-168, e FVIII-172 foram adminis-
trados a camundongos duplo knockout FVIII: VWF (DKO) por injecao

hidrodinamica (IDH) na dose 100 pg/dose de camundongo. Constructo
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FVI1I-170 foi administrado a camundongos DKO FVIII:VWF por HDI em
50 pg/dose de camundongo. A atividade de FVIII plasmatica pés-HDI
foi analisada por teste cromogénico de FVIII por 24 horas apds HDI. A
atividade do FVIII dos heterodimeros FVIII:VWF que contém uma se-
quéncia de XTEN e dominios Fc foi comparada com a atividade do
FVIII de BDD-FVIII sem o fragmento de VWF, sequéncia XTEN, e do-
minios Fc.

[00043] Figura 6. Diagramas esquematicos de exemplos de hetero-
dimero FVIII-VWF em sistema de co-transfeccéo. Fig. 6A. Constructo
FVIII-169 contém a sequéncia FVIII de comprimento completo (com
um residuo de alanina substituindo os residuos de arginina em 1645 e
1648 e com uma sequéncia XTEN inserida na sequéncia do FVIII de
cadeia unica), a qual esta ligada a uma regiao Fc. VWF-031 contém o
fragmento D1D2D'D3 (com um residuo de alanina substituindo os re-
siduos de cisteina em 336 e 379), que esta ligada a outra regido Fc
com um ligante clivavel por trombina de 48. Apds o processamento
intracelular, constructo FVIII-169 produz um FVIII de cadeia unica de
comprimento completo (SCFVIII) fundido com um fragmento Fc e uma
sequéncia XTEN, e constructo VWF-031 produz um fragmento D'D3
de 477 aminoacidos ligado a outro fragmento Fc. Duas ligagcbes cova-
lentes podem ser formadas entre os fragmentos Fc que estdo ligados
ao SC FVIII ou o fragmento D'D3, este por sua vez, permite uma asso-
ciagdo nao covalente do FVIII e D'D3. Fig. 6B. Constructo FVIII-173
contém uma sequéncia do FVIII heterodimérica, uma sequéncia de
cadeia pesada do FVIII ligada a uma sequéncia XTEN e uma sequén-
cia de cadeia leve do FVIIl ligada a uma regido Fc. VWF-031 esta des-
crito acima. Apos o processamento intracelular, constructo FVIII-173
produz uma proteina heterodimérica, uma cadeia pesada do FVIII fun-
dida com uma sequéncia 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 aminoacidos ligado a outro fragmento Fc. Duas ligagbes cova-
lentes podem ser formadas entre os fragmentos Fc que estédo ligados
a cadeia leve do FVIII ou o fragmento D'D3, este por sua vez, permite
uma associagao nao covalente do FVIII e D’D3.

[00044] Figura 7. Afinidade de ligagao do FVIII:.VWF exemplar con-
tendo uma sequéncia XTEN e dominios Fc para hVWF imobilizado em
ensaio Octeto. A afinidade de ligagéo para FVIII-169/VWF-031 e FVIII-
057 (rFVIlIFc) fundido ao hVWF imobilizado foi testada usando medi-
¢Oes baseadas em interferometria de biocamada (ensaio Octeto). A
Figura 7 A mostra resposta de ligacdo em nanomoles do FVIII169 e
FVIIIFc substancia da droga (um controle positivo) para hVWF imobili-
zado. A Figura 7B mostra a resposta de ligacdo de IgG1 humana (con-
trole negativo) para o vVWF 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
unica do FVIII-169/VWF-031 a 200 IU/kg. As amostras de plasma cole-
tadas a partir dos camundongos foram testadas por ensaio cromogéni-
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/VWEF.
[00046] Figura 9. Perfil de PK de variantes FVIII-XTEN variantes em
camundongos DKO FVIII/VWF expressando D'D3. A Figura 9A mostra
a comparacgao do perfil de PK das variantes FVIII-XTEN, FVIII com
uma XTEN, FVIIl com duas XTENSs, e FVIIl com trés XTENs. Uma, du-
as, ou trés XTENs foram inseridas em varias por¢des do FVIII, incluin-
do C-terminal e o dominio B. CT indica que uma XTEN esta ligada ao
C-terminal do FVIIIl. O sitio de inser¢ao B/CT indica que uma XTEN é

inserida entre o residuo de aminoacido 745 e o residuo de aminoacido
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746 da proteina FVIII e outra XTEN esta ligada ao C-terminal da prote-
ina FVIIl. A numeracao de residuos de aminoacidos corresponde a da
sequéncia da proteina FVIII SQ BDD. O sitio de insercdo 1900/B/CT
indica que uma primeira XTEN ¢€ inserida entre o residuo de aminoaci-
do 1900 e o residuo de aminoacido 1901 do FVIII, uma segunda XTEN
€ inserida entre o residuo de aminoacido 745 e o residuo de aminoaci-
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 dominios D'D3.
A Figura 9B mostra o perfil PK do FVIII-XTEN com trés inser¢des 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 FVIlIFc (tridngulo oco),
FVIII169: Fc (circulo preenchido) e FVIII169: VWF31 (tridngulo oco)
em plasma de DKO de camundongos medida por ensaio cromogénico.
FVIII:Fc contém uma cadeia dupla do FVlll(cadeia pesada e cadeia
leve) fundida com um dimero de Fc (isto &, hibrido monémero-dimero).
FVIII 169 é descrito acima (contendo AE288 no dominio B, imediata-
mente a jusante do aminoacido 745 correspondente a sequéncia de
FVIII madura). FVIII169:Fc contém FVIII169 fundido com um dimero
de Fc. FVIII169:VWF31 contém VWF31, além do dimero de Fc, FVIII
169 fundido com a primeira regidao Fc e VWF31 fundido com a segun-
da regido Fc, em que a primeira regidao Fc e segunda regido Fc for-
mam uma ligagao covalente, por exemplo, uma ou mais ligagdes dis-
sulfeto.

[00048] Figura 11. Efeitos do Fc, XTEN, e fragmentos VWF- D'D3
em extensdo da meia-vida do FVIIl. BDD-FVIII(REFACTO®) (quadra-
do), FVIIFc (circulo), FVIII169/Fc (tridangulo), e FVIII 169/VWF031 (tri-

angulo invertido) foram administrados a camundongos duplo knockout
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(DKO) FVIII e VWEF. A atividade do FVIII foi medida por ensaio cromo-
génico, 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 muU/ml.

[00049] Figura 12A-C. Efeitos de diferentes XTENs em heterodime-
ro rEVIII-XTEN/VWF em camundongos HemA. A Figura 12A mostra a
atividade plasmatica de FVIIl normalizado em valor (%) de 5 min de
duas XTENSs inseridas imediatamente a jusante dos residuos 1900 e
1656 correspondendo a sequéncia de FVIII maduro (isto € FVIII-195
(isoforma FVIII de cadeia dupla) e FVIII-199 (isoforma do FVIII de ca-
deia simples)), em comparacdo com o FVIII-169 contendo uma XTEN
imediatamente a jusante do residuo 745 correspondente a sequéncia
FVIIl madura. FVIII-169/VWF-031 (circulo preenchido), FVIII-199/VWF-
031 (quadrado preenchido) e FVIII-195/VWF031 (quadrado oco) foram
administrados em camundongos HemA para medir a atividade plasma-
tica de FVIII. A Figura 12B mostra o efeito de extensdo de meia-vida
da segunda insercdo XTEN imediatamente a jusante de residuos 403
(dominio A2) e 745 (dominio B) (isto é, FVIII-203) e residuos 745 (do-
minio B) e 1900 (dominio A3) (FVIII-204) correspondendo a sequéncia
do FVIII madura em comparagao com o FVIII-169 (uma inser¢do XTEN
apenas no dominio B). FVIII-204/VWF031 (tridangulo preenchido),
FVIII-169/VWF-031 (circulo preenchido) FVIII-203/VWF-031 (quadrado
preenchido) e scBDD- FVIII (diamante oco) foram administrados aos
camundongos HemA. O eixo X mostra a atividade plasmatica de FVIII
normalizada para valor 5 min (%), e o eixo y mostra o tempo em horas.
A Figura 12C mostra o efeito de extensao de meia-vida das duas in-
ser¢cdes XTEN imediatamente a jusante dos residuos 18 (dominio A1)
e 745 (dominio B) (isto é o FVIII-205) em comparagao com o FVIII-169
(uma unica insercdo XTEN no dominio B) e FVIII de cadeia unica sem

quaisquer regides Fc ou quaisquer XTENSs (isto €, FVIII-207). A Figura
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12C mostra, adicionalmente, o efeito de extens&o da meia-vida de trés
inser¢des XTEN incorporadas imediatamente a jusante dos residuos
26 (dominio A1), 1656 (dominio A3), e 1900 (dominio A3) (isto é FVIII-
201) em comparagao com FVIII-169 (uma unica insergdo XTEN imedi-
atamente a jusante do residuo 745). FVIII-205/VWF-031 (quadrado
preenchido), FVIII-201/VWF-031 (tridngulo invertido), FVIII-169/VWF-
031 (circulo preenchido) e FVIII-207 (diamante oco) foram administra-
das a camundongos HemA. A atividade plasmatica 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 heterodimero rFVII-
XTEN/VWF-XTEN em camundongos DKO FVIII/VWE. Atividade do
FVIII de amostras plasmaticas foi analisada por analise cromogénica
do FVIII, e a curva de regresséao de atividade plasmatica de FVIII (eixo
X) como uma fungao do tempo (eixo Y) foi representada graficamente.
FVIII-155 (scFVIlIIFc sem quaisquer XTENs) foi co-expressa com
VWF-034 (VWF-Fc com AE 288 XTEN mais um ligante clivavel por
trombina de 35 residuos). 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 jungao dominio B (imediatamente a jusante do residuo 745
correspondente ao polipeptideo do FVIII maduro) do FVIII.

[00051] Figura 14A-H. Diagramas esquematicos de varios construc-
tos rFVIII-XTEN/VWEF. Estes constructos sdo também descritos nas
outras secgdes aqui. Fig. 14A mostra, a proteina de FVIII sem o domi-
nio B de cadeia unica (por vezes aqui indicada como scBDD-FVIII). Os
constructos scBDD-FVIII contém duas substituicdes nos residuos 1645
e 1648 a partir de Arg para Ala. A Figura 14B mostra dois constructos
de cadeias de polipeptideos (FVIII 155/VWFO031), a primeira compre-
endendo FVIII de cadeia unica ligada a uma regido Fc sem quaisquer

XTENS e a segunda cadeia compreendendo o fragmento VWF D'D3
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ligado a uma regido Fc. Este constructo € utilizado como um controle.
Fig. 14C mostra dois constructos de cadeia de polipeptideos (FVIII
199/VWF031), a primeira cadeia compreendendo FVIII de cadeia unica
ligada a uma regido Fc, em que uma primeira XTEN é inserida imedia-
tamente a jusante do residuo 1900 correspondente a sequéncia do
FVIIl madura e uma segunda XTEN é inserida imediatamente a jusan-
te do residuo 1656 correspondente a sequéncia do FVIII madura, e a
segunda cadeia compreendendo o fragmento de VWF D'D3 ligado a
uma regido Fc. Fig. 14D mostra dois constructos de cadeia de polipep-
tideos (FVIII201/VWFO031), a primeira cadeia compreendendo proteina
FVIII de cadeia unica ligada a uma regido Fc, em que uma primeira
XTEN é inserida imediatamente a jusante do residuo 26 que corres-
ponde a sequéncia madura do FVIIl, uma segunda XTEN ¢é inserida
imediatamente a jusante do residuo 1656 correspondente a sequéncia
madura do FVIII, e uma terceira XTEN é inserida imediatamente a ju-
sante do residuo 1900 correspondente a sequéncia madura do FVIII, e
a segunda cadeia compreendendo o fragmento de VWF D'D3 ligado a
uma regiao Fc. Fig. 14E mostra dois constructos de cadeia de polipep-
tideos (FVIII 169/VWF031), a primeira cadeia compreende proteina
FVIIl de cadeia unica ligada a uma regiao Fc, em que uma XTEN é
inserida imediatamente a jusante do residuo 745 (indicado como "B")
que corresponde a sequéncia madura do FVIII, e a segunda cadeia
compreendendo o fragmento de VWF D'D3 ligado a uma regido Fc.
Fig. 14F mostra dois constructos de cadeia de polipeptideos
(FVIII203/VWF031), a primeira cadeia compreendendo proteina FVIII
de cadeia unica, em que uma primeira XTEN é inserida no residuo 745
("B") que corresponde a sequéncia madura do FVIIl e uma segunda
XTEN ¢é inserida no residuo 1900 correspondente a sequéncia madura
do FVIII, e a segunda cadeia compreendendo o fragmento VWF D'D3

ligado a uma regiao Fc. Fig. 14G mostra dois constructos de cadeia de
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polipeptideos (FVIII204/VWF031), a primeira cadeia compreendendo
proteina FVIII de cadeia unica ligada a uma regido Fc, em que uma
primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do residuo 403 cor-
respondente a sequéncia madura do FVIIl e uma segunda XTEN ¢ in-
serida imediatamente a jusante do residuo 745 ("B") que corresponde
a sequéncia madura do FVIIl, e uma segunda cadeia compreendendo
o fragmento de VWF D'D3 ligado a uma regido Fc. Fig. 14H mostra
dois constructos de cadeia de polipeptideos (FVIII205/VWF031), a
primeira cadeia compreendendo FVIII de cadeia unica, em que uma
primeira XTEN é inserida imediatamente a jusante do residuo 18 que
corresponde a sequéncia madura do FVIII e uma segunda XTEN &€ in-
serida imediatamente a jusante do residuo 745 ("B") que corresponde
a sequéncia madura do FVIIl, e a segunda cadeia compreendendo o
fragmento VWF D’D3 ligado a uma regiao Fc.

[00052] Figura 15. Atividade de FVIII de rFVIII-XTEN/VWF e BDD-F
VIIl em camundongos DKO FVIII/VWEF. Atividade do FVIII de amostras
plasmaticas foi analisada por analise cromogénica do FVIII, e a curva
de regressao de atividade plasmatica de FVIII (eixo X) como uma fun-
¢ao do tempo (eixo Y) foi representada graficamente. A meia-vida de
rEVII-XTEN/VWF (FVIII-205/VWF-031) foi comparada com a de BDD-
FVIIl e rFVIIIFc.

[00053] Figura 16. Eficacia do heterodimeros 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 eficacia do FVIII169/VWF034,
FVI1205/VWF031 e BDD-FVIII. A perda de sangue mediana em ml por
200 IU/kg do FVIIIM69/VWF034 e FVIII205/VWF031 é comparada com
200 IU/kg de BDD-FVIIIl, 65 IU/kg de BDD-FVIII, 20 IU/kg de BDD-
FVIII, e veiculo.

DESCRICAO DETALHADA DA INVENCAO
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DEFINICOES

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

ou mais dessas entidades; por exemplo, "uma sequéncia de nucleoti-
deos", é entendida como representando um ou mais sequéncias de
nucleotideos. Como tal, os termos "uma" (ou "uma"), "uma ou mais" e
"pelo menos uma" podem ser aqui utilizados indistintamente.

[00055] O termo "polinucleotideo" ou "nucleotideo" destina-se a
abranger um &acido nucleico singular, bem como acidos nucleicos plu-
rais, e refere-se a uma molécula isolada de acido nucleico ou a cons-
tructo, por exemplo, RNA mensageiro (MRNA) ou de DNA de plasmi-
deo (pDNA). Em certas modalidades, um polinucleotideo compreende
uma ligagao fosfodiéster convencional ou uma ligagdo ndo convencio-
nal (por exemplo, uma ligacdo amida, como encontrado nos acidos
nucleicos peptidicos (PNA)). O termo "acido nucleico" refere-se a
qualquer um ou mais segmentos de acido nucleico, por exemplo, fra-
gmentos de DNA ou RNA presentes em um polinucleotideo. Por acido
nucleico ou polinucleotideo "isolado" entende-se uma molécula de aci-
do nucleico, DNA ou RNA, que tenha sido removida do seu ambiente
nativo. Por exemplo, um polinucleotideo recombinante que codifica um
polipeptideo de Fator VIIlI contido em um vetor € considerado isolado
para os fins da presente invengao. Outros exemplos de um polinucleo-
tideo isolado incluem polinucleotideos recombinante mantidos em cé-
lulas hospedeiras heterdlogas ou purificadas (parcialmente ou subs-
tancialmente) a partir de outros polinucleotideos em uma solugao. Mo-
léculas de RNA isoladas incluem transcritos de RNA in vivo ou in vitro
dos polinucleotideos da presente invencao. Polinucleotideos ou acidos
nucleicos isolados de acordo com a presente invengao incluem ainda
estas moléculas produzidas sinteticamente. Além disso, um polinucleo-
tideo ou um acido nucleico pode incluir elementos reguladores como

promotores, potencializadores, sitios de ligacdo ao ribossoma, ou si-
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nais de terminacao da transcri¢ao.

[00056] Como aqui utilizado, uma "regido de codificagdo" ou "se-
guéncia de codificacdo" é uma porcao de polinucleotideo que consiste
em cbddons traduziveis em aminoacidos. Embora um "cédon de termi-
nacao" (TAG, TGA, ou TAA) normalmente ndo seja traduzido em um
aminoacido, este pode ser considerado como fazendo parte de uma
regido de codificagdo, mas quaisquer sequéncias flanqueadoras, por
exemplo, promotores, sitios de ligagdo ao ribossoma, terminadores de
transcri¢cdo, introns e semelhantes, ndo sdo parte de uma regido de
codificagdo. Os limites de uma regido de codificacdo sdo geralmente
determinados por um codon de inicio no terminal 5, que codifica o
terminal amino do polipeptideo resultante, e um cédon de paragem da
traducao no terminal 3’, que codifica o terminal carboxil do polipeptideo
resultante. Duas ou mais regides de codificacdo da presente invencéo
podem estar presentes em um unico constructo de polinucleotideo, por
exemplo, em um unico vetor, ou em constructos de polinucleotideos
separados, por exemplo, em (diferentes) vetores separados. Segue-
se, entdo, que um unico vetor pode conter apenas uma unica regiao
de codificagdo, ou compreende duas ou mais regides de codificagao,
por exemplo, um unico vetor pode codificar um dominio A separada-
mente e um dominio B de ligagdo como descrito abaixo. Além disso,
um vetor, polinucleotideo ou acido nucleico da invengao pode codificar
regides de codificacdo heterélogas, fundidas ou ndo fundidas com um
acido nucleico que codifica um dominio de ligagao da invencgao. Regi-
oes de codificacdo heterdlogas incluem, sem limitacao elementos ou
motifs especializados, como um peptideo sinal de secre¢cdo ou um
dominio funcional heterdélogo.

[00057] Algumas proteinas secretadas por células de mamiferos
estdo associadas com um peptideo de sinal de secregao, que é cliva-

do a partir da proteina madura, uma vez a exportacdo da cadeia de
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proteina em crescimento em todo o reticulo endoplasmatico rugoso foi
iniciada. Os especialistas na técnica estao cientes de que os peptideos
de sinal sdo geralmente fundidos com o N-terminal do polipeptideo e
sdo clivados a partir de polipeptideo completo ou "de comprimento
completo" para produzir uma forma secretada ou "madura" do polipep-
tideo. Em certas modalidades, um peptideo de sinal nativo ou um deri-
vado funcional dessa sequéncia que retém a capacidade para dirigir a
secrecao do polipeptideo que € operativamente associado com esta.
Alternativamente, um peptideo de sinal de mamifero heterélogo, por
exemplo, um ativador do plasminogénio tecidual humano (TP A) ou
peptideo de sinal B-glucuronidase de camundongo, ou um derivado
funcional do mesmo, podem ser usados.

[00058] O termo "a jusante" refere-se a uma sequéncia de nucleoti-
deos que esta localizada 3’ a uma sequéncia de nucleotideos de refe-
réncia. Em certas modalidades, as sequéncias nucleotidicas a jusante
referem-se as sequéncias que se seguem ao ponto de partida da
transcrigao. Por exemplo, o cédon de iniciagdo da tradugao de um ge-
ne esta localizado a jusante do local de inicio da transcrigao.

[00059] O termo "a montante" refere-se a uma sequéncia de nu-
cleotideos que esta localizada 5’ a uma sequéncia de nucleotideos de
referéncia. Em certas modalidades, as sequéncias nucleotidicas a
montante referem-se as sequéncias que estido localizadas no lado 5’
da regido de codificagdo ou um ponto de partida da transcrigdo. Por
exemplo, a maioria dos promotores esta localizada a montante do sitio
do inicio da transcrigao.

[00060] Como aqui utilizado, o termo "regido reguladora" refere-se
as sequéncias de nucleotideos localizadas a montante (sequéncias
nao codificadoras 5’), dentro ou a jusante (sequéncias nido codificado-
ras 3’) de uma regido de codificagcdo, e que influenciam a transcrigao,

o processamento do RNA, a estabilidade, ou a tradugéo da regido de

Petic&io 870220077525, de 29/08/2022, pag. 40/308



35/292

codificacdo associada. As regides reguladoras podem incluir promoto-
res, sequéncias lider de tradugao, introns, sequéncias de reconheci-
mento de poliadenilacio, locais de processamento de RNA, sitios de
ligacéo efetoras e estruturas haste-alga. Se uma regido de codificagao
se destina a expressao em uma célula eucaridtica, um sinal de polia-
denilacdo e sequéncia de terminacdo da transcricdo estardo normal-
mente localizadas 3’ da sequéncia de codificagao.

[00061] Um polinucleotideo que codifica um produto de gene, por
exemplo, um polipeptideo, pode incluir um promotor e/ou outros ele-
mentos de controle de transcricdo ou de traducao operativamente as-
sociados com uma ou mais regides de codificagdo. Em uma associa-
¢ao operavel uma regido que codifica para um produto do gene, por
exemplo, um polipeptideo, esta associada com uma ou mais regides
reguladoras de tal modo que coloque a expressao do produto do gene
sob a influéncia ou o controle das regides reguladoras. Por exemplo,
uma regido de codificagdo e um promotor sao "operativamente associ-
adas", se a inducdo da fungao promotora resulta na transcricdo de
MRNA que codifica o produto do gene codificado pela regido de codifi-
cagao, e se a natureza da ligacao entre o promotor e a regido de codi-
ficacdo nao interfere com a capacidade do promotor para dirigir a ex-
pressdo do produto do gene ou interferir com a capacidade do molde
de DNA ser transcrito. Outros elementos de controle da transcrigao,
além de um promotor, por exemplo, potencializadores, operadores,
repressores, e sinais de terminagao da transcricdo, também podem ser
operativamente associados com uma regido de codificagao para dirigir
a expressao de produtos de genes direta.

[00062] Uma variedade de regides de controle da transcrigao € co-
nhecida aos especialistas na técnica. Estas incluem, entre outras, as
regides de controle da transcricdo que funcionam em células de verte-

brados, como, entre outras, promotor e segmentos potencializadores
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de citomegalovirus (0 promotor precoce imediato, em conjugagdo com
o intron-A), virus simio 40 (o promotor precoce), e retrovirus (como o
virus do sarcoma de Rous). Outras regides de controle da transcri¢ao
incluem aquelas derivadas a partir de genes de vertebrados, como a
actina, a proteina de choque térmico, o horménio de crescimento bovi-
no e B-globina de coelho, assim como outras sequéncias capazes de
controlar a expressao de genes em células eucaribticas. Regides de
controle de transcricao adequadas adicionais incluem promotores e
potencializadores especificos de tecidos, bem como promotores indu-
ziveis por linfoquina (por exemplo, promotores induziveis por interfe-
rons ou interleucinas).

[00063] Do mesmo modo, uma variedade de elementos de controle
de traducao é conhecida dos especialistas na técnica. Estes incluem,
entre outros, sitios de ligagao ao ribossoma e codons de iniciagao e de
terminacéo da traducéao, elementos derivados de picornavirus (particu-
larmente um sitio interno de entrada do ribossoma, ou IRES, também
referido como uma sequéncia CITE).

[00064] O termo "expressao", como aqui utilizado refere-se a um
processo pelo qual um polinucleotideo produz um produto de gene,
por exemplo, um RNA ou um polipeptideo. Este inclui, sem limitacao, a
transcricdo do polinucleotideo em RNA mensageiro (MRNA), RNA de
transferéncia (tRNA), RNA hairpin pequeno (shRNA), pequeno RNA
interferente (siRNA) ou qualquer outro produto de RNA e a traducéao
de um mRNA em polipeptideo. Expressao produz um "produto do ge-
ne." Como aqui utilizado, um produto do gene pode ser um acido nu-
cleico, por exemplo, um RNA mensageiro produzido por transcri¢ao de
um gene, ou um polipeptideo que é traduzido a partir de uma transcri-
cao. Os produtos de gene aqui descritos incluem ainda acidos nuclei-
cos com modificacbes pds-transcricionais, por exemplo, de poliadeni-

lacdo ou splicing, ou polipeptideos com modificagbes pos-traducionais,
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por exemplo, metilacéo, glicosilacéo, a adicdo dos lipideos, associagéo
com outras subunidades proteicas, ou clivagem proteolitica.

[00065] Um "vetor" refere-se a qualquer veiculo para a clonagem
elou transferéncia de um acido nucleico em uma célula hospedeira.
Um vetor pode ser um replicon ao qual outro segmento de acido nu-
cleico pode ser ligado de forma a provocar a replicagdo do segmento
ligado. Um "replicon" designa qualquer elemento genético (por exem-
plo, plasmideo, fago, cosmideo, cromossomo, virus) que funciona co-
mo uma unidade autdbnoma de replicagao in vivo, isto é capaz de repli-
cacio sob o seu proprio controle. O termo "vetor" inclui ambos os vei-
culos virais e ndo virais para introduzir o acido nucleico em uma célula
in vitro, ex vivo ou in vivo. Um grande numero de vetores é conhecido
e utilizado na técnica, incluindo, por exemplo, plasmideos, virus euca-
riticos modificados, ou virus bacterianos modificados. A insercédo de
um polinucleotideo em um vetor adequado pode ser conseguida por
ligacdo dos fragmentos de polinucleotideos adequados em um vetor
escolhido que tem extremidades coesivas complementares.

[00066] Os vetores podem ser modificados para codificar ou repor-
teres marcadores selecionaveis que permitam a selecao ou identifica-
cao de células que incorporaram o vetor. Expressdo de marcadores
selecionaveis ou reporteres permite a identificacdo e/ou selegcao de
células hospedeiras que incorporam e expressam outras regides de
codificagao contidas no vetor. Exemplos de genes marcadores seleci-
onaveis conhecidos e utilizados na técnica incluem: genes que forne-
cem resisténcia a ampicilina, estreptomicina, gentamicina, canamicina,
higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida, e semelhantes; e os genes
gue séo utilizados como marcadores fenotipicos, ou seja, 0s genes regu-
ladores de antocianina, gene da transferase de isopentanil, e seme-
Ihantes. Exemplos de repdrteres conhecidos e utilizados na técnica

incluem: luciferase (Luc), proteina fluorescente verde (GFP), cloranfe-
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nicol acetiltransferase (CAT), -galactosidase (LacZ), -glucuronidase
(GuS), e semelhantes. Os marcadores selecionaveis podem também
ser considerados como reporteres.

[00067] O termo "plasmideo" refere-se a um elemento extra-
cromosOmico frequentemente contendo um gene que ndo 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-
quéncias de replicagdo autbnoma, sequéncias integrando genoma,
sequéncias de nucleotideos ou de fagos, linear, circular, super-enrolado
ou, DNA ou de RNA de cadeia simples ou dupla, derivado de qualquer
fonte, nos quais um numero de sequéncias de nucleotideos foram uni-
das ou recombinadas em um unica constructo que é capaz de introdu-
zir um fragmento do promotor e a sequéncia de DNA para um produto
de gene selecionado, juntamente com a sequéncia 3’ apropriada nao
traduzida em uma célula.

[00068] Os vetores virais eucarioticos que podem ser usados inclu-
em, entre outros, vetores de adenovirus, vetores de retrovirus, vetores
de virus adeno-associados, e 0s poxvirus, por exemplo, vetores de
virus de vaccinia, vetores de baculovirus, ou vetores de virus de her-
pes. Os vetores ndo virais incluem plasmideos, lipossomas, lipideos
carregados eletricamente (citofectinas), complexos de DNA-proteina, e
biopolimeros.

[00069] Um "vetor de clonagem" refere-se a um "replicon", que é
uma comprimento unitario de um acido nucleico que replica sequenci-
almente e que compreende uma origem de replicagdo, como um plas-
mideo, fago ou cosmideo, ao qual outro segmento de acido nucleico
podem ser fixados de modo a provocar a replicagdo do segmento liga-
do. Certos vetores de clonagem sao capazes de replicacdo em um tipo
de célula, por exemplo, bactérias e expressao em outro, por exemplo,

células eucaridticas. Os vetores de clonagem compreendem geralmen-
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te uma ou mais sequéncias que podem ser utilizadas para a selecao
de células compreendendo o vetor e/ou um ou mais sitios de clona-
gem multiplos para inser¢do de sequéncias de acido nucleico de inte-
resse.

[00070] O termo "vetor de expressao" refere-se a um veiculo con-
cebido para permitir a expressdo de uma sequéncia de acido nucleico
inserida na sequéncia de insercdo em uma célula hospedeira. A se-
quéncia de acido nucleico inserida é colocada em associagao operavel
com regides reguladoras, como descrito acima.

[00071] Os vetores sé&o introduzidos em células hospedeiras atra-
vés de métodos bem conhecidos na técnica, por exemplo, transfeccgao,
eletroporagdo, microinjecao, transdugao, fusao celular, DEAE dextra-
no, precipitacdo com fosfato de calcio, lipofecgéo (fusdo de lisosoma),
utilizagdo 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 condigdes in vitro que permitam o crescimen-
to celular ou divisdo ou para manter as células em um estado vivo. "As
células em cultura", como aqui utilizado, significa células que séo pro-
pagadas in vitro.

[00073] Como aqui utilizado, o termo "polipeptideo" pretende inclui
um "polipeptideo" singular, bem como "polipeptideos" plurais e refere-
se a uma molécula composta por monémeros (aminoacidos) linear-
mente ligados por ligagbes de amida (também conhecidas como liga-
coes peptidicas). O termo "polipeptideo" refere-se a qualquer cadeia
ou cadeias de dois ou mais aminoacidos, e ndo se refere a um com-
primento especifico do produto. Assim, os peptideos, os dipeptideos,
tripeptideos, oligopeptideos, "proteina", "cadeia de aminoacidos", ou
qualquer outro termo utilizado para se referir a uma cadeia ou cadeias

de dois ou mais aminoacidos, estao incluidas dentro da definicdo de
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"polipeptideo”, e o termo "polipeptideo” pode ser usado em vez de, ou
de forma intercambiavel com qualquer um destes termos. O termo "po-
lipeptideo" também tem a intencdo de se referir aos produtos de modi-
ficagbes pos-expressdo do polipeptideo, incluindo, entre outros, glico-
silacdo, acetilagdo, fosforilagdo, amidagado, derivatizagdo por grupos
de protegao/bloqueadores conhecidos, clivagem proteolitica, ou por
modificagdo por aminoacidos que ndo ocorrem de forma natural. Um
polipeptideo pode ser derivado de uma fonte bioldgica singular ou pro-
duzido por tecnologia recombinante, mas ndo € necessariamente tra-
duzido a partir de uma sequéncia de acido nucleico designado. Ele
pode ser gerado de qualquer modo, incluindo por sintese quimica.
[00074] Um polipeptideo "isolado" ou um fragmento, variante ou de-
rivado do mesmo refere-se a um polipeptideo que nao esta no seu
meio natural. Nao € necessario qualquer nivel particular de purificacao.
Por exemplo, um polipeptideo isolado pode simplesmente ser removi-
do do seu ambiente nativo ou natural. Polipeptideos produzidos de
forma recombinante e proteinas expressas em células hospedeiras
sao considerados isolados para a finalidade da invengcdo, como sao os
polipeptideos nativos ou recombinantes que foram separados, fracio-
nados, ou parcialmente ou substancialmente purificados por qualquer
técnica adequada.

[00075] Também incluidos na presente invengao estdao os fragmen-
tos ou variantes de polipeptideos, e qualquer combinagdo dos mes-
mos. O termo "fragmento" ou "variante" quando se refere aos dominios
de ligacdo de polipeptideos ou moléculas de ligacdo da presente in-
vengao incluem quaisquer polipeptideos que retém pelo menos algu-
mas das propriedades (por exemplo, afinidade de ligacao ao FcRn pa-
ra um dominio de ligacdo ao FcRn ou variante Fc, a atividade de coa-
gulagao para uma variante FVIII, ou atividade de ligacdo do FVIII para

o fragmento de VWF) do polipeptideo de referéncia. Fragmentos de
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polipeptideos incluem fragmentos proteoliticos, bem como fragmentos
de delecdo, além de fragmentos de anticorpos especificos discutidos
aqui em outro ponto, mas nao incluem o polipeptideo de comprimento
total de ocorréncia natural (ou polipeptideo maduro). Variantes de do-
minios de ligagédo do polipeptideo ou moléculas de ligagéo da presente
invencéao incluem fragmentos, como descrito acima, e também polipep-
tideos com sequéncias de aminoacidos alteradas devido a substitui-
¢cdes de aminoacidos, dele¢des ou insercdes. As variantes podem ser
de ocorréncia natural ou ndo natural. As variantes que ndo ocorrem
naturalmente podem ser produzidas utilizando técnicas de mutagéne-
se conhecidas na técnica. Os polipeptideos variantes podem compre-
ender substituicdes, delecdes ou adicdbes de aminoacidos conservado-
ras ou nao 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 sao nor-
malmente fornecidas ao FVIII por VWF de comprimento completo, por
exemplo, impedindo a ativacao prematura do FVllla, evitando a proteé-
lise prematura, impedindo a associagdo com membranas fosfolipidicas
que poderiam levar a eliminagdo prematura, a prevengao da ligagao
aos receptores de eliminagcao do FVIIlI que podem se ligar ao FVIII nu,
mas nao a FVIII ligado a VWF, e/ou estabilizagcdo das interacdes da
cadeia pesada e da cadeia leve do FVIII.

[00077] Uma "substituicdo de aminoacidos conservadora" é aquela
em que o residuo de aminoacido € substituido por um residuo de ami-
noacido com uma cadeia lateral semelhante. As familias de residuos
de aminoacidos possuindo cadeias laterais semelhantes foram defini-
das na técnica, incluindo cadeias laterais basicas (por exemplo, lisina,
arginina, histidina), cadeias laterais acidas (por exemplo, acido aspar-

tico, acido glutamico), cadeias laterais polares sem carga (por exem-
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plo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina),
cadeias laterais ndo polares (por exemplo, alanina, valina, leucina, iso-
leucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptofano), cadeias laterais
beta-ramificadas (por exemplo, treonina, valina, isoleucina) e cadeias
laterais aromaticas (por exemplo, tirosina, fenilalanina, triptofano, histi-
dina). Assim, se um aminoacido em um polipeptideo é substituido por
outro aminoacido da mesma familia de cadeias laterais, a substituicdo
€ considerada conservadora. Em outra modalidade, uma cadeia de
aminoacidos pode ser conservadoramente substituida por uma cadeia
estruturalmente semelhante que difere em ordem e/ou a composi¢ao
dos membros da familia de cadeias laterais.

[00078] Como é conhecido na técnica, "identidade de sequéncia"
entre dois polipeptideos é determinada pela comparagao da sequéncia
de aminoacidos de um polipeptideo com a sequéncia de um segundo
polipeptideo. Quando aqui discutido, se qualquer polipeptideo em par-
ticular é pelo menos cerca de 50%, 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%,
95%, 99%, ou 100% idéntico a outro polipeptideo 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, Versao 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
sequéncias. Quando se utiliza o BESTFIT ou qualquer outro programa
de alinhamento de sequéncias para determinar se uma sequéncia em
particular é, por exemplo, 95% idéntica a uma sequéncia de referéncia
de acordo com a presente invencao, os parametros sao ajustados, na-
turalmente, de tal modo que a percentagem de identidade € calculada

sobre o comprimento total da sequéncia polipeptidica de referéncia e
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gue as lacunas na homologia de até 5% do numero total de aminoaci-
dos na sequéncia de referéncia sejam permitidas.

[00079] Como aqui utilizado, um "aminoacido correspondente a" ou
um "equivalente de aminoacidos" em uma sequéncia de VWF ou uma
sequéncia de proteina FVIII é identificada por alinhamento para maxi-
mizar a identidade ou semelhanca entre uma primeira sequéncia de
VWF ou FVIII e um segundo VWF ou sequéncia do FVIII. O numero
utilizado para identificar um aminoacido equivalente, com uma segun-
da sequéncia de VWF ou o FVIII é baseado no numero utilizado para
identificar o aminoacido correspondente na primeira sequéncia de
VWEF ou o FVIII.

[00080] Como aqui utilizado, o termo "sitio de insercao do" refere-se
a uma posicdo de um polipeptideo do FVIII, ou fragmento do mesmo,
variante, ou derivado, que é imediatamente a jusante da posi¢cao em
que uma fragcdo heterdloga pode ser inserida. Um "sitio de insergéo" é
especificado como um ndmero, o numero € o numero do aminoacido
em FVIII nativo maduro (SEQ ID NO: 4) para a qual o sitio de insergao
corresponde, o0 que € imediatamente N-terminal para a posicdo da in-
sercao. Por exemplo, a frase "a3 compreende uma XTEN em um sitio
de insercdo que corresponde ao aminoacido 1656 da SEQ ID NO: 4"
indica que a fragao heterdloga esta localizada entre dois aminoacidos
correspondentes ao aminoacido 1656 e o aminoacido 1657 da SEQ ID
NO: 4.

[00081] A frase "imediatamente a jusante de um aminoacido", como
aqui utilizada refere-se a posic¢ao ao lado direito do grupo carboxil ter-
minal do aminoacido. Da mesma forma, a frase "imediatamente a mon-
tante de um aminoacido" refere-se a posicdo ao lado direito do grupo
amina terminal do aminoacido. Portanto, a frase "entre dois aminoaci-
dos de um sitio de inser¢céo" como aqui utilizada refere-se a uma posi-

cao em que € inserida uma XTEN ou qualquer outro polipeptideo entre
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dois aminoacidos adjacentes. Assim, as frases "inserido imediatamen-
te a jusante de um aminoacido" e "inserido entre dois aminoacidos de
um sitio de insergédo" sdo utilizadas como sinbnimos com "inserido em
um sitio de insergao."

[00082] Os termos "inserido", "é inserido", "inserido em" ou termos
gramaticalmente relacionados, como aqui utilizados referem-se a posi-
cao de uma XTEN em um polipeptideo quimérico em relagao a posi-
¢ao analoga no Fator VIII humano maduro nativo. Como aqui utilizado,
os termos referem-se as caracteristicas do polipeptideo FVIII recombi-
nante em relagao ao FVIIl humano nativo maduro, e nao indicam, im-
plicam em ou inferem quaisquer métodos ou processos pelos quais o
polipeptideo quimérico foi preparado. Por exemplo, em referéncia a um
polipeptideo quimérico aqui proporcionado, a frase "uma XTEN é inse-
rida imediatamente a jusante do residuo 745 do polipeptideo do FVIII"
significa que o polipeptideo quimérico compreende uma XTEN imedia-
tamente a jusante de um aminoacido que corresponde ao aminoacido
745 em Fator VIII humano maduro nativo, por exemplo, delimitado pe-
los aminoacidos correspondentes aos aminoacidos 745 e 746 do Fator
VIl humano maduro nativo.

[00083] Uma "fusdo" ou proteina "quimérica" compreende uma pri-
meira sequéncia de aminoacidos ligada a uma segunda sequéncia de
aminoacidos com a qual nao esta naturalmente ligada na natureza. As
sequéncias de aminoacidos que normalmente existem em proteinas
separadas podem ser reunidas no polipeptideo de fusdo, ou as se-
guéncias de aminoacidos que existem normalmente na mesma protei-
na pode ser colocadas em um novo arranjo no polipeptideo de fuséo,
por exemplo, fusdo de um dominio do Fator VIII da invencdo com um
dominio Fc de Ig. Uma proteina de fusao é criada, por exemplo, por
sintese quimica, ou através da criacao e traducdo de um polinucleoti-

deo em que as regides peptidicas sdo codificadas na relagdo deseja-

Petic&io 870220077525, de 29/08/2022, pag. 50/308



45/292

da. Uma proteina quimérica pode compreender ainda uma segunda
sequéncia de aminoacidos associada com a primeira sequéncia de
aminoacidos por uma ligagao covalente, ligacdo nao peptidica, ou uma
ligacdo ndo covalente.

[00084] Como aqui utilizado, o termo "meia-vida" refere-se a uma
meia-vida biolégica de um polipeptideo particular in vivo. A meia-vida
pode ser representada pelo tempo necessario para que metade da
quantidade administrada a um sujeito seja eliminada da circulagao
e/ou de outros tecidos do animal. Quando uma curva de eliminagao de
um determinado polipeptideo é construida como uma fungdo do tem-
po, a curva é geralmente bifasica com uma fase a- rapida e uma fase 3
mais longa. A fase a representa tipicamente um equilibrio do polipepti-
deo Fc administrado entre o espaco intra e extra-vascular e € em par-
te, determinada pelo tamanho do polipeptideo. A fase B representa
tipicamente o catabolismo do polipeptideo no espaco intravascular. Em
algumas modalidades, FVIII e proteinas quiméricas compreendendo
FVIII sdo monofasicas, e, portanto, ndo tém uma fase alfa, mas ape-
nas a fase beta Unica. Por isso, em certas modalidades, a meia-vida
do termo como aqui utilizado refere-se a meia-vida do polipeptideo na
fase B. A meia-vida de fase [ tipica de um anticorpo humano em seres
humanos é de 21 dias.

[00085] O termo "ligado", como aqui utilizado refere-se a uma pri-
meira sequéncia de aminoacidos ou sequéncia de nucleotideos de
forma covalente ou ndo covalentemente unida a uma segunda se-
quéncia de sequéncia de aminoacidos ou nucleotideos, respectiva-
mente. A primeira sequéncia de aminoacidos ou de nucleotideos pode
ser diretamente unida ou justaposta a segunda sequéncia de aminoa-
cido ou nucleotideos ou, alternativamente, uma sequéncia intervenien-
te pode juntar-se covalentemente a primeira sequéncia com a segunda

sequéncia. O termo "ligado" significa ndo s6 uma fusdo de uma primei-
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ra sequéncia de aminoacidos a uma segunda sequéncia de aminoaci-
dos no C-terminal ou em N-terminal, mas também inclui a insercao de
toda a primeira sequéncia de aminoacidos (ou a segunda sequéncia
de aminoacidos) em quaisquer dois aminoacidos na segunda sequén-
cia de aminoacidos (ou a primeira sequéncia de aminoacidos, respec-
tivamente). Em uma modalidade, a primeira sequéncia de aminoacidos
pode ser ligada a uma segunda sequéncia de aminoacidos por uma
ligagcédo peptidica ou um ligante. A primeira sequéncia de nucleotideos
que pode ser ligada a uma segunda sequéncia de nucleotideos por
uma ligacao fosfodiéster ou um ligante. O ligante pode ser um pepti-
deo ou um polipeptideo (para cadeias de polipeptideos) ou um nucleo-
tideo ou uma cadeia de nucleotideos (para cadeias de nucleotideos)
ou qualquer fragdo quimica (para ambas as cadeias de polipeptideo e
de polinucleotideos). O termo "ligado" também € indicado por um hifen
(-)-

[00086] Como aqui utilizado, o termo "associado com" refere-se a
uma ligagdo covalente ou ligacdo ndo covalente formada entre uma
primeira cadeia de aminoacido e uma segunda cadeia de aminoacidos.
Em uma modalidade, o termo "associado com" significa uma ligacao
covalente, ligagao nao peptidica, ou uma ligagdo nao covalente. Esta
associagao pode ser indicada por dois pontos, ou seja, (:). Em outra
modalidade, isso significa uma ligagao covalente, exceto uma ligacao
peptidica. Por exemplo, o aminoacido cisteina compreende um grupo
tiol que pode formar uma ligagao dissulfeto ou uma ponte com um gru-
po tiol de um segundo residuo de cisteina. Na maioria das moléculas
de 1gG ocorrendo naturalmente, as regides CH1 e CL estdo associa-
das por uma ligacao de dissulfeto e as duas cadeias pesadas estao
associadas por duas ligacdes dissulfeto nas posi¢cdes correspondentes
a 239 e 242 utilizando o sistema de numeragao de Kabat (posicéo 226

ou 229, sistema de numeracgao EU). Exemplos de ligacdes covalentes
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incluem, entre outras, uma ligagao peptidica, uma ligacdo de metal,
uma ligagéo de hidrogénio, uma ligacao dissulfeto, uma ligagdo sigma,
uma ligacéo pi, uma ligagédo delta, uma ligagao glicosidica, uma liga-
¢ao agnostica, uma ligagdo curvada, uma ligagcéo dipolar, uma Back-
bond Pi, uma ligagdo dupla, uma ligacédo tripla, uma ligacdo quadrupla
vinculo, ligagdo quadrupla quintupla, ligagdo quadrupla séxtupla, con-
jugacgao, hiperconjugagao, aromaticidade, hapticidade, ou anti-ligagao.
Exemplos nao limitantes de ligagao nao covalente incluem uma ligagao
iGnica (por exemplo, ligagdo cation-pi ou ligagéo sal), uma ligagédo me-
tal, uma ligacdo de hidrogénio (por exemplo, ligacdo di-hidrogénio,
complexo hidratado, ligacdo de hidrogénio de baixa barreira, ou liga-
¢ao de hidrogénio simétrica), forca de van der Walls, forca disperséo
London, uma ligagdo mecanica, um vinculo de halogénio, aurofilicida-
de, intercalagdo, empilhamento, forca entrdpica, ou polaridade quimi-
ca.

[00087] O termo "hibrido mondmero-dimero" aqui utilizado refere-se
a uma proteina quimérica compreendendo uma primeira cadeia de po-
lipeptideos e uma segunda cadeia de polipeptideos, que estao associ-
ados uns aos outros por uma ligagao dissulfeto, em que a primeira ca-
deia compreende um fator de coagulacéo, por exemplo, Fator VIII, e
uma primeira regido Fc e a segunda cadeia compreende, consiste es-
sencialmente em, ou consiste em uma segunda regidao Fc sem o fator
de coagulagdo. O constructo hibrido monémero-dimero € assim um
hibrido compreendendo um aspecto monémero possuindo apenas um
dos fatores de coagulagao e um aspecto dimero possuindo duas regi-
Oes Fc.

[00088] Como aqui utilizado, o termo "sitio de clivagem" ou "sitio de
clivagem enzimatica" refere-se a um sitio reconhecido por uma enzima.
Certos sitios de clivagem enzimaticas compreendem um local de proces-

samento intracelular. Em uma modalidade, um polipeptideo possui um
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sitio de clivagem enzimatica clivado por uma enzima que é ativada du-
rante a cascata de coagulacgéo, de tal modo que a clivagem de tais lo-
cais ocorre no local da formagdo do coagulo. Exemplos de tais sitios
incluem, por exemplo, os que foram reconhecidos pela trombina, Fator
Xla ou Fator Xa. Sitios de clivagem FXla exemplificativos incluem, por
exemplo, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 45) e SVSQTSKLTR (SEQ ID
NO: 46). Sitios 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 (aminoacidos 1 a 5 de SEQ ID
NO: 50). Outros sitios de clivagem enzimaticos sdo conhecidos na
técnica.

[00089] Como aqui utilizado, o termo "sitio de processamento” ou
"sitio de processamento intracelular" refere-se a um tipo de sitio de
clivagem enzimatica em um polipeptideo que € um alvo para as enzi-
mas que funcionam apés a traducao do polipeptideo. Em uma modali-
dade, ditas enzimas funcionam durante o transporte a partir do limen
de Golgi para o compartimento de trans-Golgi. Enzimas de processa-
mento de polipeptideos intracelulares clivam antes da secrecao da
proteina a partir da célula. Exemplos de ditos sitios de processamento
incluem, por exemplo, os que sido alvo de familia de endopeptidases
PACE/furina (onde PACE é um acrénimo para Enzima de Clivagem de
Aminodacidos basicos Pareados). Estas enzimas estdo localizadas na
membrana de Golgi e clivam as proteinas no lado do terminal carboxil
do motif de sequéncia Arg [qualquer residuo] - (Lys ou Arg)-Arg. Como
aqui utilizado, a familia "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 PCSKY7
(também conhecida como PC7/LPC, PC8, ou SPC7). Outros sitios de

Peticaio 870220077525, de 29/08/2022, pég. 54/308



49/292

processamento sao conhecidos na técnica.

[00090] Em constructos que incluem mais de um processamento ou
sitio de clivagem, sera entendido que tais locais podem ser iguais ou
diferentes.

[00091] O termo "Furina" refere-se as enzimas correspondentes a
EC N.° 3.4.21.75. A furina é convertase de pro-proteina tipo subtilisina,
que também é conhecida como PACE (Enzima de Clivagem de Ami-
noacidos basicos Emparelhados). Furina exclui segbes de proteinas
precursoras inativas para converté-las em proteinas biologicamente
ativas. Durante o seu transporte intracelular, pré-peptideo 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 sequéncia de nucleotideos que codifica
furina pode ser expressa juntamente com a sequéncia de nucleotideos
que codifica um fragmento de VWF de modo que os dominios D1D2
podem ser clivados intracelularmente por furina.

[00092] Em constructos que incluem mais de um sitio de processa-
mento ou clivagem, sera entendido que tais sitios podem ser iguais ou
diferentes.

[00093] Um "ligante processavel" como aqui utilizado refere-se a
um ligante que compreende, pelo menos um sitio de processamento
intracelular, o qual é descrito aqui em outro local.

[00094] Disturbios hemostaticos, como aqui utilizado, significam
uma condi¢do herdada geneticamente ou adquirida caracterizada por
uma tendéncia para hemorragia, espontaneamente ou como resultado
de um trauma, devido a uma diminuigdo da capacidade ou incapacida-
de para formar um coagulo de fibrina. Exemplos de tais disturbios in-
cluem a hemofilias. As trés formas principais sdo hemofilia A (deficién-
cia do Fator VIII), hemofilia B (deficiéncia do fator IX ou "doenca de

Christmas") e hemofilia C (deficiéncia do fator Xl, tendéncia de san-
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gramento leve). Outros disturbios de hemostasia incluem, por exem-
plo, doenga de Von Willebrand, a deficiéncia do fator Xl (deficiéncia
PTA), deficiéncia de Fator Xll, deficiéncias ou anormalidades estrutu-
rais em fibrinogénio, protrombina, Fator V, Fator VII, Fator X, ou Fator
XIll, sindrome de Bernard-Soulier, que € um defeito ou deficiéncia em
GPIb. GPIb, o receptor para VWF, pode estar com defeito e levar a
falta de formagédo de coagulos primarios (hemostasia primaria) e ten-
déncia de aumento de sangramento), e trombastenia de Glanzman e
Naegeli (trombastenia de Glanzmann). Em pacientes com insuficiéncia
hepatica (formas agudas e crdnicas), ha insuficiente producéo de fato-
res de coagulacéo pelo figado; isso pode aumentar o risco de sangra-
mento.

[00095] As moléculas quiméricas da invengao podem ser utilizadas
profilaticamente. Como aqui utilizado, o termo "tratamento profilatico"
refere-se a administracdo de uma molécula antes de um episédio he-
morragico. Em uma modalidade, o sujeito que precisa de um agente
hemostatico geral € submetido, ou esta prestes a passar por uma ci-
rurgia. A proteina quimérica da invengédo pode ser administrada antes
ou depois de cirurgia como um profilatico. A proteina quimérica da in-
vengao pode ser administrada durante ou apos a cirurgia para contro-
lar um episédio de sangramento agudo. A cirurgia pode incluir, entre
outras, transplante do figado, a ressec¢do hepatica, procedimentos
dentarios, ou transplante de células-tronco.

[00096] A proteina quimérica da invengcdo € também usada para
tratamento sob demanda. O termo "tratamento sob demanda" refere-
se a administracdo de uma molécula quimérica em resposta aos sin-
tomas de um episddio de sangramento ou antes de uma atividade que
pode provocar sangramento. Em um aspecto, o tratamento sob de-
manda pode ser dado a um individuo quando hemorragia comecga,

como depois de uma lesédo, 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 episddio de sangramento independentemente da causa sub-
jacente. Por exemplo, um sujeito pode ter trauma, uremia, um disturbio
de doenga hemorragica hereditaria (por exemplo, deficiéncia do fator
VII), um disturbio de plaquetas, ou resisténcia devido ao desenvolvi-
mento de anticorpos de fatores de coagulagao.

[00098] Tratar, tratamento, tratando, como usado aqui referem-se a,
por exemplo, reducédo da gravidade de uma doencga ou condicao; a re-
ducdo na duragao de um curso da doencga; a melhoria de um ou mais
sintomas associados com uma doenca ou condi¢cio; o fornecimento de
um efeito benéfico a um sujeito com uma doenga ou condi¢gdo, sem
necessariamente a cura da doenga ou condicao, ou a profilaxia de um
ou mais sintomas associados com uma doenca ou condicdo. Em uma
modalidade, o termo "tratar" ou "tratamento" significa a manutencao de
um nivel minimo de FVIII pelo menos cerca de 1 1U/dL, 2 IU/dL, 3
IU/dL, 4 1U/dL, 5 1U/dL, 6 IU/dL, 7 IU/dL, 8 IU/dL, 9 IU/dL, 10 IU/dL, 11
IU/dL, 12 1U/dL, 13 IU/dL, 14 IU/dL, 15 1U/dL, 16 1U/dL, 17 IU/dL, 18
IU/dL, 19 IU/dL, ou 20 IU/dL em um sujeito por administracédo de uma
proteina quimérica ou um fragmento de VWF da inveng¢do. Em outra
modalidade, o tratamento ou tratar significa a manutencdo de um nivel
minimo 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 |U/dL. O
tratamento ou tratar uma doenga ou condi¢do pode também incluir a

manutencao da atividade do FVIIl em um sujeito a um nivel compara-
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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 FVIIl em um sujeito ndo hemofilico. O nivel minimo ne-
cessario para a o tratamento pode ser medido por um ou mais méto-
dos conhecidos e pode ser ajustado (aumentado ou diminuido) para
cada pessoa.

PROTEINAS QUIMERICAS

[00099] A presente invencdo é dirigida a estender a meia-vida de

uma proteina do Fator VIII utilizando um fragmento de VWF e uma se-
quéncia XTEN por prevencido ou inibicdo de um fator limitante de
meia-vida do FVIII, ou seja, o VWF enddgeno, de se associar com a
proteina FVIIl. VWF enddégeno se associa com cerca de 95% a cerca
de 98% do FVIIl em complexos ndo covalentes. Enquanto VWF endé-
geno é um fator limitante da meia-vida do FVIIl, VWF enddgeno ligada
a uma proteina FVIII € também conhecido por proteger o FVIII de va-
rias maneiras. Por exemplo, o VWF de comprimento total (como um
multimero possuindo cerca de 250 kDa) pode proteger o FVIII a partir
de clivagem de protease e de ativagao do FVIII, estabiliza a cadeia pe-
sada e/ou cadeia leve de FVIII, e impede a eliminagao do FVIII por re-
ceptores limpadores. Mas, ao mesmo tempo, VWF enddgeno limita a
meia-vida do FVIIlI por prevencao da pinocitose e eliminando o com-
plexo FVIII -VWF a partir do sistema através da via de eliminagao de
VWE. Acredita-se, embora nio ligado por uma teoria, que o VWF en-
doégeno é um fator limitante da meia-vida que impede a meia-vida de
uma proteina 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 invencao ¢é dirigida para prevenir ou inibir a interagao
entre VWF enddégeno e uma proteina FVIII utilizando um fragmento de
VWEF, aumentando assim a meia-vida da proteina FVIII, utilizando uma

sequéncia de XTEN sozinha ou uma sequéncia XTEN em combinagao
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com uma regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma. A sequén-
cia XTEN pode ser ligada a proteina FVIIl ou ao fragmento de VWF. A
proteina FVIII associada com o fragmento de VWF € assim, eliminada
da circulacido mais lentamente por um ou mais receptores de elimina-
¢ao de VWF e, em seguida, pode ter a extensdo pode da meia-vida
completa da sequéncia XTEN ou a sequéncia XTEN em combinagao
de regiao constante de Ig, como em comparagao com tipo selvagem
do FVIIl ou uma proteina FVIII sem o fragmento de VWF.

[000100] Em uma modalidade, um fragmento de VWF esta associa-
do (ou ligado) com a proteina FVIII por uma ligagdo covalente ou uma
ligacdo ndo covalente. Em alguns casos, no entanto, o bloqueio fisico
ou associagao quimica (por exemplo, ligagdo ndo covalente) entre o
fragmento de VWF e a proteina FVIII pode ndo ser suficientemente
forte para proporcionar um complexo estavel compreendendo a protei-
na FVIIl e o fragmento de VWF, na presenga de VWF endégeno. Por
exemplo, um fragmento de VWF formando uma ligagao covalente com
uma proteina FVIIl sem quaisquer outras ligagdes podem ser facilmen-
te dissociado in vivo da proteina FVIII na presenga de VWF endoégeno,
substituindo o fragmento de VWF (por exemplo, VWF recombinante,
ou seja, r'VWF) com VWF endégeno. Portanto, a proteina FVIII ndo
covalentemente ligada ao VWF enddgeno poderia passar pela via de
eliminacdo de VWF e ser prontamente eliminada do sistema. A fim de
evitar a dissociagdo do fragmento de VWF com a proteina FVIII, em
algumas modalidades, a associagao ou a ligagao entre a proteina FVIII
e o fragmento de VWF é uma ligagao covalente, por exemplo, uma li-
gagao peptidica, um ou mais aminoacidos, ou uma ligagao dissulfeto.
Em certas modalidades, a associagao (ou seja, a ligagao) entre o ad-
juvante e a fracao de proteina FVIII € uma ligacdo peptidica ou um li-
gante entre a proteina FVIIl e o fragmento de VWF ("ligante

FVIIIIVWEF"). Exemplos nao limitativos do ligante sdo aqui descritas em
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outro local. Em algumas modalidades, o fragmento de VWF & um poli-
peptideo 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 aminoacidos. Exemplos nao limitati-
vos do fragmento de VWF sao aqui descritos em outro local.

[000101] Em certas modalidades, o fragmento de VWF quimicamen-
te (por exemplo, ndo covalente) liga-se a ou fisicamente bloqueia um
ou mais sitios de ligacdo de VWF em uma proteina FVIII. O sitio de
ligacdo de VWF em uma proteina FVIII esta localizado dentro do do-
minio A3 ou dominio C2 da proteina FVIII. Em ainda outras modalida-
des, o sitio de ligacdo de VWF em uma proteina FVIII esta localizado
dentro do dominio A3 e dominio C2. Por exemplo, o sitio de ligagao de
VWF em uma proteina FVIII pode corresponder aos aminoacidos 1669
a 1689 e/ou 2303 a 2332 de SEQ ID NO: 4 [FVIIIl maduro de compri-
mento completo].

[000102] A invencdo também proporciona uma proteina quimérica
(compreendendo uma proteina FVIII e um fragmento de VWF) com-
preendendo ainda uma ou mais sequéncias de XTEN, que fornecem
propriedades adicionais de extensdo da meia-vida. As uma ou mais
sequéncias de XTEN podem ser inseridas no interior da proteina FVIII
ou o fragmento de VWF ou ligadas ao N-terminal ou o C-terminal da
proteina FVIII ou o fragmento de VWF. A invengao também inclui uma
proteina FVIII ligada a uma sequéncia XTEN (uma primeira fragao que
estende a meia-vida) e uma regido constante de Ig ou uma fragdo da
mesma (uma segunda fracdo que estende a meia-vida), de modo que
as duas fragdes que estendem a meia-vida estendem a meia-vida da
proteina FVIII por dois mecanismos diferentes.

[000103] Em algumas modalidades, uma proteina quimeérica com-

preende uma proteina FVIII ligada a uma primeira regido constante de
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Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, um primeiro parceiro de li-
gagao ao FcRn), um fragmento de VWF ligado a uma segunda regiéao
constante de Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, um segundo
parceiro de ligagdo ao FcRn), e uma ou mais sequéncias de XTEN in-
seridas ou ligadas a proteina FVIIl ou o fragmento de VWF, em que o
fragmento de VWF impede o fator limitante da meia-vida do FVIII (por
exemplo, VWF enddgeno) de ligagéao a proteina FVIII, em que as pri-
meira e segunda regides constantes de Ig ou fragbes das mesmas
formam uma ligagdo covalente, por exemplo, uma ligagao dissulfeto, e
as uma ou mais sequéncias de XTEN estendem a meia-vida da prote-
ina FVIII.
[000104] Em certas modalidades, uma proteina quimérica da inven-
¢do compreende uma proteina FVIII ligada a um fragmento de VWF
por um ligante opcional (ou seja, ligante FVIII/VWF) e uma ou mais
sequéncias de XTEN inseridas ou ligadas a proteina 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 endégeno) de se ligar a
proteina FVIIl e as uma ou mais sequéncias XTEN estendem a meia-
vida da proteina FVIIl. 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 si-
tio clivavel. Exemplos da ligante de clivagem (isto € um ligante conten-
do um ou mais sitios de clivagem) s&o aqui descritas em outro local.
[000105] A proteina quimérica da presente invencao inclui, entre ou-
tros:

(1) um fragmento de VWF que compreende um dominio D’
e um dominio D3, uma sequéncia XTEN, e FVIII, em que a sequéncia
XTEN esta ligada ao fragmento de VWF;

(2) uma proteina FVIIl, uma sequéncia XTEN, e uma regiao

constante de Ig ou uma fragdo da mesma, em que a proteina FVIII é
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ligada a uma sequéncia XTEN e regido constante de Ig ou a uma fra-
¢ao da mesma, ou

(3) uma proteina FVIIl, uma sequéncia XTEN, e um frag-
mento de VWF, em que a sequéncia XTEN esta ligada a proteina FVIII
no C-terminal ou no N-terminal ou inserido imediatamente a jusante de
um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou mais sitios de insergao
de XTEN) do FVIII, e o fragmento de VWF e proteina FVIII estdo asso-
ciadas umas com as outras.
(1) Fragmento de Fator de Von Willebrand (VWF) ligado a XTEN, e FVIII

[000106] A presente invencdo é dirigida a uma proteina quimérica

compreendendo (i) um fragmento de VWF compreendendo um domi-
nio D’ e um dominio D3 de VWF, (ii) uma sequéncia de XTEN, e (iii)
uma proteina FVIII, em que (i), (ii) e (iii) sdo ligados ou associados
com cada outro. O fragmento de VWF ligado a sequéncia XTEN, como
uma parte de uma proteina quimeérica na presente invencio, associa-
se com a proteina FVIII, prevenindo assim ou inibindo a interacdo en-
tre VWF enddgeno e a proteina FVIII. Em certas modalidades, o frag-
mento de VWF, o qual é capaz de prevenir ou inibir a ligagéo da prote-
ina FVIIl com VWF endogeno, pode ao mesmo tempo ter pelo menos
uma propriedade de protecao do FVIII tipo o VWF. Exemplos de pro-
priedades de protecao de FVIII tipo VWF incluem, entre outros, prote-
cao do FVIIl da clivagem por protease e ativagao do FVIII, estabilizan-
do a cadeia pesada e/ou a cadeia leve do FVIII, e impedindo a elimi-
nacao do FVIII por receptores limpadores. Como resultado, o fragmen-
to de VWF pode impedir a eliminagao da proteina FVIII através da via
de eliminacdo de VWF, reduzindo assim a eliminacao do FVIII a partir
do sistema circulatério. Em algumas modalidades, os fragmentos de
VWEF da presente invengédo ligam-se a, ou estdo associados a uma
proteina do FVIII e/ou fisicamente ou quimicamente bloqueiam o sitio

de ligagdo de VWF na proteina FVIII. A proteina FVIIl associada com o
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fragmento de VWF ¢ assim, eliminada da circulagdo mais lentamente,
em comparagao com a de tipo selvagem do FVIII ou o FVIII ndo asso-
ciado com o fragmento de VWF.

[000107] Em uma modalidade, a invengao € dirigida a uma proteina
quimérica compreendendo (i) um fragmento de VWF que compreende
o dominio D’ e o dominio D3 de VWEF, (ii) uma sequéncia de XTEN, e
(iif) uma proteina FVIIl, em que a sequéncia XTEN esta 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 sequéncia de
XTEN), e o fragmento de VWF esta ligado ou associado com a protei-
na FVIIl. Em outra modalidade, o fragmento de VWF e a sequéncia
XTEN podem ser ligados por um ligante (por exemplo, (a3) V-L-X ou
(a4) X-L-V) ou uma ligacédo peptidica. O ligante pode ser um ligante
clivavel, por exemplo, um ligante clivavel por trombina, que pode ser
clivado no sitio de coagulagdo. Em outras modalidades, o fragmento
de VWF, a sequéncia XTEN, e a proteina FVIIl sdo colocadas em uma
unica cadeia de polipeptideos. Em ainda outras modalidades, a protei-
na quimérica compreende duas cadeias de polipeptideos, uma primei-
ra cadeia que compreende o fragmento de VWF e a sequéncia XTEN
e uma segunda cadeia compreendendo a proteina FVIIl. Em ainda ou-
tras modalidades, a proteina quimérica compreende trés cadeias de
polipeptideos, uma primeira cadeia que compreende o fragmento de
VWEF e a sequéncia XTEN, uma segunda cadeia compreendendo uma
cadeia leve do FVIIl e uma terceira cadeia compreendendo uma ca-
deia pesada do FVIII, em que a primeira cadeia e a segunda cadeia
sdo associadas umas com as outras (por exemplo, ligacdo covalente,
por exemplo, ligagao dissulfeto), e a segunda corrente e a terceira cor-
rente sdo associadas umas com as outras (por exemplo, ligacdo de
metal). Em ainda outras modalidades, a sequéncia 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 aminoacidos do fragmento de
VWE.
[000108] Em certas modalidades, uma proteina quimérica da inven-

cao compreende uma férmula compreendendo:

(@  V-X-FVIII,
()  FVII-X-V,
)  V-X:FVII,
d)  X-V:FVII,
()  FVII:V-X,
()  FVIIX-V, ou
(@5)  X-V-FVIII,

em que V compreende um fragmento de VWF,

X compreende uma ou mais sequéncias de XTEN,

FVIII compreende uma proteina FVIII;

(-) representa uma ligagéao peptidica ou um ou mais amino-
acidos; e

(:) € uma associagao quimica ou uma associagao fisica. Em
uma modalidade, (:) representa uma associagao quimica, por exemplo,
pelo menos uma ligagao nao peptidica. Em outra modalidade, a asso-
ciagao quimica, isto é (:) € uma ligagcdo covalente. Em outras modali-
dades, a associagao quimica, isto é (:) € uma interagdo ndo covalente,
por exemplo, uma interagao iénica, uma interacdo hidrofébica, uma
interacdo hidrofilica, uma interacdo de Van der Waals, ou uma ligacao
de hidrogénio. Em outras modalidades, (:) € uma ligagdo covalente
nao peptidica. Em ainda outras modalidades, (:) € uma ligacao peptidi-
ca. Em ainda outras modalidades, (:) representa uma associacao fisica
entre duas sequéncias, em que uma fragdo de uma primeira sequéncia
esta em estreita proximidade a uma segunda sequéncia de tal modo
gue a primeira sequéncia protege ou bloqueia uma fragao da segunda

sequéncia de interagir com outra fracdo e, além disso, que esta asso-
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ciacao fisica € mantida, sem permitir que a segunda sequéncia interaja
com outras fragdes. A orientagao das formulas polipeptidicas aqui refe-
ridas é a partir de N-terminal (esquerda) para C-terminal (a direita). Por
exemplo, a férmula V-X-FVIII significa férmula NH2-V-X-FVIII-COOH.
Em uma modalidade, as formulas aqui descritas podem compreender
quaisquer sequéncias adicionais entre as duas fragdes. Por exemplo,
a formula V-X-FVIII pode ainda compreender quaisquer sequéncias na
regiao N-terminal de V entre V e X, entre X e FVIII, ou em C-terminal
do FVIIl, a menos que especificado de outra forma. Em outra modali-
dade, o hifen (-) indica uma ligagéo peptidica.
[000109] Em outras modalidades, uma proteina quimérica da inven-
cao compreende uma férmula compreendendo:

(a) V(X1)-X2-FVIlI,

(b) FVIII-X2-V(X1),

(c) V(X1):FVIII,

(d) FVII:V(X1), ou

(@d) X2-V(X1)-FVII,
em que V (X1) compreende um fragmento de VWF e uma primeira se-
quéncia XTEN (X1), em que a sequéncia XTEN é inserida imediata-
mente a jusante de um ou mais aminoacidos do fragmento de VWF,

X2 compreende uma ou mais sequéncias XTEN opcionais,

FVIII compreende uma proteina FVIII;

(-) € uma ligacao peptidica ou um ou mais aminoacidos; e

(:) € uma associagcado quimica ou uma associacao fisica.
[000110] Em algumas modalidades, uma proteina quimérica que
compreende (i) um fragmento de VWF que compreende um dominio D’
e um dominio D3 de VWEF, (ii) uma sequéncia de XTEN, (iii) uma prote-
ina FVIII, (iv) um primeiro ligante opcional, e (v) um segundo ligante
opcional, em que a sequéncia XTEN esta ligada ao fragmento de VWF

e/ou a proteina FVIII pelo ligante. Em determinadas modalidades, uma
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proteina quimérica compreende uma formula compreendendo:
(b1)  V-L1-X-L2-FVIII,

(b2)  FVII-L2-X-L1-V,
(b3)  V-L1-X:FVIII,

(b4)  X-L1-V:FVIII,

(b5)  FVIIV-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 sequéncias de XTEN,

FVIII compreende uma proteina FVIII,

L1 compreende um primeiro ligante opcional, por exemplo,
um primeiro ligante clivavel,

L2 compreende um segundo ligante opcional, por exemplo,
um segundo ligante clivavel ou um ligante processavel opcional;

(-) € uma ligacao peptidica ou um ou aminoacidos; e

(:) € uma associagao quimica ou uma associacao fisica. Em
uma modalidade, (:) representa uma associagao quimica, por exemplo,
pelo menos uma ligagao nao peptidica. Em outra modalidade, a asso-
ciagao quimica, isto é (:) € uma ligagcdo covalente. Em outras modali-
dades, a associagao quimica, isto é (:) € uma interagdao ndo covalente,
por exemplo, uma interacdo idnica, uma interagao hidrofébica, uma inte-
racdo hidrofilica, uma interacdo de Van der Waals, ou uma ligagéo de
hidrogénio. Em outras modalidades, (:) € uma ligagao covalente ndo pep-
tidica. Em ainda outras modalidades, (:) € uma ligacao peptidica. Em
ainda outras modalidades, (:) representa uma associacao fisica entre du-
as sequéncias, em que uma fragdo de uma primeira sequéncia esta em
estreita proximidade a uma segunda sequéncia de tal modo que a pri-

meira sequéncia protege ou bloqueia uma fragdo da segunda sequén-
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cia de interagir com outra fragdo molecular, e ainda que esta associa-
¢ao fisica é mantida, sem permitir que a segunda sequéncia interaja
com outras fragdes. A orientagdo das formulas polipeptidicas aqui refe-
rida € a partir de N-terminal (esquerda) para C-terminal (a direita). Por
exemplo, a formula (b1) V-L1-X-L2-FVIII significa formula NH2-V-L1-X-
L2-FVIII-COOH. Em uma modalidade, as formulas aqui descritas po-
dem compreender quaisquer sequéncias adicionais entre as duas fra-
¢des. Em outra modalidade, o hifen (-) indica uma ligagéo peptidica.

[000111] Outro aspecto da presente invencdo é proporcionar uma
proteina quimérica FVIII tendo reduzida ou nenhuma interacdo com
um fator limitante de meia-vida do FVIII, por exemplo, o VWF enddge-
no, € ao mesmo tempo maximizar a meia-vida da proteina FVIII utili-
zando uma sequéncia XTEN (um primeiro extensor de meia-vida) em
combinagdo com um segundo extensor de meia-vida ou uma fragdo de
fornecimento de uma ligagao covalente entre a proteina FVIIl e o fra-
gmento de VWF, por exemplo, uma regido constante de Ig ou uma fra-
cao da mesma. Em uma modalidade, uma proteina quimérica da in-
vencdo compreende (i) um fragmento de VWF que compreende um
dominio D’ e um dominio D3 de VWEF, (ii) uma sequéncia de XTEN, (iii)
uma proteina FVIII, e (iv) uma regido constante de Ig ou uma fragcéo da
mesma (também aqui referida como F), em que (1) o fragmento de
VWEF esta ligado a sequéncia de XTEN por um ligante opcional, por
exemplo, um ligante clivavel, (2) o fragmento de VWF esta associado
com, ou ligado a proteina FVIII por um ligante adicional opcional, por
exemplo, um ligante clivavel, e (3) uma regido constante de Ig ou uma
fracdo da mesma é ligada ao fragmento de VWF, a sequéncia XTEN,
ou a proteina FVIII. Em outra modalidade, uma proteina quimérica da
invencdo compreende (i) um fragmento de VWF que compreende um
dominio D’ e um dominio D3 de VWF, (ii) uma sequéncia de XTEN, (iii)

uma proteina FVIII, (iv) uma regido constante de Ig ou uma fragdo da
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mesma (F1 ou uma primeira regido constante de Ig ou uma fragdo da
mesma), e (v) uma regido constante de Ig adicional ou uma fragdo da
mesma (F2 ou uma segunda regido constante de Ig ou uma fragdo da
mesma), em que (1) o fragmento de VWF é ligado a sequéncia de
XTEN por um ligante opcional, por exemplo, um ligante clivavel, (2) a
sequéncia XTEN ou o fragmento de VWF ¢ ligada a regido constante
de Ig ou uma fragdo da mesma, (3) o FVIII é ligado a regido constante
de Ig adicional ou uma fragdo da mesma, e (4) a regido constante de
Ig ou uma fracdo da mesma esta associada ou ligada a regido cons-
tante de Ig adicional ou uma fragdo da mesma. Em uma modalidade, a
associagao ou a ligagao entre as duas regides constantes de Ig ou
uma fracdo da mesma € uma ligagao covalente, por exemplo, uma li-
gacgao dissulfeto. Em outra modalidade, a associacéo ou a ligagdo en-
tre as duas regides constantes de Ig ou uma fracdo da mesma é um
ligante processavel, em que o ligante é processavel intracelularmente
processado por uma protease. Por exemplo, a proteina quimérica

compreende uma férmula compreendendo:

Q) V-L2-X-L1-F1: FVII-L3-F2;

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

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

G) F-L1-X-L2-V:F2-L3-FVIIl;

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

() F2-L3-FVIII-L4-F1-L1-X-L2-V;
(m) FVII-L2-F2-L4-V-L2-X-L1-F1; ou
(n) F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-FVIIl,

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 clivavel,

L4 € um ligante opcional, por exemplo, um ligante proces-
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savel

FVIII compreende uma proteina FVIII,

X compreende uma ou mais sequéncias de XTEN,

F1 compreende uma regido constante de Ig opcional ou
uma fracdo da mesma,

F2 compreende uma regido constante de Ig opcional adici-
onal ou uma fracdo da mesma;

(-) € uma ligacéo peptidica ou um ou mais aminoacidos; e

(:) € uma associagédo quimica ou uma associagao fisica.
[000112] Em algumas modalidades, a proteina FVIIl em quaisquer
constructos ou féormulas aqui descritos podem compreender ainda pelo
menos uma, pelo menos duas, pelo menos trés, pelo menos quatro,
pelo menos cinco, ou pelo menos seis sequéncias XTEN, cada uma
das sequéncias XTEN inserida imediatamente a jusante de um ou
mais aminoacidos na proteina FVIII ou ligadas ao N-terminal ou o C-
terminal da proteina FVIIl. Os exemplos nao limitativos dos sitios de
insercdo XTEN s&o divulgados em outro local aqui.
[000113] Em uma modalidade, (:) representa uma associagao quimi-
ca, por exemplo, pelo menos uma ligagdao nao peptidica. Em outra
modalidade, a associagao quimica, isto € (:) € uma ligagao covalente.
Em outras modalidades, a associagao quimica, isto € () € uma intera-
¢ao nao covalente, por exemplo, uma interagao ibnica, uma interagao
hidrofébica, uma interagcdo hidrofilica, uma interacdo de Van der
Waals, ou uma ligacdo de hidrogénio. Em outras modalidades, (:) é
uma ligacao covalente nao peptidica. Em ainda outras modalidades, (:)
€ uma ligacao peptidica. Em ainda outras modalidades, (:) representa
uma associacgao fisica entre duas sequéncias, em que uma fracao de
uma primeira sequéncia esta em estreita proximidade a uma segunda
sequéncia de tal modo que a primeira sequéncia protege ou bloqueia

uma fracdo da segunda sequéncia de interagir com outra fragao e, além
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disso, que esta associacéao fisica € mantida, sem permitir que a segunda
sequéncia interaja com outras fragdes. A orientacdo das formulas poli-
peptidicas aqui referidas é a partir de N-terminal (esquerda) a C-
terminal (a direita). Por exemplo, a férmula (n) F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-
FVIIl significa formula NH2-F1-L1-X-L2-V-L4-F2-L2-FVIII-COOH. Em
uma modalidade, as férmulas aqui descritas podem compreender
quaisquer sequéncias adicionais entre as duas fracbées. Em outra mo-
dalidade, o hifen (-) indica uma ligacao peptidica.

[000114] Em uma modalidade, uma ou ambas de regido constante
de Ig ou uma fragdo da mesma (por vezes aqui indicado por "F" ou
"F1") e a regido constante de Ig adicional ou uma fragdo da mesma
(por vezes aqui indicado por "F2") ligada ao fragmento de VWF ou a
proteina FVIII pode estender a meia-vida do fragmento de VWF, a pro-
teina FVIIlI, ou ambos. Em outra modalidade, um par de regides cons-
tantes de Ig ou uma fracdo da mesma (por vezes aqui indicado por "F"
ou "F1") e a regido constante de Ig adicional ou uma fragdo da mesma
(por vezes aqui indicado por "F2"), cada uma das que estdo ligadas ao
fragmento de VWF e proteina FVIII, proporciona uma ligagdo mais for-
te do que a ligagao nao covalente entre a proteina FVIIlI e o fragmento
de VWF, ou seja, uma ligagao covalente, por exemplo, uma ligagao
dissulfeto, prevenindo assim VWF enddgeno de substituir o fragmento
de VWF in vivo. F1 ou F2 podem compreender uma regido Fc ou um
parceiro de ligacdo FcRn. Em outras modalidades, um ou ambos de
F1 e F2 ligados ao fragmento de VWF e/ou a proteina FVIII formam
uma ligagao covalente (por exemplo, uma ligagao dissulfeto) entre F1
e F2, colocando assim o fragmento de VWF e proteina FVIIl em estrei-
ta proximidade para evitar a interagdo da proteina FVIIl com o frag-
mento de VWF. Em algumas modalidades, F1 e F2 s&o iguais ou dife-
rentes. Exemplos de F1 e F2 nao limitativos podem ser selecionados a

partir do grupo que consiste em um dominio CH1, um dominio CH2,
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um dominio CH3, um dominio CH4, um dominio de dobradica, quais-
quer fragmentos funcionais, derivados ou os seus analogos, e duas ou
mais de suas combinacdes. Em uma modalidade, F1, F2, ou ambos
compreendem pelo menos um dominio CH1, pelo menos um dominio
CH2, pelo menos um dominio CH3, pelo menos um dominio CH4, ou
fragmentos funcionais, derivados ou os analogos dos mesmos. Em
outra modalidade, F1, F2, ou ambos compreendem pelo menos um
dominio de dobradica ou fracdo do mesmo e pelo menos um dominio
CH2 ou uma fragdo do mesmo (por exemplo, na orientagéo dobradica-
CH2).Em outras modalidades, F1, F2, ou ambos compreendem pelo
menos um dominio CH2 ou fragdo do mesmo e pelo menos um domi-
nio CH3 ou uma fragdo do mesmo (por exemplo, na orientagdo CH2-
CH3). Exemplos da combinagdo incluem, entre outros, um dominio
CH2, um dominio CH3, e um dominio em dobradica, que também sao
conhecidos como uma regiao Fc (ou dominio Fc), por exemplo, uma
primeira regiao Fc ou um primeiro parceiro de ligagéao ao FcRn para F1
e uma segunda regido Fc ou um segundo parceiro de ligagdo FcRn
para F2. Em outras modalidades, F1 esta ligada ao fragmento de VWF
por um ligante, e/ou F2 é ligado a proteina FVIII por um ligante. Em
algumas modalidades, F1 e F2/ou compreendem, consistem essenci-
almente em, ou consistem em uma regiao de dobradiga. Outros exem-
plos ndo limitativos das regides Fc ou os parceiros de ligagdo ao FcRn
sao aqui descritas em outro local.

[000115] Em determinadas modalidades, uma proteina quimérica da
invengdo compreende duas cadeias de polipeptideos, uma primeira
cadeia de polipeptideos compreende, que consiste essencialmente
em, ou consiste em um fragmento de VWF que compreende um domi-
nio D’ e um dominio D3, uma sequéncia XTEN, uma primeira regiao
constante de Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, uma primeira

regidao Fc), e um ligante opcional entre o fragmento de VWF e a se-
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quéncia XTEN ou a sequéncia XTEN ou a primeira regido constante
de Ig ou uma fragdo da mesma e uma segunda cadeia de polipepti-
deos que compreende, que consiste essencialmente em, ou que con-
siste em uma proteina FVIII e uma segunda regido constante de Ig ou
uma fragdo da mesma (por exemplo, uma segunda regido Fc). O ligan-
te entre o fragmento de VWF e a primeira regido constante de Ig ou
uma fragcdo da mesma pode ser um ligante clivavel, por exemplo, um
ligante clivavel por trombina, que pode ser clivada no sitio de coagula-
¢ao. Em algumas modalidades, a primeira cadeia de polipeptideos e a
segunda cadeia de polipeptideos estdo associadas uma com a outra.
A associagao entre a primeira cadeia e a segunda de cadeia impede a
substituicdo da primeira cadeia que compreende o fragmento de VWF
com VWF enddgeno in vivo. Em uma modalidade, a associagédo entre
a primeira cadeia e a segunda cadeia pode ser uma ligagao covalente.
Em uma modalidade particular, a ligagao covalente € uma ligagao dis-
sulfeto. Em algumas modalidades, a proteina FVIII na segunda cadeia
compreende ainda uma ou mais sequéncias de XTEN ligadas ao C-
terminal ou N-terminal da proteina FVIII ou inseridas imediatamente a
jusante de um ou mais aminodacidos (por exemplo, pelo menos um sitio
de insergcdo aqui) na proteina FVIII divulgada. Os exemplos néo limitati-
vos dos sitios de insercdo encontram-se descritos em outras partes aqui.
[000116] Em outras modalidades, uma proteina quimérica da inven-
¢ao compreende trés cadeias de polipeptideos, em que uma primeira
cadeia de polipeptideos compreende, consiste essencialmente em, ou
consiste em uma cadeia pesada de uma proteina FVIII, uma segunda
cadeia de polipeptideos compreende, consiste essencialmente em, ou
consiste em uma cadeia leve de uma proteina FVIII fundida com uma
primeira regiao constante de Ig ou uma fragcdo da mesma (por exem-
plo, uma primeira regido Fc), e uma terceira cadeia de polipeptideos

compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em um frag-
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mento de VWF que compreende um dominio D’ e um dominio D3, uma
sequéncia XTEN, uma segunda regido constante de Ig ou uma fragao
da mesma (por exemplo, uma segunda regido Fc), e um ligante opcio-
nal entre a sequéncia XTEN e a segunda regido constante de Ig ou
uma fragdo da mesma ou fragmento de VWF e a sequéncia XTEN. O
ligante na terceira cadeia pode ser um ligante clivavel, que é clivado no
local de coagulagao, por exemplo, um sitio de clivagem da trombina. Em
algumas modalidades, a cadeia pesada do FVIIl ou a cadeia leve de
FVIII esta ligada a uma ou mais sequéncias de XTEN, que podem ser
ligadas ao N-terminal, C-terminal, ou inseridas dentro de um ou mais
sitios de insercdo no interior da sequéncia do FVIII. Os exemplos nao
limitativos dos sitios de insercao estdo descritos em outro local aqui.

[000117] Ainda em outras modalidades, uma proteina quimérica da
invencido compreende duas cadeias de polipeptideos, uma primeira
cadeia de polipeptideos que compreende, que consiste essencialmen-
te em, ou consiste em uma cadeia pesada de uma proteina FVIIl e
uma segunda cadeia de polipeptideos que compreende, que consiste
essencialmente em, ou que consiste em uma cadeia leve de uma pro-
teina FVIIlI, uma primeira regido constante de Ig ou uma fracdo da
mesma (por exemplo, uma primeira regiao Fc), um primeiro ligante
(por exemplo, um ligante processavel, que contém um ou mais sitios
de clivagem de protease que compreende um ou mais sitios intracelu-
lares de processamento), um fragmento de VWF, um segundo ligante
(por exemplo, um ligante clivavel por trombina), uma sequéncia de
XTEN, e uma segunda regido constante de Ig ou uma fragcao da mes-
ma (por exemplo, uma segunda regido Fc), em que a cadeia leve da
proteina FVIII esta ligada a primeira regido constante de Ig ou uma
fracdo da mesma (por exemplo, a primeira regidao Fc), que é posteri-
ormente ligada ao fragmento de VWF pelo primeiro ligante, e em que o

fragmento de VWF esta ligado a sequéncia de XTEN, que é ainda li-
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gada a segunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma pelo
segundo ligante. Em certas modalidades, o primeiro ligante é um ligan-
te processavel, e o segundo ligante é um ligante clivavel. Na expres-
sdo, a proteina quimérica pode ser processada por uma enzima de
processamento intracelular, que cliva o ligante processavel, e, assim, a
proteina quimérica pode compreender, consistir essencialmente de, ou
consiste em trés cadeias de polipeptideos. Além disso, o fragmento de
VWF pode ser clivado no sitio de coagulagao devido ao ligante clivavel.

[000118] Em certas modalidades, uma proteina quimérica da inven-
cao compreende uma cadeia de polipeptideos, que compreende uma
proteina FVIII de cadeia unica, uma primeira regido constante de Ig ou
uma fragdo da mesma (por exemplo, uma primeira regido Fc), um pri-
meiro ligante (por exemplo, um ligante processavel), um fragmento de
VWEF, uma sequéncia XTEN, um segundo ligante (por exemplo, um
ligante clivavel por trombina), e uma segunda regido constante de Ig
ou uma fragcdo da mesma (por exemplo, uma segunda regido Fc), em
que a proteina FVIII de cadeia simples esta ligada a primeira regiao
constante de Ig ou uma fragdo da mesma, que esta também ligada ao
fragmento de VWF pelo primeiro ligante, e o fragmento de VWF esta
ligado a sequéncia de XTEN, o qual € posteriormente ligada a segun-
da regiao constante de Ig ou a uma fragdo da mesma. Em uma moda-
lidade, o fragmento de VWF e a sequéncia XTEN estao ligados pelo
segundo ligante. Em outra modalidade, a sequéncia XTEN e a segun-
da regiao constante de Ig ou uma fracdo da mesma esta ligada pelo
segundo ligante. Em outras modalidades, a segunda cadeia compre-
ende ainda um terceiro ligante. A cadeia de polipeptideos unica pode
compreender, assim, o fragmento de VWF ligado a sequéncia XTEN
pelo segundo ligante e a XTEN ligada a segunda regido constante de
Ig ou uma fracdo da mesma pelo terceiro ligante. O segundo ligante e

a terceira regidao de ligagdao podem ser idénticos ou diferentes. Em
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uma modalidade, o primeiro ligante € um ligante processavel. Em outra
modalidade, o segundo ligante ou o terceiro ligante € um ligante cliva-
vel que compreende um ou dois sitios clivaveis. Em uma modalidade
especifica, o segundo ligante € um ligante clivavel por trombina. Os
ligantes Uteis para a invengao sao aqui descritas em outro local.

(2) FVIII, XTEN, e Fc

[000119] Uma proteina quimérica da invengdo também compreende

(i) uma proteina FVIII, (ii)) uma sequéncia de XTEN (um primeiro ex-
tensor de meia-vida), e (iii) uma regido constante de Ig ou uma fragao
da mesma (um segundo extensor de meia-vida), em que a sequéncia
XTEN esta ligada a proteina FVIII por um ligante opcional e a regiao
constante de Ig ou uma fragdo da mesma por um ligante adicional op-
cional. A sequéncia XTEN e a regido constante de Ig ou uma fragéo da
mesma podem ser usados em conjunto para estender a meia-vida da
proteina FVIIl. Em uma modalidade, a proteina quimérica € um mono-
mero. Em outra modalidade, a proteina quimérica € um dimero (um
homodimero ou um heterodimero).

[000120] A presente invengao também é dirigida a uma proteina
quimérica compreendendo (i) uma proteina FVIII, (ii) uma sequéncia
de XTEN, (iii) uma regido constante de Ig ou uma fragcdo da mesma
(ou seja, uma primeira regido constante de Ig ou uma fracdo da mes-
ma, "F", ou "F1"), e (iv) uma regido constante de Ig adicional ou uma
fracdo da mesma (ou seja, uma segunda regido constante de Ig ou
uma fracdo da mesma ou "F2"). Em uma modalidade, a sequéncia
XTEN esta ligada a proteina FVIIIl no C-terminal ou o N-terminal ou
inserida imediatamente a jusante de um ou mais aminoacidos na pro-
teina FVIII (por exemplo, um ou mais sitios de insercdao de XTEN), a
proteina FVIIlI esta ligada a primeira regido constante de Ig ou uma
fracdo da mesma, e a primeira regidao constante de Ig ou uma fragao

da mesma e a segunda regido constante de Ig ou uma fracido da
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mesma estdo associadas com, ou ligadas entre si por um ligante opci-
onal. Em certos aspectos, a proteina quimérica € um hibrido de mo-
ndmero-dimero, o qual compreende uma primeira cadeia de polipepti-
deos e uma segunda cadeia de polipeptideos, em que a primeira ca-
deia de polipeptideos compreende uma proteina FVIII, uma sequéncia
XTEN, e uma primeira regido constante de Ig ou uma fragdo da mes-
ma, e a segunda cadeia de polipeptideos compreende, consiste es-
sencialmente em, ou consiste em uma segunda regiao constante de Ig
ou uma fracdo da mesma, sem a proteina FVIlIl e em que a primeira
cadeia e da segunda cadeia s&o associadas umas com as outras. A
associagao entre a regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma
(por exemplo, primeira regido Fc) e a regido constante de Ig adicional
ou uma fracdo da mesma (por exemplo, uma segunda regido Fc) é
uma associagao quimica ou uma associacao fisica. Em certas modali-
dades, a associagao quimica € uma ligagao covalente. Em outras mo-
dalidades, a associagcdo quimica € uma interacdo nao covalente, por
exemplo, uma interagao idnica, uma interacédo hidrofébica, uma intera-
¢ao hidrofilica, uma interacdo de Van der Waals, ou uma ligagcéo de
hidrogénio. Em outras modalidades, a associagao é uma ligagao cova-
lente ndo peptidica. Em ainda outras modalidades, a associacdo é
uma ligagao peptidica.

[000121] Em outros aspectos, a proteina quimérica € uma cadeia de
polipeptideos unica compreendendo uma proteina FVIII, uma sequén-
cia XTEN, uma primeira regidao constante de Ig ou uma fragdo da
mesma, um ligante, por exemplo, um ligante processavel, e uma se-
gunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma, em que a ca-
deia de polipeptideos unica € processada apds expressao por uma
enzima intracelular e torna-se duas cadeias de polipeptideos.

[000122] Em uma modalidade, a regido constante de Ig ou uma fra-

¢cao da mesma (por vezes aqui indicado por "F" ou "F1") ligada a prote-
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ina FVIII pode estender a meia-vida da proteina FVIII, juntamente com
a sequéncia de XTEN. Em outra modalidade, a regido constante de Ig
ou uma fragdo da mesma ("F" ou "F1") € uma regido Fc ou um parceiro
de ligagdo ao FcRn aqui descrito em outro local.

[000123] Em outras modalidades, a regido constante de Ig ou a uma
fracdo adicional da mesma (por vezes aqui indicada por "F2" ou uma
segunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma) associada
com, ou ligada a primeira regido constante de Ig ou uma fragdo da
mesma também pode estender a meia-vida da proteina FVIII. Em ou-
tras modalidades, a segunda regido constante de Ig ou uma fragéo da
mesma ("F2") juntamente com a primeira regido constante de Ig ou
uma fracdo da mesma e a sequéncia XTEN podem estender a meia-
vida da proteina FVIIIl. A regido constante de Ig adicional ou uma fra-
¢ao da mesma pode ser uma regidao Fc ou um parceiro de ligagao ao
FcRn aqui descrito em outro local.

[000124] Em certas modalidades, a segunda regiao constante de Ig
ou uma fragdo da mesma associada com a primeira regido constante
de Ig ou uma fragdo da mesma ¢é ainda ligada a um fragmento de VWF
aqui descrito em outro local e uma sequéncia XTEN opcional.

[000125] Em algumas modalidades, uma ou ambas de regidao cons-
tante de Ig ou uma fragcdo da mesma ("F" ou "F1" ou uma primeira re-
gido constante de Ig ou uma fragdo da mesma) e uma regido constan-
te de Ig adicional ou uma fragcdo da mesma (ou seja, uma segunda re-
gido constante de Ig ou uma fragcdo da mesma ou "F2") (indicadas nes-

te paragrafo como " regides constantes de Ig fragcbes das mesmas)
podem incluir, entre outros, um dominio CH1, um dominio CH2, um
dominio CH3, um dominio CH4, um dominio de dobradiga, quaisquer
fragmentos funcionais, derivados ou os analogos dos mesmos ou duas
ou mais combinacdes. Em uma modalidade, a regidao constante de Ig

ou uma fracdo da mesma compreende pelo menos um dominio CH1,
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pelo menos um dominio CH2, pelo menos um dominio CH3, pelo me-
nos um dominio CH4, ou fragmentos, derivados funcionais, ou analo-
gos dos mesmos. Em outra modalidade, a regido constante de Ig ou a
uma fracdo da mesma compreende pelo menos um dominio de dobra-
dica ou fracdo da mesma e pelo menos um dominio CH2 ou uma fra-
¢do do mesmo (por exemplo, na orientagdo dobradica-CH2). Em ou-
tras modalidades, o dominio constante de Ig ou fragdo do mesmo
compreende pelo menos um dominio CH2 ou fragdo do mesmo e pelo
menos um dominio CH3 ou uma fragdo do mesmo (por exemplo, na
orientagdo CF2-CH3). Exemplos de combinagdo incluem, entre outros,
um dominio CH2, um dominio CH3, e um dominio de dobradica, que
também sdo conhecidos como uma regido Fc (ou o dominio Fc), por
exemplo, primeira regido Fc. Exemplos adicionais de regides constan-
tes de Ig ou fragdo das mesmas séo aqui descritos em outro local.

[000126] A proteina quimérica da invencao pode ter uma meia-vida
estendida da proteina FVIIl em comparagdo com tipo selvagem do
FVIII. Em uma modalidade, a meia-vida da proteina FVIII & 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
gque a meia-vida de tipo selvagem do FVIIl. Em outra modalidade, a
meia-vida da proteina FVIIlI € 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) FVIIl, XTEN e VWF

[000127] Em um aspecto, a proteina quimérica da presente invencao

compreende (i) uma proteina FVIII, (ii) uma sequéncia de XTEN, e (iii)
um fragmento de VWF que compreende um dominio D’ e um dominio
D3 de VWF, em que a proteina FVIII é ligada a sequéncia XTEN e em
que a proteina FVIII estd associada com, ou ligada aos o fragmento de
VWEF. Em uma modalidade, o fragmento de VWF da proteina quiméri-
ca aqui descrita ndo é capaz de se ligar a um receptor de eliminagao
de VWF. Em outra modalidade, o fragmento de VWF é capaz de pro-
teger a proteina FVIII a partir de uma ou mais clivagens pela protease,
protegendo a proteina FVIIlI da ativacéo, estabilizando a cadeia pesa-
da e/ou cadeia leve da proteina FVIII, ou impedindo eliminagcao da pro-
teina FVIII por um ou mais receptores limpadores. Em outras modali-
dades, o fragmento de VWF impede ou inibe a ligacdo do VWF endo6-
geno ao sitio de ligacado de VWF na proteina FVIII. O sitio de ligacao
de VWF pode ser localizado no dominio A3 ou o dominio C2 da prote-
ina FVIIl ou ambos dominio A3 e o dominio C2. Em uma modalidade
especifica, o sitio de ligacdo de VWF compreende a sequéncia de
aminoacidos correspondente aos aminoacidos 1669 a 1689 e/ou ami-
noacidos 2303 a 2332 de SEQ ID NO: 2.

[000128] Em outro aspecto, uma proteina quimérica que compreende
(i) uma proteina FVIII, (ii) uma sequéncia XTEN, (iii)) um fragmento de
VWEF, que compreende um dominio D’ e um dominio D3 de VWF, e (iv)
uma regidao constante de Ig ou uma fragdo da mesma, em que a se-

guéncia XTEN esta ligada a proteina FVIIl no C- terminal ou N-terminal
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ou inserido imediatamente a jusante de um ou mais aminoacidos (por
exemplo, um ou mais sitios de insergcdo XTEN aqui descritos) na prote-
ina FVIII, o fragmento de VWF esta ligado ou associado com a protei-
na FVIII ou a sequéncia XTEN, e a regido constante de Ig ou uma fra-
¢do da mesma esta ligada a proteina FVIIl, a sequéncia XTEN, o fra-
gmento de VWF, ou quaisquer combinagbes dos mesmos. A regiao
constante de Ig ou uma fragdo da mesma util para as proteinas quimé-
ricas da presente invencdo € descrita em outros locais aqui. Em uma
modalidade, a regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma é ca-
paz de estender a meia-vida de uma proteina FVIII. Em outra modali-
dade, a regido constante de Ig ou a uma fragdo da mesma compreen-
de uma primeira regiao Fc ou um primeiro parceiro de ligagao ao
FcRn. Em ainda outras modalidades, a regido constante de Ig ou uma
fracdo da mesma esta ligada a proteina FVIII por um ligante opcional.
Em ainda outras modalidades, o ligante compreende um ligante cliva-
vel. A proteina quimérica pode ser uma unica cadeia de polipeptideos,
isto € um mondmero (isto € uma unica 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 proteina quimérica € um dimero (por exemplo, um homodi-
mero ou um heterodimero). Em uma modalidade, a proteina quimérica
compreende duas cadeias, cada uma compreendendo (i), (ii), (i) e (iv).

[000129] Em certas modalidades, uma proteina quimérica compre-
ende (i) uma proteina FVIII, (ii) uma sequéncia de XTEN, (iii) um frag-
mento de VWF, que compreende um dominio D’ e um dominio D3 de
VWEF, (iv) uma regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma (por
vezes também indicado como "F", "uma primeira regido constante de
Ig ou uma fragdo da mesma, ou "F2"), e (v) uma regido constante de Ig
adicional ou uma fracdo da mesma (por vezes também indicado como

"F2" ou "uma segunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mes-
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ma), em que (1) a proteina FVIII é ligada a sequéncia de XTEN na ex-
tremidade C-terminal ou N-terminal da proteina FVIII ou inserida ime-
diatamente a jusante de um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou
mais sitios de inser¢gdo XTEN aqui descritos) na proteina FVIII, (2) ou
a sequéncia XTEN ou a proteina FVIII é ligada a regido constante de
Ig ou uma fragdo da mesma, (3) o fragmento de VWF esta ligado a se-
gunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma, e (4) a regiao
constante de Ig ou a uma fragdo da mesma esta associada com a se-
gunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma. Em uma mo-
dalidade, a regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma ligada a
proteina de FVII ou a sequéncia XTEN ¢é ainda ligada ao fragmento de
VWF por um ligante, por exemplo, um ligante processavel. Em outra
modalidade, a regido constante de Ig adicional ou uma fracdo da
mesma util para as proteinas quiméricas da invencao pode ainda ser
ligada a proteina FVIII ou a regido constante de Ig ou uma fragédo da
mesma por um ligante opcional, por exemplo, um ligante processavel.
Em algumas modalidades, um par de regiao constante de Ig ou uma
fracdo da mesma e a regido constante de Ig adicional ou uma fragao
da mesma, cada uma das quais esta ligada ao fragmento de VWF e
proteina FVIII, proporciona uma ligagdo mais forte do que a ligacao
ndo covalente entre a proteina FVIIl e o fragmento de VWF, ou seja,
uma ligacao covalente, por exemplo, uma ligacao dissulfeto, prevenin-
do assim VWF de substituir o fragmento de VWF in vivo. Em outras
modalidades, uma ou ambas da regido constante de Ig ou uma fracéo
da mesma e a regidao constante de Ig adicional ou uma fragdo da
mesma sdo capazes de estender a meia-vida da proteina FVIII ou o
fragmento de VWF. Em outras modalidades, a regiao constante de Ig
adicional ou uma fragdo da mesma compreende uma regido Fc ou um
segundo parceiro de ligacdo ao FcRn. A regido constante de Ig ou

uma fracdo da mesma e a regido constante de Ig adicional ou uma fra-
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cao da mesma nas proteinas quiméricas sdo idénticas ou diferentes.
[000130] Em certas modalidades, a regido constante de Ig ou uma
fragdo da mesma e a regido constante de Ig adicional ou uma fragao
da mesma estdo associadas por uma associacao quimica ou uma as-
sociacgao fisica. Em uma modalidade, a associagdo quimica, isto &, (:)
€ pelo menos uma ligagdo nao peptidica. Em certas modalidades, a
associagao quimica, isto é, (:) € uma ligacdo covalente. Em outras
modalidades, a associagao quimica, isto &, (:) € uma interagdo nao co-
valente, por exemplo, uma interagdo iénica, uma interagao hidrofobica,
uma interacao hidrofilica, uma interacdo de Van der Waals, ou uma
ligacédo de hidrogénio. Em outras modalidades, (:) € uma ligacédo cova-
lente ndo peptidica. Em ainda outras modalidades, (:) € uma ligagéo
peptidica. Em ainda outras modalidades, (:) representa uma associa-
cao fisica entre duas sequéncias, em que uma fracdo de uma primeira
sequéncia esta em estreita proximidade a uma segunda sequéncia de
tal modo que a primeira sequéncia protege ou bloqueia uma fragéo da
segunda sequéncia de interagir com outra fragdo. Em algumas moda-
lidades, a associagao entre a regido constante de Ig ou uma fracao da
mesma € a regido constante de Ig adicional ou uma fragdo da mesma
pode ser uma ligagédo covalente, por exemplo, uma ligagéo dissulfeto,
que impede a substituicdo do fragmento de VWF ou polipeptideo que
contém o fragmento de VWF com VWF enddégeno. Por conseguinte,
impedir a interagao entre a proteina FVIII e VWF enddgeno reduz ou
elimina este fator limitante de meia-vida para a proteina FVIII, e assim,
a meia-vida da proteina FVIII € expandida em comparagdo com uma
proteina FVIIl, sem a proteina de VWF ou tipo selvagem do FVIII.
[000131] Em outros aspectos, uma proteina quimérica compreende
uma férmula compreendendo

(1) FVII(X1)-L1-F1:V-L2-X2-L3-F2,;

(2) FVII(X1)-L1-F1:F2-L3-X2-L2-V,
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) F1-L1-FVII(X1): V-L2-X2-L3-F2;
) F1-L1-FVII(X1); F2-L3-X2-L2-V;
(5) FVII(X1)-L1-F1-L4-V-L2-X2-L3-F2;
) FVII(X1)-L1-F1-L4-F2-L3-X2-L2-V;
) F1-L1-FVII(X1)-L4- V-L2-X2-L3-F2, ou
(8) F1-L1-FVII(X1)-L4- F2-L3-X2-L2-V,
em que o FVIII(X1) compreende uma proteina FVIIl e uma ou mais se-
quéncias de XTEN, em que a uma ou mais sequéncia XTEN estao li-
gadas ao N-terminal ou C-terminal da proteina FVIIl ou inseridas ime-
diatamente a jusante de um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou
mais sitios de insergdo XTEN aqui divulgados) na proteina FVIII;
cada um de L1, L2, L3 ou compreende um ligante opcional, por exem-
plo, um ligante clivavel,
L4 € um ligante, por exemplo, um ligante processavel,
X2 compreende uma ou mais sequéncias opcionais XTEN;
F1 compreende uma regido constante de Ig ou uma fragéo
da mesma;
F2 compreende uma regido constante de Ig opcional adici-
onal ou uma fracdo da mesma, e
V compreende um fragmento do VWF;
(-) € uma ligacao peptidica ou um ou mais aminoacidos; e
(:) compreende uma associacdo quimica ou uma associa-
cao fisica. Em uma modalidade, (:) representa uma associagao quimi-
ca, por exemplo, pelo menos uma ligagdo nao peptidica. Em outra
modalidade, a associagao quimica, isto &, (:) € uma ligagao covalente.
Em outras modalidades, a associagao quimica, isto &, (:) € uma intera-
¢ao nao covalente, por exemplo, uma interagao idnica, uma interagao
hidrofobica, uma interagcdo hidrofilica, uma interacdo de Van der
Waals, ou uma ligacdo de hidrogénio. Em outras modalidades, (:) é

uma ligagao covalente ndo peptidica. Em ainda outras modalidades, (:)
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€ uma ligacéo peptidica. Em ainda outras modalidades, (:) representa
uma associagao fisica entre duas sequéncias, em que uma fracdo de
uma primeira sequéncia esta em estreita proximidade a uma segunda
sequéncia de tal modo que a primeira sequéncia protege ou bloqueia
uma fragdo da segunda sequéncia de interagir com outra fragéo e,
além disso, que esta associacgao fisica € mantida, sem permitir que a
segunda sequéncia interaja com outras fragdes. A orientagdo das férmu-
las polipeptidicas aqui referida € a partir de N-terminal (esquerda) para C-
terminal (a direita). Por exemplo, a férmula V-X-FVIIl significa formula
NH2-V-X-FVIIIl -COOH. Em uma modalidade, as férmulas aqui descritas
podem compreender quaisquer sequéncias adicionais entre as duas fra-
coes. Por exemplo, a formula V-X-FVIII pode ainda compreender quais-
quer sequéncias na regiao N-terminal de V entre V e X, entre X e 0
FVIIl, ou em C-terminal do FVIII, a menos que especificado de outra
forma. Em outra modalidade, o hifen (-) indica uma ligacéo peptidica.

[000132] Em um aspecto, a proteina quimérica compreende duas
cadeias de polipeptideos, (a) uma primeira cadeia compreende (i) uma
proteina FVIII de cadeia simples (ii) uma sequéncia de XTEN, e (iii)
uma primeira regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma, por
exemplo, uma primeira regidao Fc ou parceiro de ligagao ao FcRn, em
gue a sequéncia XTEN esta ligada a proteina FVIII no N-terminal ou C-
terminal ou inserida imediatamente a jusante de um ou mais aminoaci-
dos da proteina FVIII (por exemplo, um ou mais sitios de inser¢ao de
XTEN aqui revelados) e a primeira regido constante de Ig ou uma fra-
cao da mesma ¢ ligada a sequéncia de XTEN quando a sequéncia
XTEN estéa ligada a proteina FVIII no N-terminal ou ao C-terminal ou
da proteina FVIIl, quando a sequéncia XTEN é inserida dentro da pro-
teina FVIII, e (b) uma segunda cadeia compreendendo (iv) um fragmento
de VWF que compreende um dominio D’ e um dominio D3, (v) um ligan-

te, e (vi) uma segunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma,
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por exemplo, uma segunda regido Fc ou um segundo parceiro de ligacao
ao FcRn, em que o fragmento de VWF esta ligado ao ligante, por exem-
plo, um ligante clivavel, o qual é posteriormente ligada a segunda regido
constante de Ig ou uma fragdo da mesma, e em que a primeira cadeia
de polipeptideos e a segunda cadeia de polipeptideo estdo associadas
uma com a outra, por exemplo, uma ligagao covalente, por exemplo,
uma ligacéo dissulfeto. Em uma modalidade, o ligante € um ligante cli-
vavel aqui descrito em outro local, por exemplo, um ligante clivavel por
trombina. Em algumas modalidades, a segunda cadeia compreende
uma ou mais sequéncias entre XTEN (iv) e (v) ou (v) e (vi).

[000133] Em outros aspectos, a proteina quimérica compreende uma
cadeia de polipeptideos que compreende (i) uma proteina FVIII de ca-
deia unica (ii) uma sequéncia de XTEN, (iii) uma primeira regido cons-
tante de Ig ou uma fragdo da mesma, por exemplo, uma primeira regi-
ao Fc ou um primeiro parceiro de ligagdo ao FcRn, (iv) um primeiro
ligante, (v) um fragmento de VWF que compreende um dominio D’ e
um dominio D3, (vi) um segundo ligante, e (vii) uma segunda regido
constante de Ig ou uma fragdo da mesma, por exemplo, uma segunda
regiao Fc ou um segundo parceiro de ligagdo ao FcRn, em que (i) a
(vii) estdo ligados na ordem ou em qualquer ordem. Em uma modali-
dade, o primeiro ligante € um ligante processavel, que pode ser clivado
intracelularmente ou processado apos expressao e torna a cadeia de
polipeptideos unica em duas cadeias de polipeptideos. Em outra mo-
dalidade, o segundo ligante € um ligante clivavel aqui descrito, por
exemplo, um ligante clivavel por trombina. A sequéncia XTEN aqui uti-
lizada pode ser ligada a proteina FVIII por um ligante opcional no N-
terminal ou C-terminal da proteina FVIIl ou inserido imediatamente a
jusante de um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou mais sitios
de insercdo em XTEN) na proteina FVIII.

[000134] Em certos aspectos, uma proteina quimérica compreende
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trés cadeias de polipeptideos, (A) uma primeira cadeia de polipepti-
deos compreende (i) uma cadeia pesada de uma proteina FVIII e (ii)
uma sequéncia de XTEN, que est&o ligadas umas as outras e (b) uma
segunda cadeia de polipeptideos compreendendo (iii) uma cadeia leve
da proteina FVIII e (iv) uma primeira regido constante de Ig ou uma
fragcdo da mesma, por exemplo, uma primeira regido Fc ou um primeiro
parceiro de ligacdo ao FcRn, que estdo ligados uns aos outros, e (c)
uma terceira cadeia de polipeptideos compreendendo (v) um fragmen-
to de VWF compreendendo um dominio D’ e um dominio D3, (vi) um
ligante, e (vii) uma segunda regido constante de Ig ou uma fragdo da
mesma, por exemplo, uma segunda regiao Fc ou um segundo parceiro
de ligagdo ao FcRn, em que a segunda cadeia esta associada com a
primeira cadeia e a terceira cadeia. Em uma modalidade, a associagao
entre a primeira cadeia e a segunda cadeia € uma associagdo quimica
ou uma associacao fisica. Por exemplo, a associacao entre a primeira
e a segunda cadeia de cadeia pode ser uma ligagao de metal. Em ou-
tra modalidade, a associagao entre a segunda cadeia e a terceira ca-
deia é também uma associagao quimica ou uma associacao fisica, por
exemplo, uma ligagao covalente ou uma ligagdo nao covalente. Em
certas modalidades, a associagao entre a segunda cadeia e a terceira
cadeia é através de ambas as regides constantes de Ig ou uma fragao
da mesma e uma ponte de dissulfeto. A ligacdo entre a segunda ca-
deia e a terceira cadeia previne ou inibe a ligacdo da proteina FVIII
com VWF enddgeno, evitando assim que a proteina FVIII seja elimina-
da pela via de eliminagdo de VWF. Em algumas modalidades, o ligante
€ um ligante processavel, que é clivado intracelularmente apds a ex-
pressao em uma celula hospedeira. A sequéncia XTEN aqui utilizada
esta ligada a proteina FVIII por um ligante opcional no N-terminal ou
no C-terminal da proteina FVIII ou inserido imediatamente a jusante de

um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou mais sitios de insergéo
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XTEN) na proteina FVIII.

[000135] Em certas modalidades, o fragmento de VWF esta direta-
mente ligado a proteina FVIII, que compreende uma ou mais XTENSs,
por uma ligacéo peptidica ou um ligante. Como um modo de ligar o
fragmento de VWF e proteina FVIII, em que uma ou mais XTENs sdo
inseridas ou ligadas, através de uma ligacao direta (por exemplo, uma
ligacéo peptidica) ou um ligante, uma ligacdo enzimatica (por exemplo,
sortase) pode ser empregue. Por exemplo, sortase refere-se a um
grupo de enzimas procariéticas que modificam proteinas de superficie
através do reconhecimento e clivagem de um sinal de ordenagéo 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 sequéncia transmembra-
nar altamente hidrofébica, em seguida, um conjunto de residuos basi-
cos, como arginina. A clivagem ocorre entre o Thr e Gly, com a ligacao
transitoria através do residuo de Thr para residuo de Cys do sitio ativo
de um parceiro de ligagao, seguido por transpeptidacao que liga a pro-
teina covalentemente a parede da célula. Em algumas modalidades, o
parceiro de ligagao contém Gly(n). Em outras modalidades, a proteina
quimérica compreende ainda um motif de reconhecimento sortase. Em
algumas modalidades, o fragmento de VWF esta ligado ao FVIII, com-
preendendo uma ou mais XTENSs inseridas dentro ou ligadas a utili-
zando sortase mediada em ligagao de proteinas 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 proteina FVIII ligada a Gly (n) por um sortase, em que n
pode ser qualquer numero inteiro e em que uma ou mais XTENs sé&o
inseridas dentro ou ligadas a proteina FVIII. Um constructo de ligagao
compreende o fragmento de VWF (por¢cdo N-terminal do constructo) e

da proteina FVIIl, em que uma ou mais XTENs sao inseridas ou ligadas
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(fracdo terminal-C do constructo), em que o motif de reconhecimento sor-
tase é inserido dentre. Outro constructo de ligagdo compreende o frag-
mento de VWF (fragdo N-terminal do constructo, ligante, motif de reco-
nhecimento sortase, e a proteina FVIII, em que uma ou mais XTENs sao
inseridas ou ligadas (fragdo de terminal-C do constructo). Em outra mo-
dalidade, uma proteina FVIII ligada a um motif de reconhecimento sor-
tase por um ligante opcional pode ser fundida com um fragmento de
VWEF ligado a Gly (n) por um sortase, em que n é um numero inteiro
qualquer. Um constructo de ligagdo resultante compreende a proteina
FVlli(fragdo N-terminal do constructo), em que uma ou mais XTENs séo
inseridas ou ligadas, e o fragmento de VWF (fragdo C-terminal do cons-
tructo), em que o motif de reconhecimento sortase € inserido dentre. Ou-
tro constructo de ligagéo resultante compreende a proteina FVIlI(fragdo
N-terminal do constructo), em que uma ou mais XTENs sao inseridas ou
ligadas, o ligante, o motif de reconhecimento sortase, e o fragmento de
VWF (fracdo 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 fragcao heterdloga,
por exemplo, uma regido constante de imunoglobulina ou uma fragéo da
mesma, por exemplo, uma regiao Fc, ligada a um sitio de clivagem de
trombina por um segundo ligante opcional. Um constructo resultante po-
de compreender o fragmento de VWF (fragdo N-terminal), o primeiro li-
gante, o motif de reconhecimento sortase, o sitio de clivagem de pro-
tease, o segundo ligante opcional, e a fragcao heterdloga.

[000137] Em algumas modalidades, o fragmento de VWF esta asso-
ciado com a proteina FVIII. A associacao entre o fragmento de VWF e
proteina FVIII pode ser uma associacdo quimica ou uma associagao
fisica. A associagao quimica pode ser uma interagdo nao covalente,
por exemplo, uma interagao iénica, uma interacdo hidrofébica, uma

interacao hidrofilica, uma interacdo de Van der Waals, ou uma ligagao
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de hidrogénio. Em ainda outras modalidades, a associagdo entre a
proteina FVIIlI e fragmento de VWF é uma associagéo fisica entre duas
sequéncias, por exemplo, devido a uma associagao adicional entre a
sequéncia possuindo a proteina FVIII e a sequéncia possuindo o frag-
mento de VWF, em que uma fracdo de um primeira sequéncia esta em
estreita proximidade a uma segunda sequéncia de tal modo que a pri-
meira sequéncia protege ou bloqueia uma fragdo da segunda sequén-
cia de interagir com outra fragdo molecular.

[000138] Como resultado da prevencdo ou inibicdo da interacao de
VWF endégeno com a proteina FVIII pelo fragmento de VWF, a proteina
quimérica aqui descrita tem uma meia-vida estendida em comparacéao
com tipo selvagem do FVIII ou a proteina quimérica correspondente sem
o fragmento de VWF. Em uma modalidade, a meia-vida da proteina FVIII
€ 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 proteina FVIII sem fragmento de VWF. Em outra modalidade, a
meia-vida da proteina 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 proteina 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] VWEF (também conhecido como F8VWF) é uma glicoprotei-

na grande multimérica presente no plasma sanguineo e constitutiva-

mente produzido no endotélio (nos corpos de Weibel-Palade), megaca-
riécitos (a-granulos de plaquetas), e tecido conjuntivo subendotelial. O
mondmero basico VWF é uma proteina de 2813 aminoacidos. Cada mo-
némero contém um numero de dominios especificos com uma fungéo
especifica, o dominio D’/D3 (que se liga ao Fator VIII), o dominio A1 (que
se liga ao receptor de plaquetas GPIb, heparina, e/ou, eventualmente,
colageno), o dominio A3 (que se liga ao colageno), o dominio C1 (em
que o dominio de RGD se liga a integrina de plaqueta IIbp3 quando
este é ativado), e o dominio "n6 de cisteina" na extremidade C- termi-
nal final da proteina (cujo VWF compartilha com o fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformante-f3
(TGFP) e gonadotrofina B-coridbnica humana (BHCG).

[000140] O termo "um fragmento de VWF" como aqui utilizado inclui,
entre outros, fragmentos de VWF funcionais compreendendo um do-
minio D’ e um dominio D3, que sdo capazes de inibir a ligagdo do
VWF endogeno a FVIIl. Em uma modalidade, o fragmento de VWF li-

ga-se a proteina FVIIl. Em outra modalidade, o fragmento de VWF
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bloqueia o sitio de ligagcdo do VWF na proteina FVIII, inibindo assim a
interagdo da proteina FVIII com VWF endégeno. Os fragmentos VWF
incluem derivados, variantes, mutantes, ou analogos que retém estas
atividades de VWF.

[000141] A sequéncia de aminoacidos 2813 monémero para o VWF
humano é relatada como Numero de Acessdo NP 000543.2 no Gen-
bank. A sequéncia de nucleotideos que codifica para o VWF humano é
relatada como o Numero de Acessdo em NM 000552.3 no Genbank.
A sequéncia de nucleotideos de VWF humano € designada como SEQ
ID NO: 1. SEQ ID NO: 2 é a sequéncia de aminoacidos codificada pela
SEQ ID NO: 1. Cada dominio de VWF esta listado na Tabela 1.
TABELA 1. Sequéncias VWF

DOMINIOS DE SEQUENCIA DE AMINOACIDO

MIPARFAGVL LALALILPGT LC

PEPTIDEO SINAL DE 5%
VWF (AMINOACIDOS 1
A 22 DE SEQID NO: 2

REGIAD |;)1D2 DEVWF 23 AEGTRGRS
(AMINOACIDOS 23 A STARCSLFGS DFVNTFDGSM
763 DE SEQID NO:2 51 YSFAGYCSYL LAGGCQKRSF SIIGDFQNGK
RVSLSVYLGE FFDIHLFVNG
101 TVIQGDQRVS MPYASKGLYL ETEAGYYKLS

GEAYGFVARI DGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCG LCGNFNIFAE DDFMTQEGTL
TSDPYDFANS WALSSGEQWC

201 ERASPPSSSC NISSGEMQKG LWEQCQLLKS
TSVFARCHPL VDPEPFVALC

251 EXTLCECAGG LECACPALLE YARTCAQEGM
VLYGWTDHSA CSPVCPAGME

301 YRQCVSPCAR TCQSLHINEM CQERCVDGCS
CPEGQLLDEG LCVESTECEC

351 VHSGKRYPPG TSLSRDCNTC ICRNSQWICS
NEECPGECLV TGQSHFKSFD

401 NRYFTFSGIC QYLLARDCQOD HSFSIVIETV

Peticaio 870220077525, de 29/08/2022, pég. 91/308



86/292

QCADDRDAVC
LHNSLVELEKH
RIQHTVTASV
DWDGRGRLLV
QGDDFLTPSG
MAWKLHGDCQ
EEACAVLTSP
PLPYLRNCRY
AACAGRGVRV
NCPKGQVYLQ
EACLEGCFCP

TRSVTVRLEPG
GAGVAMDGQD IQLPLLKGDL
RLEYGEDLOM
KLSPVYAGKT CGLCGNYNGN
LAEFRVEDFG
DLOEQHSDPC ALNPRMTRFS
TFEACHRAVS
DVCSCSDGRE CLCGALASYA
AWREFGRCEL
CGTPCNLTCR SLSYPDEECN
PGLYMDERGD

731 CVPKRQCPCY YDGEIFQPED IFSDHHTMCY
CEDGFMHCTM SGVPGSLLFD

751 AVLSSPLSHR SER
Tl
: ) Tod SLSCRFPP MWVELVCPADN
DOMINIC D° DE WWF
LEAEGLECTE
TCONYDLECM
H01 SMGCVSGCLC FPGMVEHENE CVALERCECE
HOGEEYAPGE TVEIGCNTCY
H51 CROEEHNCTD HYVCDAT
RiAA
S T CSTI_GMAHYLTEDG
LKYLEPGECQ YVLYQDYCGS
901 MPGTFREILVG NEGCSHEPSVE CEEEVTILVE

951 THFEVVESGR YTILLLGKAL SVVHDRHLST
SVVLKQTYQE KVCGLCGNED

GIONNDLTSS WLOVEEDPVD FGHNSWEVISQ

B -
2 s

13101 CDTTAAYAHYV_CAQHGKVVTW RTATLCEQSC
EERNLRENGY ECEWRYNSCA

KILDELLQTC VDPEDCPVCE

1201 VAGRRFASGK KVILNPSDPE HCQICHCDVY
NLTCEACQEPD

1240

: 1241 GGLVVPPTDA
DOMINIO AT DEVIRF 1251  PYSETTLYVE DISEPPLEDF YCSRLLDLVE

LLDGSSRLSE AEFEVLEAFV

1301  VDMMERLRIS QKWVRVAVVE YHDGSHAYIG
LKDRKRFSEL RRIASDVKYA

1351  GSQVASTSEV LKYTLFQIFS KIDRPEASRI
ALLLMASQEP QRMSRNEVRY

1401  VOGLKKKKVI VIPVGIGPHA NLKQIRLIEK
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CAFPENKAFVL
DEIVSYLCDL
14739

S5VDELEQQOR
AFEAFPFFTLFE

PDMAQVTVG

GLLGVSTLGP
FVLEGSDKIG
GQDSIHVTVL
PFSEAQSKGD
ALRYLSDHSF
1600

PNLVYMVTGN
GPNANVQELE
IQDFETLPRE
SPAPDCSQPL
SFPASYFDEM
SVLQYGSITT
KAHLLSLVDV
LTSEMHGARP
TDVSVDSVDA
YDAAQLRILA
LORIEDLPTM
DEDGNEKRPG
TVTCQPDGQT
OSPVKVEETC
TGSSTRHIVT
EQDLEVILHN
CMKSIEVKHS
VPYVGGNMEV
RENHLGHIFT
TYGLCGICDE
GTVTTDWKTL
CLVPDSSHCQ
HKVLAPATFY
AHLCRTNGVC
MSCPPSLVYN
PSEGCFCPPD
EEACTQCIGE
CTCLSGRKVN
APTCGLCEVA
SCDLEPVPHC
PGECRPNFTC
PTLRKTQCCD
STVSCPLGYL
CVHRSTIYPV
CTCTDMEDAV
FTYVLHEGEC
YVTGSPRGDS
NECVRVKEEV
QLEVPVCPSG
ACMLNGTVIG

KRNSMVLDVA
EARDENRSKEF
QYSYMVTVEY
ILORVREEIRY
LVSQGDREQA

PASDEIKRLP
RIGWPNAPIL
APDLVLORCC
DVILLLDGSS
KSFAKAFISK
IDVPWNVVEE
MOREGGPSQI
GASKAVVILV
AADAARSNRV
GPAGDSNVVEK
VTLGNSFLHK
DVWTLPDQCH
LLKSHRVNCD
GCRWTCPCVC
FDGONFKLTG
GACSPGARQG
ALSVEXHSDM
NVYGAIMHEV
FTPONNEFQL
NGANDFMLRD
VOEWTVQREG
VLLLPLFAEC
ATCOQODSCHO
VDWRTPDECA
HCEHGCPRHC
KVMLEGSCVP
DGVQHQFLEA
CTTQPCPTAK
RLRONADQCC
ERGLOPTLTN
ACRKEECKRV
EYECACNCVN
ASTATNDCGC
GQFWEEGCDV
MGLRVAQCSQ
CGRCLPSACE
QSSWKSVGSQ
FIQORNVSCP
FQLSCKTSAC
PGKTVMIDVC

P
MEEVIQRMDV

QGGNRTNTGL

GDIQVVEIGV
SGEGLQIPTL
ANIGPRLTQV
GDALGFAVRY
TVFPIGIGDR
LCSGFVRICM
RGLRPSCPNS
SCSYVLFQNK
EVTVNGRLVS
QOLSPKTFASK
QTCQPILEEQ
EQVCEVIASY
DGNVSSCGDH
WVPDHQPCQI
PEYECVCDPV
SPPSCPPHRL
TTTTCLEDKV
KPCEDSCRSG
WASPENPCLI

CPSCRCERME
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2af) TTCRCMVOVE VISGFELECE ETTCHNFCRLEG
YREENNTGEC CGECLEPTACT
2651 IOLRGGOIMT LERDETLODG CDTHECEVHE
RGEYEWZERY TGUPPEDEZE
2702 CLAEGGEIME IPGTCCDTICE EPECHDITAR
LOYVENGSCE SEVEVDIHYC
275% DEKCASEAMY SIDIMNDVODD CSCCSPTRTE
FMOVALHCTN G3VVYHEVLH
2801 AMECECSPERE C5K
SEQUENCIA DE NUCLECTIDEQ(SEQIDMWC 1)
VAWE DE COMPRI- i BTEATTCCTEG CCAGARTTTGED
MENTO COMPELTO COGEGETECTE CTTGCTCTGE COCTCATTTT

51 GCCAGGGACC CITTGIGCAG
ARGEARCTCE CGECAGETCR TCCACGGCCC
101 GATGCAGCCT TTTCGGAAGT
GACTTCGTCAE ACACCTTTGA TGGGAGCATE
151 TACAGCTTTG CGGGATACTG
CAGTTACCTC CTEECAGEGE GOTGICAGAD
201 ACGCTCCTIC TCGATTATTG
GGGACTTCCE GAATGGCAAG AGRGTGAGCC
251 TCTCOGTGTAR TCTITGGGGAA
TTTTTTGACA TCCATTTGTT ToTCAATGST
301 ACCGIGACAC AGGGGGACCA
BAGAGTCTCC ATGCCCTATGS CCTCCAAAGE
351 GCTGTATCTA GAAACTGAGG
CTEGEETACTA CALGCTGTICC GGTGAGECCT
401 ATGGCTTTGT GGUCAGGATC
GATGGCAGCE GCAACTTTCA AGTCOTGCTE
451 TCAGACAGAT ACTTCAARCAR
GACCTECGGE CTETGTGECR ACTTTARACAT
501 CTTTGCTGAR GATGACTTTA
TGACCCAAGA AGGGACCTTG ACCTCGGACC
551 CTTATGACTT TGCCRACTCE
TGEGCTCTGA GCAGTEGAGA ACAGTGGETGT
a0l GRRCGGGCAT CTCCTCCCAG
CAaGUTCATGE AMCATCTCCT CTOEEEALLT
651 GCAGRARAGGGT CTGTGGGAGT
AGTGCCAGCT TCTGAAGAGT ACCTCGEGTGT
701 TTECCCSECTG CCACCCICTG
GTGGACCOCE AGCCTTTITGT GGLOCTGTGT
751 OGAGARGACTT TGTGTGAGTS
TGCTGGEEGE CTGGAGTGCG CCTGCCCTGO
801 CCTCCTGGAG TACGCCCGGA
CCTGTGOCCA GGAGGEAATG GTGCTGTACE
B51 GCTGGACCGA CCACAGCGCG
TECAGDCCAL THTHOCCTTGHE TLLHTATGEAL
201  TATAGGCAGT GTGTGTCCCC
TTGUGECAGE ACCTGUCAGA GOCTECACAT
951 CAATGARAATG TGTCAGGAGC
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GATGCGTGGA TGGCTGCAGC TGCCCTGAGG
1001 GACAGCTCCT GGATGAAGGC
CTCTGCGTGG AGAGCACCGA GTGTCCCTGC
1051 GTGCATTCCG GARAGCGCTA
CCCTCCCGGT ACCTCCCTCT CTCGAGACTG
1101 CAACACCTGC ATTTGCCGAA
ACAGCCAGTG GATCTGCAGC AATGAAGAAT
1151 GTCCAGGGGA GTGCCTIGTC
ACTGGTCAAT CCCACTTCAA GAGCTTTGAC
1201 AACAGATACT TCACCTITCAG
TGGGATCTGC CAGTACCTGC TGGCCCGGGA
1251 TTGCCAGGAC CACTCCTTCT
CCATTGTCAT TGAGACTGTC CAGTGTGCTG
1301 ATGACCGCGA CGCTGTGIGC
ACCCGCTCCG TCACCGTCCG GCTGCCTGGC
1351 CTGCACAACA GCCTTGTGAA
ACTGAAGCAT GGGGCAGGAG TTGCCATGGA
1401 TGGCCAGGAC ATCCAGCTCC
CCCTCCTGAA AGGTGACCTC CGCATCCAGC
1451 ATACAGTGAC GGCCTCCGTG
CGCCTCAGCT ACGGGGAGGA CCTGCAGATG
1501 GACTGGGATG GCCGUGGGAG
GCTGCTGGTG AAGCTGTCCC CCGTCTATGC
1551 CGGGAAGACC TGCGGCCTGT
GTGGGAATTA CAATGGCAAC CAGGGCGACG
1601 ACTTCCTTAC CCCCTCTGGG
CTGGCRGAGC CCCGGGTGGA GGACTTCGGG
1651 AACGCCTGGA AGCTGCACGG
GGACTGCCAG GACCTGCAGA AGCAGCACAG
1701 CGATCCCTIGC GCCCTCAACC
CGCGCATGAC CAGGTTCTCC GAGGAGGUGT
1751 GCGCGGTCCT GACGTCCCCC
ACATTCGAGG CCTGCCATCG TGCCGTCAGC
1801 CCGCTGCCCT ACCTGCGGAA
CTGCCGCTAT GACGTGTGCT CCTGCTCGGA
1851 CGGCCGCGAG TGCCTIGTGCG
GCGCCCTGGC CAGCTATGCC GCGGCCTGCG
1901 CGGGGAGAGG CGTIGCGCGTC
GCGTGGCGCGE AGCCAGGCCG CTGTGAGCTG
1951 AACTGCCCGA AAGGCCAGGT
GTACCTGCAG TGCGGGACCC CCTGCAACCT
2001 GACCTGCCGC TCTCTCTCTT
ACCCGGATGA GGAATGCAAT GAGGCCTGCC
2051 TGGAGGGCTG CTTCTGCCCC
CCAGGGCTCT ACATGGATGA GAGGGGGGAC
2101 TGCGTGCCCA AGGCCCAGTG
CCCCTGTTAC TATGACGGTG AGATCTTCCA
2151 GCCAGAAGAC ATCTTICTCAG
ACCATCACAC CATGTGCTAC TGTGAGGATG
2201 GCTTCATGCA CTGTACCATG
AGTGGAGTCC CCGGAAGCTT GCTGCCTGAC
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2251 GCTGTCCTCA GCAGTCCCCT
GTCTCATCGC AGCAARAAGGA GCCTATCCTG
2301 TCGGCCCCCC ATGGTCAAGC
TGGTGTGTCC CGCTGACAAC CTGCGGGCTG
2351 AAGGGCTCGA GIGTACCAAA
ACGTGCCAGA ACTATGACCT GGAGTGCATG
2401 AGCATGGGCT GTGTCICTGG
CTGCCTCTGC CCCCCGGGCA TGGTCCGGCA
2451 TGAGAACAGA TGTIGTGGCCC
TGEGAAAGGTG TCCCTGCTTC CATCAGGGCA
2501 AGGAGTATGC CCCTGGAGAA
ACAGTGAAGA TTGGCTGCAA CACTTGTGTC
2551 TGTCGGGACC GGAAGTGGAR
CTGCACAGAC CATGTGTGTG ATGCCACGTG
2601 CTCCACGATC GGCATGGCCC
ACTACCTCAC CTTCGACGGG CTCAAATACC
2651 TGTTCCCCGG GGAGTGCCAG
TACGTTCTGG TGCAGGATTA CTGCGGCAGT
2701 AACCCTGGGA CCTTTCGGAT
CCTAGTGGGG AATAAGGGAT GCAGCCACCC
2751 CTCAGTGAAA TGCAAGAAAC
GGGTCACCAT CCTGGTGGAG GGAGGAGAGA
2801 TTGAGCTGTT TGACGGGGAG
GTGAATGTGA AGAGGCCCAT GAAGGATGAG
2851 ACTCACTTTG AGGTIGGTGGA
GTCTGGCCGGE TACATCATTC TGCTGCTGGG
2901 CAAAGCCCTC TCCGTGGTCT
GGGACCGCCA CCTGAGCATC TCCGTGGTCC
2951 TGARAGCAGAC ATACCAGGAG
ABAGTGTGTG GCCUTGTGTGG GAATTTTGAT
3001 GGCATCCAGA ACAATGACCT
CACCAGCAGT AACCTCCAAG TGGAGGAAGA
3051 CCCTGTGGAC TTTGGGAACT
CCTGGAAAGT GAGCTCGCAG TGTGCTGACA
3101 CCAGAARAGT GUCTCTGGAC
TCATCCCCTG CCACCTGCCA TAACAACATC
3151 ATGAAGCAGA CGATGGIGGA
TTCCTCCTGT AGAATCCTTA CCAGTGACGT
3201 CTITCCAGGAC TGCARACAAGC
TGGTGGACCT CGAGCCATAT CTGGATGTCT
3251 GCATTTACGA CACCTGCTCC
TGTGAGTCCA TTGGGGACTG CGCCTIGCTITC
3301 TGCGACACCA TTGCTGCCTA
TGCCCACGTG TGTGCCCAGC ATGGCAAGGT
3351 GGTGACCTGG AGGACGGCCA
CATTGTGCCT CCAGAGCTGC GAGGAGAGGA
3401 ATCTCCGGGA GAACGGGTAT
GAGTGTGAGT GGCGCTATAA CAGCTGTGCA
3451 CCTGCCTGTC AAGTCACGTG
TCAGCACCCT GAGCCACTGG CCTGCCCTGT
3501 GCAGTGTGTG GAGGGCTGCC
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ATGCCCACTG CCCTCCAGGG AAAMATCCTGG
3551 ATGAGCTTTT GCAGACCIGC
GTTGACCCTG AAGACTGTCC AGTGTGTGAG
3601 GIGGCTGGCC GGCGTTTIGC
CTCAGGARAG ARAGTCACCT TGAATCCCAG
3651 TGACCCTGAG CACTGCCAGA
TTTGCCACTG TGATGTTGTC AACCTCACCT
3701 GTGAAGCCTG CCAGGAGCCG
GGAGGCCTGGE TGGTGCCTCC CACAGATGCC
3751 CCGGTGAGCC CCACCACTCT
GTATGTGGAG GACATCTCGG AACCGCCGTT
3801 GCACGATTTC TACTGCAGCA
GGCTACTGGA CCTGGTCTTC CTGCTGGATG
3851 GCTCCTCCAG GCTGTICCGAG
GCTGAGTTIG AAGTGCUTGAA GGCCTTIGTG
3901 GIGGACATGA TGGAGCGGCT
GCGCATCTCC CAGAAGTGGG TCCGCGTGGC
3851 CGTGGTGGAG TACCACGACG
GCTCCCACGC CTACATCGGG CTCAAGGACC
4001 GGAAGCGACC GTCAGAGCIG
CGGCGCATTG CCAGUCAGGT GAAGTATGCG
4051 GGCAGCCAGG TGGCCTCCAC
CAGCGAGGTC TTGAAATACA CACTGTTICCA
4101 AATCTTCAGC AAGATCGACC
GCCCTGARAGC CTCCCGCATC GCCCTGCTCC
4151 TGATGGCCAG CCAGGAGCCC
CAACGGATGT CCCGGAACTT TGTCCGCTAC
4201 GTCCAGGGCC TGAAGAAGAA
GAAGGTCATT GIGATCCCGG TGGGCATTGG
4251 GCCCCATGCC AACCTCAAGC
AGATCCGCCT CATCGAGAAG CAGGCCCCTG
4301 AGAACAAGGC CTTCGTGCIG
AGCAGTGTGG ATGAGCTGGA GCAGCAAAMGG
4351 GACGAGATCG TTAGCTACCT
CTGTGACCTT GCCCCTGAAG CCCCTCCTCC
4401 TACTCTGCCC CCCGACATGG
CACAAGTCAC TGTGGGCCCG GGGCTCTITGG
4451 GGGTTITCGAC CCTGGGGCCC
AAGAGGAACT CCATGGTICT GGATGTGGLG
4501 TTCGICCTGG AAGGATCGGA
CAAAATTGGT GRAAGCCGACT TCRACAGGAG
4551 CAAGGAGTTC ATGGAGGAGG
TGATTCAGCG GATGGATGTG GGCCAGGACA
4601 GCATCCACGT CACGGTGCTG
CAGTACTCCT ACATGGTGAC CGTGGAGTAC
4651 CCCTTCAGCG AGGCACAGIC
CAAAGGGGAC ATCCTGCAGC GGGTGCGAGA
4701 GATCCGCTAC CAGGGCGGCA
ACAGGACCAA CACTGGGCTG GCCCTGCGGT
4751 ACCTCTCTGA CCACAGCTTC
TTGGTCAGCC AGGGTGACCG GGAGCAGGCG
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4801 CCCARACCTGG TCTACATGGT
CACCGGAAAT CCTGCCTCTG ATGAGATCARA
4851 GAGGCTGCCT GGAGACATCC
AGGTGGTGCC CATTGGAGTG GGCCCTAATG
4901 CCAACGTGCA GGAGCTGGAG
AGGATTGGCT GGCCCAATGC CCCTATCCTC
4951 ATCCAGGACT TTGAGACGCT
CCCCCGAGAG GUTCCTGACC TGGTGCTGCA
5001 GAGGTGCTGC TCCGGAGAGG
GGCTGCAGAT CCCCACCCTC TCCCCTGCAC
5051 CTGACTGCAG CCAGCCCCTG
GACGTGATCC TTCTCCTGGA TGGCTCCTCC
5101 AGTTTCCCAG CTTCTTATTT
TGATGAARATG AAGAGTTTCG CCAAGGCTTT
5151 CATTTCAAAAR GCCAATATAG
GGCCTCGTCT CACTCAGGTG TCAGTGCTGC
5201 AGTATGGAAG CATCACCACC
ATTGACGTGC CATGGAACGT GGTCCCGGAG
5251 AAAGCCCATT TGCTGAGCCT
TETGGACGTC ATGCAGCGGE AGGGAGGCCC
5301 CAGCCAAATC GGGGATGCCT
TGGGCTTTGC TGTGCGATAC TTGACTTCAG
5351 AAATGCATGG TGCCAGGCCG
GGAGCCTCAA AGGCGGTGGET CATCCTGGTC
5401 ACGGACGTCT CTGTGGATTIC
AGTGGATGCA GUAGCTGATG CCGCCAGGTC
5451 CAACAGAGTG ACAGTGTTICC
CTATTGGAAT TGGAGATCGC TACGATGCAG
5501 CCCAGCTACG GATCTTGGCA
GGCCCAGCAG GUGACTCCAA CGTGGTGAAG
5551 CTCCAGCGAR TCGAAGACCT
CCCTACCATG GTCACCTTGG GCAATTCCTT
5601 CCTCCACARR CTGTGCTCTG
GATTTGTTAG GATTTGCATG GATGAGGATGC
5651 GGAATGAGAR GAGGCCCGGE
GACGTCTGGA CCTTGCCAGA CCAGTGCCAC
5701 ACCGTGACTT GCCAGCCAGA
TGGCCAGACC TTGCTGAAGA GTCATCGGGT
5751 CAACTGTGAC CGGGGGCTGA
GGCCTTCGTG CCCTAACAGC CAGTCCCCTG
5801 TTARAGTGGA AGAGACCTGT
GGCTGCCGCT GGACCTGCCC CTIGYGTGTGC
5851 ACAGGCAGCT CCACTCGGCA
CATCGTGACC TTTGATGGGC AGAATTTCAA
5801 GCTGACTGGC AGCTGTTCTT
ATGTCCTATT TCAAAARCAAG GAGCAGGACC
5951 TGGAGGTGAT TCTCCATAAT
GGTGCCTGCA GUCCTGGAGC AAGGCAGGGC
6001 TGCATGAAAT CCATCGAGGT
GAAGCACAGT GCCCTCTCCG TCGAGSTGCA
6051 CAGTGACATG GAGGTGACGG
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TGAATGGGAG ACTGGTCTCT GTTCCTTACG
5101 TGGGIGGGAA CATGGAAGIC
AACGTTTATG GTGCCATCAT GCATGAGGTC
8151 AGATTCAATC ACCTIGGICA
CATCTTCACA TTCACTCCAC AAAACAATGA
6201 GTTICCAACTG CAGCTICAGCC
CCAAGACTTT TGCTTCAAAG ACGTATGGTC
6251 TGTGTGGGAT CTGTGATGAG
ARCGGAGCCA ATGACTTCAT GCTGAGGGAT
6301 GGCACAGTCA CCACAGACTG
GAAAACACTT GTTCAGGAAT GGACTGTGCA
6351 GCGGCCAGGG CAGACGIGCC
AGCCCATCCT GGAGGAGCAG TGTCTTGTCC
8401 CCGACAGCTC CCACIGCCAG
GTCCTCCTCT TACCACTGTT TGCTGAATGC
6451 CACARAGGTCC TGGCTICCAGC
CACATTCTAT GCCATCTGCC AGCAGGACAG
6501 TTGCCACCAG GAGCARAGTGT
GTGAGGTGAT CGCCTCTTAT GCCCACCTCT
6551 GTCGGACCARA CGGGGTCTGC
GTTGACTGGA GGACACCTGA TTTCTGTGCT
6601 ATGICATGCC CACCATCTCT
GGTCTACAAC CACTGTGAGC ATGGCTGTCC
6651 CCGGCACTGT GATGGCAACG
TGAGCTCCTG TGGGGACCAT CCCTCCGAAG
6701 GCIGTTTCTG CCCTCCAGAT
ABMBGTCATGT TGGAAGGCAG CTGTGTCCCT
6751 GAAGAGGCCT GCACTCAGTG
CATTGGTGAG GATGGAGTCC AGCACCAGTT
6801 CCTGGAAGCC TGGGICCCGG
ACCACCAGCC CTGTCAGATC TGCACATGCC
6851 TCAGCGGGCG GAAGGTCAAC
TGCACAAMCGC AGCCCTGCCC CACGGCCAAR
5901 GCTCCCACGT GIGGCCTGTG
TGAAGTAGUC CGCCTCUCGCT AGAATGCAGA
6951 CCAGTGCTGC CCCGAGTATG
AGTGTGTIGTG TGACCCAGTG AGCTGIGACC
7001 TGCCCCCAGT GCCTCACTGT
GAACGTGGCC TCCAGCCCAC ACTGACCAAC
7051 CCTGGCGAGT GCAGACCCAA
CTTCACCTGC GCCTGCAGGA AGGAGGAGTG
7101 CAARAAGAGTG TCCCCACCCT
CCTGCCCCCC GCACCGTTTG CCCACCCTTC
7151 GGAAGACCCA GTGCTGTGAT
GAGTATGAGT GIGCCIGCAA CIGTGTCAAC
7201 TCCACAGTGA GCTGTCCCCT
TGGGTACTTG GCCTCAACCG CCACCAATGA
7251 CTGTGGCTGT ACCACAACCA
CCTGCCTTCC CGACAAGGTG TGTGTCCACC
7301 GAAGCACCAT CTACCCTGIG
GGCCAGTTCT GGGAGGAGGG CTGCGATGTG
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7351 TGCACCTGCA CCGACATGGA
GGATGCCGTG ATGGGCCTCC GUGTGGCCCA
7401 GTGCTCCCAG AAGCCCTGTG
AGGACAGCTG TCGGTCGGGT TTCACTTACG
7451 TTCTGCATGA AGGCGAGTGC
TGTGGAAGGET GCCTGCCATC TGCCTGTGAG
7501 GITGGTGACTG GCTCACCGCG
GGGGGACTCC CAGTCTTCCT GGAAGAGTGT
7551 CGGCTCCCAG TGGGCCTCCC
CGGAGAACCC CTGCCTCATC AATGAGTGTG
7601 TCCGAGTGAA GGAGGAGGTC
TTTATACAAC AAAGGAACGT CTCCTGCCCC
7651 CAGCTGGAGG TCCCTGICTG
CCCCTCGGGC TTTCAGCTGA GCTGTAAGAC
7701 CTCAGCGTIGC TGCCCAAGCT
GTCGCTGTGA GUGUATGGAG GCCTGCATGC
7751 TCAATGGCAC TGTCATTGGG
CCCGGGAAGA CTGTGATGAT CGATGTGTGC
7801 ACGACCIGCC GCTGCATGGT
GCAGGETGGGEE GTCATCTCTG GATTCAAGCT
7851 GGAGTGCAGG AAGACCACCT
GUAACCCCTG CCCCCTGGGT TACAAGGAAG
7901 ARRATAACAC AGGTGAATGT
TETGGEGAGAT GTTTGCCTAC GGCTTGCACC
7951 ATTCAGCTAA GAGGAGGACA
GATCATGACA CTGAAGCGTG ATGAGACGCT
8001 CCAGGATGGC TGIGATACTC
ACTTCTGCARA GGTCAATGAG AGAGGAGAGT
8051 ACTTCIGGGA GAAGAGGGTC
ACAGGCTGCIC CACCCTTTGA TGAACACAAG
8101 TGTCTIGCTG AGGGAGGTAA
BATTATGAAR ATTCCAGGCA CCTGCTGTGA
8151 CACATGTGAG GAGCCTGAGT
GCAACGACAT CACTGCCAGG CTGCAGTATG
8201 TCAAGGTGGG AAGCTGTAAG
TCTGRAAGTAG AGGTGGATAT CCACTACTGC
8251 CAGGGCARAT GTGCCAGCAA
AGCCATGTAC TCCATTGACA TCAACGATGT
8301 GCAGGACCAG TGCTCCTGCT
GCTCTCCGAC ACGGACGGAG CCCATGCAGGE
8351 TGGCCCTGCA CTGCACCAAT
GGCTCTGTTG TGTACCATGA GGTTCTCAAT
8401 GCCATGGAGT GCAAATGCTC

CCCCAGGAAG TGCAGCAAGT GA

[000142] O fragmento de VWF como aqui utilizado pode ser um fra-

gmento que compreende um dominio D1 e um dominio D3 de VWF,
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em que o fragmento de VWF liga-se ao Fator VIII (FVIII) e inibe a liga-
¢ao de VWF endogeno (VWF de comprimento completo) para o FVIII.
O fragmento de VWF que compreende o dominio D’ e o dominio D3
pode ainda compreender um dominio de VWF selecionado a partir do
grupo que consiste em um dominio A1, um dominio A2, um dominio
A3, um dominio D1, um dominio D2, um dominio D4, uma dominio B1,
um dominio B2, um dominio B3, um dominio C1, um dominio C2, um
dominio CK, um ou mais fragmentos dos mesmos, e quaisquer combi-
nagcdes dos mesmos. Em uma modalidade, um fragmento de VWF
compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em: (1) os do-
minios D’ e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; (2) os dominios
D1, D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; (3) os dominios D2,
D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; (4) os dominios D1, D2,
D’, e D3 de VWF ou fragmentos dos mesmos; ou (5) os dominios D1,
D2, D’, D3, e A1 de VWF ou fragmentos dos mesmos. O fragmento de
VWEF aqui descrito nao contém um sitio de ligagao para um receptor de
eliminacdo de VWF. Em outra modalidade, o fragmento de VWF aqui
descrito ndo é os aminoacidos 764 a 1274 da SEQ ID NO: 2. O frag-
mento de VWF da presente invencao pode compreender quaisquer
outras sequéncias ligadas ou fundidas com o fragmento de VWF. Por
exemplo, um fragmento de VWF aqui descrito pode ainda compreen-
der um peptideo de sinal.

[000143] Em uma modalidade, o fragmento de VWF liga-se a, ou es-
ta associada com uma proteina FVIIIl. Ao ligar-se ou associar com uma
proteina FVIIlI, um fragmento de VWF da invencédo protege FVIII da
protease de clivagem e ativacao do FVIII, estabiliza a cadeia pesada e
cadeia leve do FVIIl, e impede eliminagcdo do FVIII por receptores lim-
padores. Em outra modalidade, o fragmento de VWF liga-se a ou se
associa com uma proteina FVIIlI e bloqueia ou impede a ligacao da

proteina FVIII ao fosfolipideo e proteina C ativada por prevencéo ou
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inibicdo da ligagao da proteina FVIIIl com VWF enddgeno, de compri-
mento completo, o fragmento de VWF da invengao reduz a eliminagéo
do FVIII por receptores de eliminacdo de VWF e, portanto, estende a
meia-vida da proteina FVIIl. Em uma modalidade, a extensdo da meia-
vida de uma proteina FVIII é assim devido a ligagdo de ou associagao
com o fragmento de VWF desprovido de um sitio de ligagdo ao recep-
tor de eliminagdo VWF a proteina FVIII e blindando ou protegendo a
proteina FVIII pelo fragmento de VWF do VWF enddgeno, o qual con-
tém o sitio de ligagcdo do receptor de eliminagdo de VWF. A proteina
FVIII ligada ou protegida pelo fragmento de VWF também pode permi-
tir a reciclagem de uma proteina FVIII. Ao eliminar os sitios de ligagéo
ao receptor da via de eliminacdo de VWF contidos na molécula de
VWF de comprimento completo, os heterodimeros do FVIII/VWF da
invengao sao protegidos a partir da via de eliminagcao de VWF, que se
estende além da meia-vida do FVIII.

[000144] Em uma modalidade, um fragmento de VWF da presente
invencao compreende dominio D’ e o dominio D3 de VWF, em que o
dominio D’ é, pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%,
97%, 98%, 99%, ou 100% idéntico aos aminoacidos 764 a 866 da
SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF impede a ligagdo do VWF
a FVIIl endégeno. Em outra modalidade, um fragmento de VWF com-
preende o dominio D’ e o dominio D3 de VWF, em que o dominio D3 é
pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%,
ou 100% idéntica aos aminoacidos 867 a 1240 da SEQ ID NO: 2, em
que o fragmento de VWF impede a ligacdo do VWF endégeno a FVIII.
Em algumas modalidades, um fragmento de VWF aqui descrito com-
preende, consiste essencialmente em, ou consiste em dominio D’ e o
dominio D3 de VWF, que sdo, pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idénticos aos aminoacidos
764 a 1240 da SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF impede a
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ligagcdo do VWF endogeno a FVIII. Em outras modalidades, um frag-
mento de VWF compreende, consiste essencialmente em, ou consiste
nos dominios D1, D2, D’, e D3, pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%,
90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idénticos aos aminoacidos
23 a 1240 de SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF impede a
ligacdo do VWF enddgeno a FVIIl. Em ainda outras modalidades, o
fragmento de VWF compreende ainda um peptideo de sinal ligado
operativamente a mesma.

[000145] Em algumas modalidades, um fragmento de VWF da inven-
¢ao consiste essencialmente em ou consiste em (1) o dominio D’'D3, o
dominio D1D’D3, dominio D2D’D3, ou dominio D1D2D’D3 e (2) uma
sequéncia adicional de VWF até cerca de 10 aminoacidos (por exem-
plo, a partir de quaisquer sequéncias de aminoacidos 764 a 1240 de
SEQ ID NO: 2 de aminoacidos 764 a 1250 da SEQ ID NO: 2), até cer-
ca de 15 aminoacidos (por exemplo, quaisquer sequéncias de aminoa-
cidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2 aos aminoacidos 764 a 1255 da
SEQ ID NO: 2), até cerca de 20 aminoacidos (por exemplo, quaisquer
sequéncias de aminoacidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2 para os
aminoacidos 764-1260 da SEQ ID NO: 2), até cerca de 25 aminoaci-
dos (por exemplo, quaisquer sequéncias de aminoacidos 764 a 1240
da SEQ ID NO: 2 aos aminoacidos 764-1265 da SEQ ID NO: 2), ou até
cerca de 30 aminoacidos (por exemplo, quaisquer sequéncias de ami-
noacidos 764 a 1240 da SEQ ID NO: 2 aos aminoacidos 764-1260 da
SEQ ID NO: 2).Em uma modalidade particular, o fragmento de VWF
que compreende ou consiste essencialmente em dominio D’ e o domi-
nio D3 ndo € nem aminoacidos 764 a 1274 da SEQ ID NO: 2, nem
VWF maduro de comprimento total. Em algumas modalidades, o do-
minio D1D2 é expresso em trans com o dominio D’'D3. Em algumas
modalidades, o dominio D1D2 é expresso em cis com o0 dominio D’'D3.

[000146] Em outras modalidades, o fragmento de VWF compreen-
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dendo os dominios D’'D3 ligados aos dominios D1D2 compreendem
ainda um sitio de clivagem intracelular, por exemplo, (um sitio de cli-
vagem por PACE (furina) ou PC5), permitindo a clivagem dos domi-
nios de D1D2 dos dominios D'D3 apds a expressao. Exemplos néo
limitantes do sitio de clivagem intracelular s&o divulgadas em outra
parte aqui.

[000147] Em ainda outras modalidades, um fragmento de VWF com-
preende o dominio D’ e o dominio D3, mas ndo compreendem uma
sequéncia de aminoacidos selecionada a partir do grupo que consiste
em (1) aminoacidos 1241 a 2813 de SEQ ID NO: 2, (2) os aminoacidos
1270 aos aminoacidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (3) os aminoacidos
1271 aos aminoacidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (4) os aminoacidos
1272 aos aminoacidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (5) os aminoacidos
1273 aos aminoacidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (6) os aminoacidos
1274 aos aminoacidos 2813 de SEQ ID NO: 2, e quaisquer combina-
cdes dos mesmos.

[000148] Em ainda outras modalidades, um fragmento de VWF da
presente invengdo compreende, consiste essencialmente em, ou con-
siste em uma sequéncia de aminoacidos correspondente ao dominio
D’, dominio D3, e dominio A1, em que a sequéncia de aminoacidos é
pelo menos 60%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%,
99%, ou 100% idéntica aos aminoacidos 764 a 1479 da SEQ ID NO: 2,
em que o fragmento de VWF impede a ligagdo do VWF enddgeno a
FVIII. Em uma modalidade particular, o fragmento de VWF nao € os
aminoacidos 764 a 1274 da SEQ ID NO: 2.

[000149] Em algumas modalidades, um fragmento de VWF da inven-
¢ao compreende o dominio D’ e o dominio D3, mas ndo compreende
pelo menos um dominio de VWF selecionado a partir do grupo que
consiste em (1) um dominio A1, (2) um dominio A2, (3) um dominio
A3, (4) um dominio D4, (5) um dominio B1, (6) um dominio B2, (7) um
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dominio B3, (8) um dominio C1, (9) um dominio C2, (10) um dominio
CK, (11) um dominio CK e o dominio C2, (12) um dominio CK, um
dominio C2, e um dominio C1, (13) um dominio CK, um dominio C2,
um dominio C1, um dominio B3, (14) um dominio CK, um dominio C2,
um dominio C1, um dominio B3, um dominio B2, (15) um dominio CK,
um dominio C2, um dominio C1, um dominio B3, um dominio B2, e um
dominio B1, (16) um dominio CK, um dominio C2, um dominio C1, um
dominio B3, um dominio B2, um dominio B1, e um dominio D4, (17)
um dominio CK, um dominio C2, um dominio C1, um dominio B3, um
dominio B2, um dominio B1, um dominio D4, e um dominio A3, (18)
um dominio CK, um dominio C2, um dominio C1, um B3 dominio, um
dominio B2, um dominio B1, um dominio D4, um dominio A3, e um
dominio A2, (19) um dominio CK, um dominio C2, um dominio C1, um
dominio B3, um dominio B2, um dominio B1, um dominio D4, um do-
minio A3, um dominio A2, e um dominio A1, e (20) quaisquer combi-
nacdes dos mesmos.

[000150] Ainda em outras modalidades, o fragmento VWF compre-
ende os dominios D’'D3 e um ou mais dominios ou modulos. Exemplos
de tais dominios ou modulos incluem, entre outros, os dominios e mo-
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 dominio D'D3 e um ou mais do-
minios ou modulos selecionados a partir do grupo que consiste em
dominio A1, dominio A2, dominio A3, modédulo D4N, moédulo VWD4,
modulo C8-4, moédulo TIL-4, mdédulo C1, médulo C2, médulo C3, mo-
dulo C4, moédulo C5, moédulo C5, moédulo C6, e quaisquer combinacgdes
dos mesmos.

[000151] Em ainda outras modalidades, o fragmento de VWF esta
ligado a uma fragdo heteréloga, em que a fragcao heterdloga é ligada

ao N-terminal ou o C-terminal do fragmento de VWF ou inserido imedi-
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atamente a jusante de um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou
mais sitios de inser¢gdo XTEN) na proteina FVIII no fragmento de VWF.
Por exemplo, os sitios de insergdo para a fragdo heterdloga no frag-
mento de VWF podem ser no dominio D’, dominio D3, ou ambos. A
fragdo heterdloga pode ser um extensor da meia-vida.

[000152] Em certas modalidades, um fragmento de VWF da inven-
cao forma um multimero, por exemplo, dimero, trimero, tetramero,
pentdmero, hexamero, heptdamero, ou os multimeros de ordem superi-
or. Em outras modalidades, o fragmento de VWF € um monémero que
tem apenas um fragmento de VWF. Em algumas modalidades, o frag-
mento de VWF da presente invencao pode ter uma ou mais substitui-
cdes, delecdes, adicdbes ou modificacbes de aminoacidos. Em uma
modalidade, o fragmento de VWF pode incluir substituicdes, delecdes,
adicbes ou modificagdes de aminoacidos de tal modo que o fragmento
de VWF néo é capaz de formar uma ligagcdo dissulfeto ou formando
um dimero ou um multimero. Em outra modalidade, a substituicdo de
aminoacidos esta dentro do dominio D’ e o dominio D3. Em uma mo-
dalidade particular, um fragmento de VWF da invengdo contém, pelo
menos uma substituicdo de aminoacido em um residuo corresponden-
te ao residuo 1099, residuo 1142, ou em ambos os residuos 1099 e
1142 da SEQ ID NO: 2. A substituicdo de pelo menos um aminoacido
pode ser quaisquer aminoacidos que nao ocorrem naturalmente no
VWE tipo selvagem. Por exemplo, a substituicdo de aminoacidos pode
ser qualquer outro aminoacido além de cisteina, por exemplo, isoleuci-
na, alanina, leucina, asparagina, lisina, acido aspartico, metionina, fe-
nilalanina, acido glutamico, treonina, glutamina, triptofano, glicina, vali-
na, prolina, serina, tirosina, arginina, ou histidina. Em outro exemplo, a
substituicdo de aminoacidos tem um ou mais aminoacidos que impe-
dem ou inibem os fragmentos de VWF de formarem multimeros.

[000153] Em certas modalidades, o fragmento de VWF util aqui pode
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ainda ser modificado para melhorar a sua interacdo com o FVIII, por
exemplo, para melhorar a afinidade de ligacdo ao FVIIl. Como um
exemplo nado limitante, o fragmento de VWF compreende um residuo
serina no residuo correspondente ao aminoacido 764 de SEQ ID NO:
2 e um residuo de lisina no residuo correspondente ao aminoacido 773
de SEQ ID NO: 2. Os residuos 764 e/ou 773 podem contribuir para a
afinidade de ligagédo dos fragmentos de VWF para o FVIIl. Em outras
modalidades, os fragmentos de VWF uteis para a invengdo pode ter
outras modificagdes, por exemplo, a proteina pode ser peguilada, gli-
cosilada, hesilada, ou polissialiladas.

B) Sequéncias XTEN

[000154] Como usado aqui "sequéncia XTEN" refere-se aos polipep-

tideos de comprimento estendido, com sequéncias que ndao ocorrem
naturalmente substancialmente nao repetitivas que sdo compostas
principalmente de pequenos aminodacidos hidrofilicos, com a sequén-
cia possuindo um baixo grau ou nenhuma estrutura secundaria ou ter-
ciaria sob condigdes fisioldgicas. Como parceiro da proteina quimérica,
XTENs podem servir como um transportador, que confere certas pro-
priedades farmacocinéticas, fisico-quimicas e farmacéuticas deseja-
veis, quando ligadas a um fragmento de VWF ou uma sequéncia FVIII
da invencao para criar uma proteina quimeérica. Tais propriedades de-
sejaveis incluem, entre outras, parametros farmacocinéticos melhora-
dos e caracteristicas de solubilidade. Como aqui utilizado, "XTEN" ex-
clui especificamente anticorpos ou fragmentos de anticorpos, como
anticorpos de cadeia unica ou fragmentos Fc de uma cadeia leve ou
uma cadeia pesada.

[000155] Em algumas modalidades, a sequéncia XTEN da invengéao
€ um peptideo ou um polipeptideo 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,

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 107/308



102/292

1800, ou 2000 residuos de aminoacidos. Em certas modalidades,
XTEN é um peptideo ou um polipeptideo possuindo mais de cerca de
20 a cerca de 3000 residuos de aminoacidos, mais do que 30 a cerca
de 2500 residuos, mais do que 40 a cerca de 2000 residuos, mais do
que 50 a cerca de 1500 residuos, mais do que cerca de 60 a 1000 re-
siduos, mais do que 70 até cerca de 900 residuos, mais do que 80 até
cerca de 800 residuos, mais do que 90 até cerca de 700 residuos,
mais do que 100 a cerca de 600 residuos, mais do que 110 a cerca de
500 residuos, ou mais do que 120 a cerca de 400 residuos.

[000156] A sequéncia XTEN da invengdo pode compreender um ou
mais motif de sequéncia de 9 a 14 residuos de aminoacidos ou uma
sequéncia de aminoacidos pelo menos 80%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou 99% idéntica ao motif de sequéncia,
em que o motif compreende, consiste essencialmente em, ou consiste
em 4 a 6 tipos de aminoacidos 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
sequéncias nao 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 sequéncia consiste em varias unidades de se-
guéncias ndo sobrepostas selecionadas a partir de um familia de motif
unico selecionada a partir da Tabela 2A, o que resulta em uma se-
quéncia familia. Como aqui utilizado, "familia" significa que a XTEN
tem motifs selecionados apenas a partir de uma unica categoria motif
da Tabela 2A; ou seja, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC, BD ou XTEN, e
que quaisquer outros aminoacidos na XTEN nao a partir de um motif

familia sdo selecionados para atingir uma propriedade necessaria,
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como para permitir a incorporacdo de um sitio de restricdo pelos nu-
cleotideos de codificagdo, incorporacdo de uma sequéncia de cliva-
gem, ou para alcangar uma melhor ligagédo com FVIII ou VWF. Em al-
gumas modalidades de familias XTEN, uma sequéncia XTEN compre-
ende multiplas unidades de motifs de sequéncias ndo sobrepostas da
familia motif AD, ou a familia de motif AE, ou da familia motif AF, ou a
familia motif AG, ou familia motif AM, ou da familia motif AQ, ou familia
BC, ou familia BD, com a XTEN resultante exibindo a faixa de homolo-
gia descrita acima. Em outras modalidades, a XTEN compreende mul-
tiplas unidades de sequéncias do motif de duas ou mais das familias
motif da Tabela 2A. Estas sequéncias podem ser selecionadas para se
conseguir caracteristicas fisicas/quimicas desejadas, incluindo tais
propriedades, como carga liquida, hidrofilicidade, falta de estrutura se-
cundaria, ou a falta de repeticdo que sao conferidas pela composicao
de aminoacidos dos motifs, descrito mais completamente abaixo. Nas
modalidades aqui anteriormente descritas neste paragrafo, os motifs
incorporados na XTEN podem ser selecionados e montada utilizando
os métodos aqui descritos para alcangcar uma XTEN de cerca de 36 a
cerca de 3000 residuos de aminoacidos.

Tabela 2A. Motivos de Sequéncia XTEN de 12 Aminoacidos e Fami-

lias de Motivos

Familia de Motivos* Sequéncia 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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Familia de Motivos* Sequéncia 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 sequéncias individuais de motif que, quando usadas em con-
junto em varias permutacdes, resulta em uma "sequéncia de familia"

[000158] XTEN pode ter diferentes comprimentos para insergao ou
ligagdo com FVIIl ou VWF. Em uma modalidade, o comprimento das
sequéncias de XTEN é escolhido com base na propriedade ou fungao
a ser conseguida na proteina de fusdo. Dependendo da propriedade

ou funcao pretendida, XTEN pode ser uma sequéncia de comprimento
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curto ou intermediario ou sequéncia 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 residuos de aminoacidos, os
comprimentos intermediarios de cerca de 100 a cerca de 399 residuos
de aminoacidos, e comprimentos mais longos de cerca de 400 a cerca
de 1000 e até cerca de 3000 residuos de aminoacidos. Assim, a XTEN
inseridas ou ligada a FVIIl 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 residuos de aminoacidos de comprimento.
Em outras modalidades, as sequéncias XTEN sao 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 residuos de aminoacidos de compri-
mento. O comprimento exato de uma XTEN inserida ou ligada a FVIII
ou VWF pode variar sem afetar adversamente a atividade do FVIIl ou
VWF. Em uma modalidade, uma ou mais das XTEN aqui utilizadas tém
36 aminoacidos, 42 aminoacidos, 72 aminoacidos, 144 aminoacidos, 288
aminoacidos, 576 aminoacidos, ou 864 aminoacidos de comprimento e
podem ser selecionadas a partir de uma ou mais das sequéncias fami-
liares XTEN; ou seja, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC ou BD.

[000159] Em algumas modalidades, a sequéncia XTEN utilizado na
invengao é pelo menos 60%, 70%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%,
94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idéntica a uma sequéncia
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,
AES576, 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 sequéncia XTEN é pelo menos
60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% ou 100% idéntica a
uma sequéncia de aminoacidos 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 combinagdes dos mesmos.

[000161] Em algumas modalidades, menos do que 100% de aminoa-
cidos de uma XTEN sao selecionados a partir de glicina (G), alanina
(A), serina (S), treonina (T), glutamato (E) e prolina (P), ou menos do
que 100% da sequéncia consiste nos motifs da sequéncia da Tabela
2A ou as sequéncias XTEN da Tabela 2B. Em tais modalidades, os
restantes residuos de aminoacidos da XTEN sao selecionados a partir
de qualquer um dos outros 14 L-aminoacidos naturais, mas podem ser

preferencialmente selecionados a partir de aminoacidos hidrofilicos, de
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modo que a sequéncia XTEN contém pelo menos cerca de 90%, 91%,
92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, ou pelo menos cerca de 99%
de aminoacidos hidrofilicos. O teor de aminoacidos hidrofébicos na
XTEN utilizada nos constructos de conjugagao pode ser de menos do
que 5%, ou menos do que 2%, ou menos do que 1% de conteudo em
aminoacido hidrofobico. Residuos hidréfobos que sdo menos favoreci-
dos no constructo de XTEN incluem triptofano, fenilalanina, tirosina,
leucina, isoleucina, valina, metionina e. Além disso, as sequéncias
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 aminoacidos: metionina (por exemplo, para evitar a oxidagao),
ou asparagina e glutamina (para evitar desamidagao).

[000162] Em outra modalidade, a sequéncia 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 combinagdes dos
mesmos. Em uma modalidade especifica, a sequéncia XTEN é AE288.
As sequéncias de aminoacidos para certas sequéncias XTEN da in-

vengao sao mostradas na Tabela 2B.
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TABELA 2B. Sequéncias XTEN

XTEN SEQUENCIA DE AMINOACIDO
AE42 GAPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPASS
SEQ ID NO:
36
AET2 GAPTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPA
SEQ ID NO: | TSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGASS
127
AE144 GSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGSPAGSPTSTE
SEQ ID | EGTSTEPSEG
NO:37 SAPGSEPATSGSETPGSEPATSGSETPGSEPATSGSETPGTSTEPSE
GSAPGTSESA
PESGPGSEPATSGSETPGTSTEPSEGSAP
AE144_2A | TSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAP
SEO ID NO: | STSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESAT PESGPGSEPATSGSET
(SEQ *| PGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESATPES
128) GEG
AE144 3B | SPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGP
SEO 1D NO. | CYSTEPSEGSAPGISTEPSEGSAPGTS TEPSEGSAPGTS TEPSEGSA
(SEQ *| PGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGS
129) APG
AEl44 4A | TSESATPESGPGSEPATSGSETPGISESATPESGEGSEPATSGSETP
SEO 1D NO: | CTSESATPESGRGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSPAGSPTSTE
(SEQ " | EGSPAGSPTSTEEGS PAGS PTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGS
130) APG
AE144 SA | TSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSETP
SEQ ID NO. | GTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGS PAGSPTSTEEGTSESATPESG
(SEQ ' | PGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGS PAGSPTSTEEGS PAGSPTST
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131) EEG

AE 144_68 TSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESATPESGPGTSESATPESGE

SEO 1D NO- GSEPATSGSETPGSEPATSGSETPGSPAGSPTSTEEGTSTERPSEGSA

(SEQ | BGTSTEPSEGSAPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTERPSEGS

132) APG

AGIl44 GTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGRPGSSPSASTGTG

SEQ ID | PGASPGTSST

NO:38 GSPGASPGTSSTGSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSS
TGSPGSSPSA
STGCTGPGTPGSGTASS5PGESTPSGATGSP

AGI44 A GASPGTSSTGE PGS S PSASTGTGRPGSSPSASTGTGRPGTRPGSGTASSS

(QEQ D NO: PGSSTPSGATGS PGS SPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASS

- ‘| SPGSSTPSGATGSPGTEGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSST

133) GSP

AGl44 B GTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSS

SEO ID NO: PGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGSSTESGATG

(SEQ | SPGSSTPSGATGS PGASPGT S TGS PCGASPGTSSTGEPGASEGTSST

134) GSP

ACH44_C GTPGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGS

SEO 1D NO- PGSSPSASTGTGPGTPGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTG

( Q " SPGASPGTSSTGSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGSPGASPGTSST

135) GSP

AGI44 F G3SPSASTGTGPGSSESASTGTGPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGS

(SEO 1D NO: | PG5S TPSGATGS PGS SPSASTGTGRPGAS PGTSSTGSPGSSPSASTGT

(SEQ | GPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGSPGASEGTSST

136) GSP

AEZRR GTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSET

SE D PGTSESATFESG

Q PGTSTEFPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEFATSGSE

NO:39 TPGTSESATPES
GPGSPAGSPFTSTEEGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSESATEE
SGPGTSESATPE
SGPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGSEPATSGSETPGSFAGSPT
STEEGTSTEESE
GoAPGTSTEPSEGSAPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTERS
EGSAP

AEEﬁ&} GSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSERPATSGSETPGTSESATRPESG

SEOQ ID NO: PGTSTEFSEGSAPCGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTERPSEGS

( 'Q T APGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEG

137) SAPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSG
SETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPAGSE
TSTEEGSPAGSPTSTEEGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPR
SEGSAP

AG288 PGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGS PGTPGSGTASSSPGSSTPSGATG
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SEQ ID
NO:40

SPGTPGSGTASS
SPGSSTPSGATGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGAT
GSPGSSPSASTG
TGPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGA
TGSPGSSPSAST
GTGPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSTRSG
ATGSPGSSPSAS
TGTGPGASPGTSSTGSPGSSPSASTGTGPGTPGSGTASSSPGSSTPS
GATGS

AE576
SEQ D
NO:41

GSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTE
EGTSTEPSEGSA
PGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGSEPATSGSE
TPGSPAGSPTST
EEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTS
TEEGTSTEFPSEG
SAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATP
ESGPGSEPATSG
SETPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESAT
PESGPGSPAGSP
TSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEP
SEGSAPGTSTEP
SEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTE
PSEGSAPGSPAG
SPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSE
SATPESGPGSEP
ATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSP
AGSPTSTEEGSPE
AGSFTSTEEGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAFE

AG576
SEQ ID
NO:42

PGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGT
GPGSSTPSGATG
SPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSST
GSPGTPGSGTAS
SSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSPSAST
GTGEGTPGSGTA
SSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSTPSG
ATGSPGSSTPSG
ATGSPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSTES
GATGSPGSSTES
GATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGTRGS
GTASSSPGASPG
TSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSFGASPGTSSTGSPGTPG
SGTASSSPGSST
PSCGATGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGTPGSGTASSSPGSS
TPSGATGSPGSS
TPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGT
PGSGTASSSPGS
STPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGS

AER64

GSPAGSPTSTEEGTSESATPESGEGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTE
EGTSTEPSEGSA
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SEQ
NO:43

ID

FGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGFGSEPATSGSETPGSEPATSGSE
TPGSPAGSPTST
EEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTS
TEEGTSTEPSEG
SAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATE
ESGPGSEPATSG
SETPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESAT
FPESGFGSPAGSP
TSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTER
SEGSAPGTSTEP
SEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAFGTSTE
PSEGSAPGSPAG
SPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSE
SATPESGPGSEP
ATSGSETFGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSE
AGSPTSTEEGSP
AGSPTSTEEGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGT
SESATPESGPGS
EPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGEG
TSTEPSEGSAPG
SPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGP
GSPAGSPTSTEE
GSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESATPESG
FGTSESATPESG
PGSEPATSGSETPGSEPATSGSETPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGS
APGTSTEPSEGS
APGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAP

AGR64
SEQ
NO:44

D

GASPGTSSTGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGTPGSGTASSS
PGSSTPSGATGS
PGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATG
SPGTPGSGTASS
SPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGAT
GSPGASPGTSST
GSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSAST
GTGPGSSTPSGA
TGSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASEGTS
STGSPGTPGSGT
ASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSPSA
STGTGPGTEGSG
TASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSTE
SGATGSPGSSTE
SGATGSPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSST
PSGATGSPGSST
PSGATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSEGTP
GSGTASSSPGAS
PGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGT
PGSGTASSSPGS
STPSGATGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGTPGSGTASSSPG
S8TPSGATGSPG
SSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSR
GTPGSGTASSSP
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GS5TPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSESASTGTGPGASPGTSSTGS
PGASPGTSS5TGS
PGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGSSPSASTGT
GPGTPGSGTASS
SPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSE

[000163] De acordo com outras modalidades, a sequéncia XTEN uti-
lizada na invencéo afeta a propriedade fisica ou quimica, por exemplo,
farmacocinética da proteina quimérica da presente invencdo. A se-
quéncia XTEN utilizada na presente invengao pode exibir uma ou mais
das seguintes propriedades vantajosas: flexibilidade conformacional,
solubilidade aquosa melhorada, elevado grau de resisténcia a protea-
ses, baixa imunogenicidade, baixa ligagcado aos receptores de mamife-
ros, ou raios hidrodindmicos aumentados (ou Stokes). Em uma moda-
lidade especifica, a sequéncia XTEN ligada a uma proteina FVIII na
presente invencdo aumenta as propriedades farmacocinéticas como a
meia-vida de eliminagao mais longa ou aumento da area sob a curva
(AUC), de modo que a proteina quimérica aqui descrita permanece in
vivo durante um periodo de tempo aumentado em comparacao com o
tipo selvagem do FVIIl. Em outras modalidades, a sequéncia XTEN
utilizada na presente invencdo aumenta as propriedades farmacociné-
ticas, como meia-vida de eliminagdo mais longa ou aumento da area
sob a curva (AUC), de modo que a proteina FVIII permanece in vivo
por um periodo de aumentado tempo em comparagao com o tipo sel-
vagem do FVIII.

[000164] Uma variedade de métodos e ensaios podem ser utilizados
para determinar as propriedades fisico/quimica de proteinas que com-
pdem a sequéncia XTEN. Tais métodos incluem, entre outros, centri-
fugacao analitica, EPR, HPLC de troca i6nica, HPLC de exclusdo de
tamanho, a HPLC de fase reversa, dispersao de luz, eletroforese capi-
lar, dicroismo circular, calorimetria de varrimento diferencial, fluores-

céncia, HPLC de troca iénica, HPLC por exclusdo de tamanho, IR,
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RMN, espectroscopia Raman, refratometria, e espectroscopia
UV/visivel. Métodos adicionais estdo descritos na Amau et al., Prot
Expr Purif e 48, 1-13 (2006).

[000165] Outros exemplos de sequéncias de XTEN que podem ser
utilizadas de acordo com a presente invengdo e sédo divulgados nas
Publicacbes de Patentes US 2010/0239554 A1, 2010/0323956 A1,
2011/0046060 A1, 2011/0046061 A1, 2011/0077199 A1, ou
2011/0172146 A1, ou Publicacdo de Patente Internacional WO
2010091122 A1, WO 2010144502 A2, WO 2010144508 A1, WO
2011028228 A1, WO 2011028229 A1, ou WO 2011028344 A2.

C) Proteina de Fator VIII (EVIII)

[000166] "Uma proteina FVIII", como aqui utilizado, significa um poli-

peptideo funcional do FVIII no seu papel normal de coagulagédo, a me-
nos que especificado de outra forma. O termo uma proteina FVIII inclui
um fragmento funcional, variante, analogo, ou derivado do mesmo que
mantém a fungdo de comprimento total do tipo selvagem do Fator VI
na via de coagulagao. "Uma proteina FVIII" é utilizado alternadamente
com polipeptideo FVIII (ou proteina) ou FVIIl. Exemplos de fun¢des do
FVIIl incluem, entre outras, uma capacidade para ativar a coagulagéo,
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-
senca de Ca?* e fosfolipideos, que, em seguida, convertem o Fator X
em forma ativada Xa. A proteina FVIII pode ser um ser proteina FVIII
humana, porcina, canina, de rato ou murina. Além disso, comparagdes
entre os FVIII de seres humanos e outras espécies foram identificadas
residuos conservados que sdo susceptiveis de serem necessarios pa-
ra a fungdo (Cameron et al., Thromb Haemost 79: 317-22 (1998); US
6.251.632).

[000167] Um numero de testes esta disponivel para avaliar a fungéo

do sistema de coagulacao: teste de tempo de tromboplastina parcial
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ativada (aPTT), ensaio cromogénico, ensaio ROTEM, ensaio do tempo
de protrombina (PT) (também utilizada para determinar INR), testes de
fibrinogénio (muitas vezes pelo método de Clauss), contagem de pla-
quetas, os ensaios da funcédo plaquetaria (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 coagulagdo, anticorpos antifosfolipidicos),
dimero-D, testes genéticos (por exemplo, fator V Leiden, mutagédo da
protrombina G20210A), tempo veneno de vibora de Russell diluido
(dRVVT), testes variados de funcédo plaquetaria, 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-
dicdo da eficacia de ambas as vias "intrinseca" (também referida a via
de ativagdo de contato) e a coagulacdo comum. Este teste é comu-
mente usado para medir a atividade de coagulagao dos fatores de co-
agulagcao recombinantes comercialmente disponiveis, por exemplo,
FVIIl ou FIX. Ele é utilizado em conjunto com o tempo de protrombina
(PT), que mede a via extrinseca.

[000169] A analise de Rotem fornece informacdes sobre toda a ciné-
tica de hemostase: tempo de coagulacédo, a formagao do coagulo, a
estabilidade do coagulo e de lise. Os diferentes parametros em trom-
boelastometria sdo dependentes da atividade do sistema de coagula-
cao plasmatica, a fungao plaquetaria, a fibrindlise, ou muitos fatores
que influenciam essas interagdes. Este ensaio pode fornecer uma vi-
sao completa da hemostase secundaria.

[000170] As sequéncias de polinucleotideos e polipeptideo do FVIll e
sdo conhecidas, como sdo muitos fragmentos funcionais, mutantes e
versdes modificadas. Exemplos de sequéncias do FVIII humano (com-

primento total) sdo mostrados abaixo.
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TABELA 3. Sequéncia de aminoacidos de Fator VIl de comprimento total
(FVIII de comprimento completo (peptideo sinal de FVIII sublinhado;
cadeia pesado de FVIII é duplo sublinhado; dominio B esta em italico,

e cadeia leve FVIII é em texto simples)

Peptideo sinal (SEQ 1D NO: 3)

MRIELSTCEFFLCLLRFCFES

Fator Vil maduro | (SEQ ID NO: 4)*
RTRP”‘:’;“&A”“I SWDYMOSDLGELPVDARFE
DH' NI %K."RFPW*‘!{;L GFT;Q‘HE'«'Y DTVVITLENI

FPENTSVVYEKETLEVEEFT
MAS pvslHﬂUG¥$YHKh§§

P“"Kf;'::-"Fl. LTRY f';;.;["‘J’\I‘{'- RLLnﬂsﬂL-\_ E
‘“"Jl- Ji-'lh'%‘:'ﬂ‘f. I

"’JI'\.’Y-..')"‘I"'I FPF,;'I"'E _’F*dé’“'l"l‘-i;' ILL
GDVYHD;:-TEI} ‘?-A\.J-SK’JI"-AIT-“P.\..-'E‘F'

TRTTLQS DQEEIDYDDTISVEHHKEDFDI YDEDENQS PRS F‘QKKTRHY FIAAVER
LWDYGMS S5 PHVLRNRAQSGSVPOQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLG

PYIRAEVEDNIMVTEFRNQASRPYSEFYSSLISYEEDQROGAEPRKNEVEKPNETKTY
FWEKVOHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQ
VIVOEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQOMEDPTFKENYRFHATNGY T
MDTLPGLVMAQDORIRWYLLSMGSNENIHSITHFSGHVFTVREKEEYKMALYNLY P
GVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLELVY SNKCQTPLGMASGHIRDE
QITASGOQYGOWAPKLARLHYSGSINAWSTKEPEFSWIKVDLLAPMITHGIKTQGAR
OKFSSLYISQFITMYSLDGKKWOTYRGNSTGTLMVEEFGNVDSSGIKHNIFNPPI T
ARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKATISDAQITASSYETNME
ATWSPSKARLHLOGRSNAWRPOVNNPKEWLOQVDEFOKTMKVTGVTTOGVKSLLTSM
YVEKEFLISSSODGHOWTLEFFONGEKVKVEQGNQDSEFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHP
OSWVHOIALRMEVLGCEAQDLY
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TABELA 4. Sequéncia de nucleotideos de codificagdao FVIII de
comprimento total (SEQ ID NO 5)*

651 ATG
CAAATAGAGC TCTCCACCTG
721 CTTCTTTCTG TGCCTTTTGC GATTCTGCTT TAGTGCCACC
AGAAGATACT ACCTGGGTGC
781 AGTGGAACTG TCATGGGACT ATATGCAARAG TGATCTCGGT
GAGCTGCCTG TGGACGCRAG
§41  ATTTCCTCCT AGAGTGCCAA AATCTTTTCC ATTCAACACC
TCAGTCGTGT ACARARAGAC
501 TCTGTTTGTA GAATTCACGG ATCACCTTTT CAACATCGCT
ARGCCAAGGC CACCCTGGAT
961  GGGTCTGCTA GGTCCTACCA TCCAGGCTGA GGTTTATGAT
ACAGTGGTCA TTACACTTAA
1021 GARACATGGCT TCCCATCCTG TCAGTCTTCA TGCTGTTGGT
GTATCCTACT GGARAGCTTC
1081 TGAGGGAGCT GAATATGATG ATCAGACCAG TCAAAGGGAG
ARAGAAGATG ATARAGTCTT
1141  CCCTGGTGGA AGCCATACAT ATGTCTGGCA GGTCCTGAAR
GAGRATGGTC CAATGGCCTC
1201 TGACCCACTG TGCCTTACCT ACTCATATCT TTCTCATGTG
GACCTGGTAA AAGACTTGAA
1261 TTCAGGCCTC ATTGGAGCCC TACTAGTATG TAGAGARAGGG
AGTCTGGCCA AGGAARAGAC
1221  ACAGACCTTG CACAAATTTA TACTACTTTT TGCTGTATTT
GATGAAGGGA AAAGTTGGCA
1381 CTCAGAAACA AAGAACTCCT TGATGCAGGA TAGGGATGCT
GCATCTGCTC GGGCCTGGCC
1441 TARARATGCAC ACAGTCAATG GTTATGTAAA CAGGTCTCTG
CCAGGTCTGA TTGGATGCCA
1501  CAGGAAATCA GTCTATTGGC ATGTGATTGG AATGGGCACC
ACTCCTGAAG TGCACTCAA
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1561 ATTCCTCGARA GGTCACACAT
CAGGCGTCCT TGGAARATCTC
1621 GCCAATAACT TTCCTTACTG
CTTGGACAGT TTCTACTGTT
1681 TTGTCATATC TCTTCCCACC
TATGTCAAAG TAGACAGCTG
1741 TCCAGAGGAR CCCCAACTAC
GCGGAAGACT ATGATGATGA
1#01  TCTTACTGAT TCTGARATGG
GACAACTCTC CTTCCTTTAT
1a6 CCAAATTCGC TCAGTTGCCA
GTACATTACA TTGCTGCTGA
1221  AGAGGAGGAC TGGGACTATG
GATGACAGAA GTTATAARAG
1931 TCAATATTTG AACAATGGCC
TACAARRAAG TCCGATTTAT
2041 GGCATACACA GATGRAARCCT
CAGCATGAAT CAGGAATCTT
2101 GGGACCTTTA CTTTATGGGG
ATTATATTTA AGAATCAAGC
2161 AAGCAGACCA TATAARCATCT
GTCCGTCCTT TGTATTCAAG
2221 GAGATTACCA AAAGGTGTRA
ATTCTGCCAG GAGARATATT
2281 CARATATAAA TGGACAGTGA
ARATCAGATC CTCGGTGCCT
2341 GACCCGCTAT TACTCTAGTT
CTAGCTTCAG GACTCATTGG

2401  CCCTCTCCTC ATCTGCTACHE
GGAARCCAGA TAATGTCAGA
24561  CAAGAGGAAT GTCATCCTGT

CGAAGCTGGT ACCTCACAGA
521 GAATATACAA CGCTTTCTCC
CTTGAGGATC CAGAGTTCCA
2581 AGCCTCCAAC ATCATGCACA
GATAGTTTGC AGTTGTCAGT
2641 TTGTTTGCAT GAGGTGGCAT
GGAGCACAGA CTGACTTCCT
2701 TTCTGTCTTC TTCTCTGGAT
GTCTATGAAG ACACACTCAC
2701 CCTATTCCCA TTCTCAGGAG
GARARACCCAG GTCTATGGAT

2821 TCTGGGGTGC CACARCTCAG
ACCGCCTTAC TGAAGGTTTC
2881 TAGTTGTGAC AAGAACACTG

TATGAAGATA TTTCAGCATA
2941 CTTGCTGAGT ARAARCAATG
TCCCAGAATT CAAGACACCC
3001 TAGCACTAGG CAAARRGCAAT
GAAAATGACA TAGAGAAGAC
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TTCTTGTGAG

CTCARRCACT

ALRCATGATGG

GARTGAALRD

ATGTGGTCAG

AGAAGCATCC

CTCCCTTAGT

CTCAGCGGAT

TTAAGARCZTCG

ARGTTGGAGA

ACCCTCACGG

ALRCATTTGRR

CTGTAGAAGA

TCOTTAATAT

AAGRATCTGT

TTTCTGTATT

CCAATCCAGC

GCATCRAATGG

ACTGGTACAT

ATACCTTCAR

ARRCTGTCTT

ACTTTCGGAR

GTGATTATTA

CCATTGAACC

TTAATGCCAC

GAACCATCGC

CTTGATGGAC

CATGGAAGCT

TAATGARGAR

GTTTGATGAT

TARRACTTGS

CCTCGCCCCC

TGGTAGGAAG

TGAAGZTATT

CACACTGTTG

AATCACTGAT

GGATTTTCCA

TGGGCCAACT

GGAGAGAGAT

AGATCARAGRA

TGATGAGAAC

TGGAGTGCAG

CTATGTTTTT

TCTAAGCATT

ACACARMRATG

CATGTCGATG

CAGAGGCATG

COAGGACAGT

AAGARGCTTC

CACAATTCCA
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3081 TGACCCTTGG TTTGCACACA
CARAATGTCT CCTCTAGTGA
2121 TTTGTTGATG CTCTTGCGAC
CTATCCTTAT CTGATCTCCA
2181  AGAAGCCARL TATGAGACTT
GGAGCAATAG ACAGTAATAA
3241  CAGCCTGTCT GARATGACAC
CACAGTGGGG ACATGGTATT
33201 TACCCCTGRG TCAGGCCTCC
CTGGGGACARA CTGCAGCAAC
3341 AGAGTTGAARG ARACTTGATT
AATAATCTGA TTTCAACAAT
3421 TCCATCAGAC AATTTGGCAG
TCCTTAGGAC CCCCAAGTAT
3481  GCCAGTTCAT TATGATAGTC
GGCAARARAGT CATCTCCCCT
35471 TACTGAGTCT GGTGGACCTC
ARTGATTCARA AGTTGTTAGA

2601 ATCAGGTTTA ATGAATAGCC
AARTGTATCGT CARCAGAGAG
3661 TGGTAGGTTA TTTARAGGGA

ITGTTGACTA AAGATAATGC
3721 CTTATTCARA GTTAGCATCT
ACTTCCAATA ATTCAGCAAC
3781 TAATAGAARAG ACTCACATTG
GAGAATAGTC CATCAGTCTG
3841 GCAARATATA TTAGAARAGTG
ACARCCTTTGA TTCATGACAG
2501 RAATGCTTATG GACAARRATG
CATATGTCAA ATAAAACTAC
3%el  TTCATCAAAR AACATGGARR
GGCCCCATTC CACCAGATGC
4021  ACAAAATCCA GATATGTCGT
CCAGAATCAG CAAGGTGGAT
4081  ACARRAGGACT CATGGAARAGAR
GGCCCCAGTC CAAAGCAATT
4141 AGTATCCTTA GGACCAGAMA
TTCTTGTCTG AGAARAACAR

4201 AGTGGTAGTA GGAAAGGGTG
CTCAARGAGA TGGTTTTITCC
4261  AAGCAGCAGA AACCTATTTC

CATGAARATA ATACACACAR
4327 TCRAAGARARAL AARATTCAGG
ACATTAATCC ARGAGAATGT
4381 AGTTTTGCCT CAGATACATA
TTCATGAAGA ACCTTTTCTT
4441 ACTGAGCACT AGGCAARATG
GCATATGCTC CAGTACTTCA
4501 AGATTTTAGG TCATTARATG
ARACACACAG CTCATTTCTC
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GAACACCTAT

AGAGTCCTAC

TTTCTGATGR

ACTTCAGGCC

ALTTRAGATT

TCARRGTTTC

CAGGTACTGA

AATTAGATAC

TGAGCTTGAG

ARAGARAGTTC

ARRGAGCTCA

CTTTGTTARR

ATGGCCCATC

ACACTGAGTT

CTACAGCTTT

TGGTCCARCR

TCTTTARGAT

ACTCTCTGARA

ARTCTGTGGA

AATTTACARA

TTACTAACTT

AAGARRTAGH

CAGTGACTGG

TAGAAGGTTC

ATTCARCARA

GCCTRARATA

TCCACATGGG

TCCATCACCT

ACAGCTCCAT

ARATGRGALR

TAGTACATCA

TAATACAAGT

CACTCTATTT

TGAAGALART

ATGGGGARRR

TGGACCTGCT

GACRALACARRR

ATTATTAATT

TAAAARAGTG

GAGGCTARRT

GARARRDGAG

GCTATTCTTG

CTCTGGEGCAR

AGGTCAGAAT

GGACGTAGGA

GGATAATTTA

AALGARGGAR

CACTAAGRRAT

ATATGACGGG

TAGAACAAAG
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4561 AARARARGGE GAGGAAGRAR
CAARCCAAGC AAATTGTAGA
421 GARATATGCA TGCACCACAR
CAGCAGAATT TTGTCACGCA
44681 ACGTAGTARAG AGAGCTTTGA
GAAGAAACAG AACTTGAARA
4741 AAGGATAATT GTGGATGACAH
ARALCATGARLC ATTTGACCCC
4801  GAGCACCCTC ACACAGATAG
GGGGCCATTA CTCAGTCTCC
4561 CTTATCAGAT TGCCTTACGA
GCAAATAGAT CTCCATTACC
4921 CATTGCAARG GTATCATCAT
TATCTGACCA GGGTCCTATT
4931 CCAMGACARC TCTTCTCATC
AAGRAALGATT CTGGGGTCCA
AGRAARGCAGT CATTTCTTAC
CTTTCTTTAG CCATTCTAAC
5101 CTTGEGAGATS ACTGGTGATC
GGGACAAGTG CCACARATTC
216l AGTCACATAC ARAGARAGTTG
CCAGACTTGC CCARAARCATC
5221 TGGCARAGTT GAATTGCTTC
ABAGGACCTAT TCCCTACGGA
52831 AACTAGCAAT GGGETCTCCTG
GGGAGCCTTC TTCAGGGARAC
52341 AGAGGGAGCG ATTAAGTGGA
ARAGTTCCCT TTCTGAGAGT
401  AGCAARCAGAR AGCTCTGCAR
GATCCTCTTG CTTGGGATAA
3461 CCACTATGGT ACTCAGATAC
CAAGAGAAGT CACCAGARARD
5521 AACAGCTTTT ARGARADAGG
GCTTGTGAAA GCARAATCATGC

258l AATAGCAGCA ATAAATGAGS
GAAGTCACCT GGGCARAGCA
D641 AGGTAGGACT GRAAGGCTGT

TTGARACGCC ATCAACGGGA
5701 AATAACTCGT ACTACTCTTC
GACTATGATG ATACCATATC
2781 AGTTGAAATG ARAGAAGGALG
GATGRAAARLTC AGAGCCCCCG
5821 CAGCTTTCAARA ARGARAACAC
GTGGAGAGGC TCTGGGATTA
52881 TGGGATGAGT AGCTCCCCAC
CAGAGTGGCA GTGTCCCTCA
5941 GTTCARGARR GTTGTTTTCC
ITTTACTCAGC CCTTATACCG
200l TGCAGAACTA AATGAACATT
ATAAGAGCAG AAGTTGAAGA
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ACTTGGARGS

GCCATATCTCC

ALCRATTCAG

CCTCARCCCA

ACTACAATGA

GGAGTCATAG

TTCCATCTAT

TTCCAGCAGC

ALGGAGCCAR

ARAGAGRGGT

AGARCACTGT

CAARAGTTCA

GCCATCTGGA

ATGAAGCARR

AGACTCCCTC

CARARMGAAGHA

ATACCATTTT

GCACAARALTARN

GCTCTCAARR

AGTCAGATCA

ATTTTGACAT

GACACTATTT

ATGTTCTARG

AGGALATTTAC

TEGEEACTCCT

CTTGGGARAT

TAATRCAAGC

ACTCCCACTA

GTGGTCCARR

GRAAGGAGARDL

CATCCCTCAR

TAGACCTATA

ATCTTATAGH

ARBARDTALC

TEECTCCCTG

TCTCCCGARAR

CATTTATCAG

TCTCGTGGAR

CAGACCTGGA

CAAGCTATTG

GTGGRAAATCC

GTCCCTGRRC

GCCCGALATA

CCCACCAGTC

AGAGGAAATT

TTATGATGAG

TATTGCTGCA

ARAACAGGECT

TGATGGCTCC

GEEECCATAT
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£0461 TAATATCATG GTARCTTTCA
TATTCCTTCT ATTCTAGCCT
5121 TATTTCTTAT GAGGRAGATC
AGRARARACT TTGTCAAGCC
$181  TAATGARARCC RRARCTTACT
ATGGCACCCA CTAAAGATGA
041 GTTTGACTGC ARRGCCTGGG
CTGGAAARAAG ATGTGCACTC
6301 AGGCCTGATT GGRCCCCTTC
CTGAACCCTG CTCATGGGAG
H341  ACAAGTGACA GTACAGGAAT
TTTGATGAGA CCRARAGCTG
6421  GTACTTCACT GAAAATATGG
TGCAATATCC AGATGGAAGA

6431 TCCCACTTTT ARRGAGAATT
GGCTACATAR TGGATACACT
5541 ACCTGGCTTA GTAATGGCTC

TATCTGCTCA GCATGGGCAG
6601 CARATGARARAC ATCCATTCTA
TTCACTGTAC GAARARAAAGH
o661 GGAGTATAARA ATGGCACTGT
TTTGAGACAG TGGABATGTT
w721 ACCATCCRRA GCTGGAATTT
GGCGAGCATC TACATGCTGG
5781 GATGAGCACA CTTTTTCTGG
ACTCCCCTGG GAATGGCTTIC
£841  TGGACACATT AGAGATTTTC
TATGGACAGT GGGCCCCARA
5801 GCTGGCCAGAR CTTCATTATT
AGCACCAAGG AGCCCTTTTC
6498l TTGGATCAAG GTGGATCTGT
GGCATCAAGR CCCAGGGTGC
Tzl CCOGTCAGAAG TTCTCCAGCC
ATCATGTATA GTCTTGATGG
7081 GAAGARGTGG CAGACTTATC
TTRATGGTCT TCTTTGGCAR
Y141 TGTGGATTCA TCTGGGATAR
CCAATTATTG CTCGATACAT
7201 CCGTTTGCAC CCAACTCATT
CGCATGGAGT TGATGGGCTG
7241 TGATTTAARAT AGTTGCAGCH
ARAGCAATAT CAGATGCACA
7321 GATTACTGCT TCATCCTACT
TGGTCTCCTT CARARGCTCG
7381 ACTTCACCTC CRAGGGAGGHR
GTGAATAATC CARARGRGTG
7441 GCTGCAAGTG GACTTCCAGAR
GTARACTACTC AGGGAGTAARA
7301 ATCTCTGCTT ACCAGCATGT
TCCAGCAGTC ARGATGGCCA
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GARATCAGGC

AGAGGCAAGG

TTTGGAAAGT

CTTATTTCTC

TGGTCTGCCA

TTGCTCTGTT

ARARGAAACTG

ATCGCTTCCA

AGGATCAARG

TTCATTTCAG

ACARTCTCTA

GGCGGEGETGGA

TGTACAGCARA

AGATTACAGC

CCGGATCAAT

TGGCACCAAT

TCTACATCTC

GAGGARRTTC

AACACARATAT

ATAGCATTCG

TGCCATTGGG

TTACCAATAT

GTAATGCCTG

AGACAATGARA

ATGTGARGGAR

CTCTCGTCCC

AGCAGARCCT

GCAACATCAT

TGATGTTGAC

CACTARCACKH

TTTCACCATC

CAGGGCTCCC

TGCAATCAAT

GATTCGATGG

TGGACATGTG

TCCAGGTGETT

ATGCCTTATT

TAAGTGTCAG

TTCAGGACAR

CAATGCCTGG

GATTATTCAC

TCAGTTTATC

CACTGGAACC

TTTTAACCCT

CARGCACTCTT

AATGGAGAGT

GTTTGCCACC

GRGACCTCAG

AGTCACAGGA

GTTCCTCATC
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7561 TCAGTGGACT CTCTTTTTTC AGAATGGCAA AGTAAAGGTT
RR ATCAAGACTC

1 CTTCACACCT GTGGTGAACT CTCTAGACCC ACCGTTACTG
ACTCGCTACC TTCGAATTCA

1 GAGT TGGGTGCACC AGATTGCCCT GAGGATGGAG
GTTCTGGGCT GCGAGGCACA
|

-]

* Os acidos nucleicos sublinhados codificam um peptideo sinal.
[000171] Os polipeptideos de FVIII incluem FVIII de comprimento
completo, FVIII de comprimento completo menos Met no N-terminal, o
FVIII maduro (menos a sequéncia sinal), FVIIl madura com uma Met
adicional na extremidade N-terminal, e/ou o FVIIl com uma eliminagao
total ou parcial do dominio B. Em certas modalidades, as variantes do
FVIII incluem delecdes do dominio B, dele¢des parciais ou completas.
[000172] A sequéncia do Fator FVIII humano maduro nativo € apre-
sentada como SEQ ID NO: 4. Uma proteina FVIII nativa tem a seguin-
te formula: A1-a1-A2-a2-B-a3-A3-C1-C2, em que A1, A2, e A3 sao as
relacionadas estruturalmente aos "dominios A", B € o "dominio B", C1
e C2 sao os relacionados estruturalmente aos "dominios C", e a1, a2 e
a3 sao regides espacadoras acidas. Referindo-se a posicdo amino
primaria da sequéncia de aminoacido na SEQ ID NO: 4, o dominio A1
do Fator VIII humano estende-se desde Ala1 a cerca de Arg336, a re-
gido espacgadora estende-se desde a1 de cerca de Met337 a cerca de
Val374, o dominio A2 estende-se desde cerca de Ala375 a cerca de
Tyr719, a regido a2 espacgador estende-se desde cerca de Glu720 pa-
ra cerca de Arg740, o dominio B estende-se desde cerca de Ser741 a
cerca Arg 1648, a regidao a3 espacadora estende-se desde cerca de
Glu1649 a cerca Arg1689, o dominio A3 estende-se desde cerca de
Ser1690 a cerca Leu2025, o dominio C1 estende-se desde cerca de
Gly2026 a cerca de Asn2072, e o dominio C2 estende-se desde cerca

de Ser2073 para Tyr2332. Diferente de sitios especificos de clivagem
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proteolitica, a designacao dos locais dos limites entre os dominios e
regides do FVIII pode variar em diferentes referéncias da literatura. Os
limites aqui mencionados séo, portanto, designados como aproximado
pelo uso do termo "cerca de".

[000173] O gene FVIII humano foi isolado e expresso em células de
mamiferos (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 sequéncia de aminoacidos do FVIII foi deduzida a partir do cDNA,
como mostrado na Patente US 4.965.199. Além disso, o FVIIl com
dominio B eliminado totalmente ou parcialmente € mostrado nas Pa-
tentes US 4.994.371 e 4.868.112. Em algumas modalidades, o FVIII
humano com o dominio B é substituido com dominio B do fator V hu-
mano como mostrado na Patente US 5.004.803. A sequéncia de cDNA
que codifica a sequéncia do Fator VIl humano e de aminoacidos sao
mostradas em SEQ ID NOs: 4 e 5, respectivamente, da publicagao de
pedido US 2005/0100990.

[000174] A sequéncia 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 sequéncia de cDNA completa de porcino obtida a partir de ampli-
ficacdo por PCR de sequéncias do FVIII a partir de uma biblioteca de
cDNA de baco de porco foi relatada em Healey, J.F., et al., Blood 88:
4209-4214 (1996).Hibrido de FVIII humano/porcino possuindo substi-
tuicdes de todos os dominios, todas as subunidades, e sequéncias de
aminoacidos especificas foram reveladas na Patente US 5.364.771 por
Lollar e Runge, e em WO 93/20093. Mais recentemente, as sequén-
cias de nucleotideos e sequéncias de aminoacidos correspondentes
aos dominios A1 e A2 do Fator VIII suino e um Fator VIII quimérico

com dominios porcinos A1 e/ou A2 substituidos pelos dominios 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 sequéncias
de aminoacidos deduzidas. Patente US 6.458.563 divulga um FVIII
porcino excluido de dominio 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 FVIIl tendo imunorreatividade reduzida. Publicacdo de pedido
US 2005/0100990 para Saenko et al. reporta mutagdes funcionais no
dominio A2 do FVIII.

[000176] Em uma modalidade, o Fator VIII (FVIII ou fragdo de uma
proteina quimérica) pode ser, pelo menos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100% idéntica a uma sequéncia de
aminoacidos do FVIII de aminoacidos 1 a 1438 da SEQ ID NO: 6 ou os
aminoacidos 1 a 2332 da SEQ ID NO: 4 (sem uma sequéncia de sinal)
ou uma sequéncia de aminoacidos de FVIII dos amino acidos 1 a 19
da SEQ ID NO: 3 e 1 a 1438 de SEQ ID NO: 6 ou aminoacidos 1 a 19
de SEQ ID NO: 3 e aminoacidos 1 a 2332 da SEQ ID NO: 4 (com uma
sequéncia de sinal), em que o FVIII tem uma atividade de coagulagao,
por exemplo, ativa o Fator IX como um cofator para converter o Fator
X ao Fator X ativado. O FVIII (ou fragdo FVIII de uma proteina quimé-
rica) pode ser idéntico a uma sequéncia de aminoacidos do FVIII de
aminoacidos 1 a 1438 da SEQ ID NO: 6 ou os aminoacidos 1 a 2332
da SEQ ID NO: 4 (sem uma sequéncia de sinal). O FVIIl pode ainda
compreender uma sequéncia sinal.

[000177] O "dominio B" do FVIII, como aqui utilizado, € o mesmo que
o dominio B conhecido na técnica, que é definido pela identidade de
sequéncia de aminoacido interna e sitios de clivagem proteolitica, por
exemplo, residuos Ser741-Arg1648 de FVIII humano de comprimento

completo. Os outros dominios do FVIII humanos s&o definidos pelos
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seguintes residuos de aminoacidos: A1, residuos Ala1-Arg372; A2,
residuos Ser373-Arg740; A3, residuos Ser1690- Asn2019; C1, resi-
duos Lys2020-Asn2172; C2, residuos Ser2173-Tyr2332. A sequéncia
A3-C1-C2 inclui residuos Ser1690-Tyr2332. A sequéncia restante, re-
siduos Glu1649-Arg1689, é normalmente referida como a regido acida
a3. As localizagdes dos limites para todos os dominios, incluindo os
dominios B, para FVIII porcino, de rato e canino também sao conheci-
das na técnica. Em uma modalidade, o dominio B do FVIIl é deletado
("Fator FVIII sem o dominio B" ou "BDD FVIII"). Um exemplo de um
BDD FVIII é REFACTO® (BDD FVIIl recombinante), que tem a mesma
sequéncia que a fragdo de Fator VIII da sequéncia na Tabela 5. (ca-
deia pesada BDD FVIII é sublinhada dupla; dominio B esta em italico;
e BDD FVIII de cadeia leve esta em texto simples) Uma sequéncia de
nucleotideos que codifica a sequéncia de aminoacidos apresentada na
Tabela 5 (SEQ ID NO: 7) é mostrada na Tabela 6.

TABELA 5. Sequéncia de aminoacido de fator VIl sem dominio B
(BDD FVIII)

BDD FVIII (SEQ ID NO: 6)
ATRRYYLGAVELSWDYMOSDLGELPYDARFPPRVPKSFPENTSVVYKKTLEVERT
DHLENIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVYVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASE
GAEYDDOTSQREKEDDKVFPGGSHT YVWOVLEENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLY
KDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTIQOTLHKFILLFAVEDEGKSWHSETKNSLMODR
YWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHT

DAASARAWPRMHIVNGYVNRSLPGLIGCHREKS
FLVRNHROASLE ISPITHLTAQTLLMDLGOFLLFCHISSHOHDGMEAYVEVDSCP
T"ED\&MPI\*‘Y'\TNPEAEDY’DDDL”‘DJEI\’D”\!? DODNSPSEIQIRSVARKKHPKTWVHY

‘;«.ML”LL,V DY ”L’M r’I_-.r"\Az'.JLR’“Y“L QVY NNG -""J‘(lLJR' Y K"\;’R}F‘IVJE&Y TDETFKTRE

KHLEKDEPILPGELIFKY Eﬁm”"' ‘\@.Df“ PTK” Dr Rf“LTRVYbbl \!”J ‘f'lT Fbl »% :Lul._ Tk
LLICYKRESVDORGNOIMSDERNVILE C”’Fr)?i\'? SWYLTENIORFL P:_\IPF-‘SGUQJ_JED
ASNTME LioL: 1 I 0 TKE

GO 'V‘f EDSYEDISAYTTL :K"\Jl\.fﬂ_”P:f SESONPPVLERNQ MEITRTTLQSDQEEIDY
DDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLR .
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NRAQSGSVPOFKKVVEFQEFTDGSFTOPLYRGELNEHLGLLGPY IRAEVEDNIMVT
FRNQASRPYSEFYSSLISYEEDQROGAEPRENEFVKPNETKTYEFWKVOCHHMAPTKDE
FDCRAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGROVTVOEFATLEFEFTIED
ETKSWYFTENMERNCRAPCNIQOMEDPTEFKENYREFHAINGY IMDTLPGLVMAQDOR
IRWYLLSMGSNENIHSIHESGHVETVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAG
IWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGOWAPK
LARLHYSGSINAWSTKEPEFSWIKVDLLAPMI THGIKTQGARQKESSLYISQEFIIM
YSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVEFGNVDSSGIKHNIFNPPITARYIRLHPTHYSIR
STLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHELOG
RSNAWRPOVNNPKEWLOVDEFQKTMKVTGVITOGVKSLLTSMYVKEFLISSSODGH
OWTLFEFONGKVEVEFQGNODSFTPVVNSLDPPLLTRYLRTITHPQSWVHQIALRMEVL

GCEAQDLY

TABELA 6. Sequéncia de nucleotideo que codifica BDD FVIII (SEQ ID

NO: 7)*

[l A
a4l

GCTCTCCACC TGCTTCTTTC
721 TGTGCCTITT GCGATTCTGC

&

TGCAAATAGH

TTTAGTGCCA

CTACCTGGGET GCAGTGGAAC
731 TGETCATGGGA CTATATGCAA
TETGGEACGTE AGATTTCCTC
241 CTAGAGTGCC AMARATCTTTT
GTACAARARG ACTCTGETTTG
201 TAGAATTCRC GGATCRACCTT
GUCACCCTGE ATGGGTCTEC
51 TRAGGTCCTRAC CATCCRGGCT
CATTACACTT AAGAACATGG
102%  CTTCCCATCC TGTCAGTCTT
CTGGAARAGCT TCTGAGGGAG
1483 CTGRATATGR TGATCRGRCC
TGATAARAGTC TTCCCTGGETE
1141 GAAGCCATAC ATATGTCTGG
TCCAATGECC TCTGACCCAD
1207 TGTGCCTITAC CTACTCATAT
LARAGACTTG AATTCAGGCC
1261 TCATTGGAGC CCTACTAGTA
CARGGARLAG ACACAGACCT
1322 TGCACRRATT TATACTACTT
GARAMGTTGS CACTCAGRAM
1381 CAAAGRACTC CTTGATGCAG
TCGGGCITGEE CCTAAARTGC
1441 ACACAGTCAA TGGETTATGTA
GATTGGATGD CACAGGARAT
1301 CAGTCTATTG GCATGTGATT
AGTGCACTCLA ATATTCCTCG
ARGGTCRACAC ATTTOTTGTG
CTTGGARARTC TCGUULAATAL
1§l CTTTCCTTAC TGCTCRARLACA

GTTTCTACTG TTTTGTCATA

1561
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ARETGATCTCG

CCATTCAAMCE

TTCRAACATOG

GRGGTTTATG

CATGCTGTTG

AGTCAAAGEG

CRGGTCCTGA

CTTTCTCATG

TGTAGAGRAG

TTTGCTGETAT

CATAGGGATG

RRACAGGTCTC

GEAATGGEECH

AGGRACCATOC

CTCTTGATGS

CCAGAAGATR

GTGAGCTGECC

CCTCAGTCET

CTARGUCARG

ATACAGTGET

GTGTATCCTA

AGAAAGARGH

BAGAGARTGG

TGGACCTGEET

GGAGTCTGEC

TTGATGARGG

CTGCATCTGC

TGECCAGETCT

CCACTCCTGA

GUCAGGCGETO

ACCTTGGELATL
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lesl TCTCTTCCCA CCAACATGAT
AGTAGACAGC TGTCCAGAGG
1741 AACCCCAACT ACGAATGAARA
CTATGATGAT GATCTTACTG
1801 ATTCTGAAAT GGATGTGGTC
TCCTTCCTTT ATCCAAATTC
1861 GCTCAGTTGC CAAGAAGCAT
CATTGCTGCT GAAGAGGAGG
1921 ACTGGGACTA TGCTCCCTTA
AAGTTATAAA AGTCAATATT
1981 TGAACAATGG CCCTCAGCGG
AGTCCGATTT ATGGCATACA
2041 CAGATGAAAC CTTTAAGACT
ATCAGGAATC TTGGGACCTT
2101 TACTTTATGG GGAAGTTGGA
TAAGAATCAA GCAAGCAGAC
21iel CATATAACAT CTACCCTCAC
TTTGTATTCA AGGAGATTAC
2221 CAAAAGGTGT AAAACATTTG
AGGAGAAATA TTCAAATATA
2281 AATGGACAGT GACTGTAGAA
TCCTCGGTGC CTGACCCGCT
2341 ATTACTCTAG TTTCGTTAAT
AGGACTCATT GGCCCTCTCC
2401 TCATCTGCTA CAAAGAATCT
GATAATGTCA GACAAGAGGA
24¢l  ATGTCATCCT GTTTTCTGTA
GTACCTCACA GAGAATATAC
2521 AACGCTTTCT CCCCAATCCA
TCCAGAGTTC CAAGCCTCCA
2581 ACATCATGCA CAGCATCAAT
GCAGTTGTCA GTTTGTTTGC
2641  ATGAGGTGGC ATACTGGTAC
GACTGACTTC CTTTCTGTCT
TCTTCTCTGG ATATACCTTC
AGACACACTC ACCCTATTCC
2761 CATTCTCAGG AGAAACTGTC
AGGTCTATGG ATTCTGGGGT
GCCACAACTC AGACTTTCGG
ACTGAAGGTT TCTAGTTGTG
2881 ACAAGAACAC TGGTGATTAT
TATTTCAGCA TACTTGCTGA
2941 GTAAAAACAA TGCCATTGAA
CCCACCAGTC TTGAAACGCC
3001 ATCAACGGGA AATAACTCGT
AGAGGAAATT GACTATGATG
3061 ATACCATATC AGTTGAAATG
TTATGATGAG GATGAAAATC
312% AGAGCCCCCG CAGCTTTCAA
TATTGCTGCA GTGGAGAGGC
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GGCATGGAAG

AATAATGAAG

AGGTTTGATG

CCTAAAACTT

GTCCTCGCCC

ATTGGTAGGA

CGTGAAGCTA

GACACACTGT

GGAATCACTG

AAGGATTTTC

GATGGGCCAA

ATGGAGAGAG

GTAGATCAAA

TTTGATGAGA

GCTGGAGTGC

GGCTATGTTT

ATTCTAAGCA

AAACACAAAA

TTCATGTCGA

AACAGAGGCA

TACGAGGACA

CCAAGAAGCT

ACTACTCTTC

AAGAAGGAAG

AAGAAAACAC

CTTATGTCAA

AAGCGGAAGA

ATGACAACTC

GGGTACATTA

CCGATGACAG

AGTACAAARA

TTCAGCATGA

TGATTATATT

ATGTCCGTCC

CAATTCTGCC

CTAAATCAGA

ATCTAGCTTC

GAGGAAACCA

ACCGAAGCTG

AGCTTGAGGA

TTGATAGTTT

TTGGAGCACA

TGGTCTATGA

TGGAAAACCC

TGACCGCCTT

GTTATGAAGA

TCTCTCAAAA

AGTCAGATCA

ATTTTGACAT

GACACTATTT
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3181 TCTGGGATTA TGGGATGAGT
ARACAGGGCT CAGAGTGGCA
3241 GTGTCCCTCA GTTCAAGAAA

TGATGGCTCC TTTACTCAGC
201 CCTTATACCG TGGAGAACTA
GGGGCCATAT ATAAGAGCAG
2361 AAGTTGAAGA TAATATCATG
CTCTCGTCCC TATTCCTTCT
3421 ATTCTAGCCT TATTTCTTAT
AGCAGAACCT AGAAAAAACT
3481l TTGTCAAGCC TAATGAAACC
GCAACATCAT ATGGCACCCA
541 CTAAAGATGA GTTTGACTGC
TGATGTTGAC CTGGAAAAAG
3601 ATGTGCACTC AGGCCTGATT
CACTAACACA CTGAACCCTG
3661 CTCATGGGAG ACAAGTGACA
TTTCACCATC TTTGATGAGA
2721 CCAAAAGCTG GTACTTCACT
CAGGGCTCCC TGCAATATCC
3781 AGATGGAAGA TCCCACTTTT
TGCAATCAAT GGCTACATAA
3841 TGGATACACT ACCTGGCTTA
GATTCGATGG TATCTGCTCA
3901 GCATGGGCAG CAATGAAAAC
TGGACATGTG TTCACTGTAC
3961  GAAAAAAAGA GGAGTATAAA
TCCAGGTGTT TTTGAGACAG
4021 TGGAAATGTT ACCATCCAAA
ATGCCTTATT GGCGAGCATC
4081 TACATGCTGG GATGAGCACA
TAAGTGTCAG ACTCCCCTGG
GAATGGCTTC TGGACACATT
TTCAGGACAA TATGGACAGT
4201  GGGCCCCAAA GCTGGCCAGA
CAATGCCTGG AGCACCAAGG
47261 AGCCCTTTTC TTGGATCAAG
GATTATTCAC GGCATCAAGA
4321 CCCAGGGTGC CCGTCAGAAG
TCAGTTTATC ATCATGTATA
43281 GTCTTGATGG GAAGAAGTGG
CACTGGAACC TTAATGGTCT
4441 TCTTTGGCAA TGTGGATTCA
TTTTAACCCT CCAATTATTG
CTCGATACAT CCGTTTGCAC
CAGCACTCTT CGCATGGAGT
4561 TGATGGGCTG TGATTTAAAT
AATGGAGAGT AAAGCAATAT
46021 CAGATGCACA GATTACTGCT
GTTTGCCACC TGGTCTCCTT

)
o

4501
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AGCTCCCCAC

GTTGTTTTCC

AATGAACATT

GTAACTTTCA

GAGGAAGATC

AAAACTTACT

AAAGCCTGGG

GGACCCCTTC

GTACAGGAAT

GAAAATATGG

AAAGAGAATT

GTAATGGCTC

ATCCATTCTA

ATGGCACTGT

GCTGGAATTT

CTTTTTCTGG

AGAGATTTTC

CTTCATTATT

GTGGATCTGT

TTCTCCAGCC

CAGACTTATC

TCTGGGATAA

CCAACTCATT

AGTTGCAGCA

TCATCCTACT

ATGTTCTAAG

AGGAATTTAC

TGGGACTCCT

GAAATCAGGC

AGAGGCAAGG

TTTGGAAAGT

CTTATTTCTC

TGGTCTGCCA

TTGCTCTGTT

ARAAGAAACTG

ATCGCTTCCA

AGGATCAAAG

TTCATTTCAG

ACAATCTCTA

GGCGGGTGGA

TGTACAGCAA

AGATTACAGC

CCGGATCAAT

TGGCACCAAT

TCTACATCTC

GAGGAAATTC

AACACAATAT

ATAGCATTCG

TGCCATTGGG

TTACCAATAT
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4631 CAAAAGCTCG ACTTCACCTC CAAGGGAGGA GTAATGCCTG
GAGACCTCAG GTGAATAATC

4741  CAAAAGAGTG GCTGCAAGTG GACTTCCAGA AGACAATGAA
AGTCACAGGA GTAACTACTC

4807 AGGGAGTAAA ATCTCTGCTT ACCAGCATGT ATGTGAAGGA
GTTCCTCATC TCCAGCAGTC

4861 AAGATGGCCA TCAGTGGACT CTCTTTTTTC AGAATGGCAA
AGTAAAGGTT TTTCAGGGAA

4921 ATCAAGACTC CTTCACACCT GTGGTGAACT CTCTAGACCC
ACCGTTACTG ACTCGCTACC

4981 TTCGAATTCA CCCCCAGAGT TGGGTGCACC AGATTGCCCT
GAGGATGGAG GTTCTGGGCT

5041 GCGAGGCACA GGACCTCTAC

*Os acidos nucleicos sublinhados codificam um peptideo sinal.

[000178] Um "FVIIl sem dominio B" pode ter as delecdes 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 sequéncia do FVIII sem dominio B da
presente invencdo compreende qualquer uma das delecdes 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 dominio B é S743/Q1638 do FVIIl sem dominio B (SQ BDD FVIII)
(por exemplo, o Fator VIIl tendo uma delegdo desde o aminoacido 744
até ao aminoacido 1637, por exemplo, o Fator VIII tendo aminoacidos
1 a 743 e aminoacidos 1638 a 2332 de SEQ ID NO: 4, ou seja, SEQ ID
NO: 6). Em algumas modalidades, um FVIIl sem dominio B da presen-
te invencdo tem uma delegdo 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
dominio B tem uma delecdo 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 dominio B possui uma delegdo da mai-
or parte do dominio B, mas ainda contém sequéncias amino—terminal
do dominio B que sdo essenciais para o processamento proteolitico in
vivo do produto de traducdo primario em duas cadeias de polipepti-
deos, divulgado no documento WO 91/09122. Em algumas modalida-
des, um FVIIIl sem dominio B é construido com uma delecdo de ami-
noacidos 747-1638, isto é praticamente uma delecido completa do do-
minio B. Hoeben R.C., et al., J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323
(1990). Um Fator VIII sem dominio B também pode conter uma dele-
cao de aminoacidos 771-1666 ou os aminoacidos 868-1562 do FVIII.
Meulien P., et al. Protein Eng. 2 (4): 301-6 (1988). Dele¢des adicionais
do dominio B que fazem parte da invengao incluem: delecao dos ami-
noacidos 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 (publicagdo do pedido
PCT N.° WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6: 553-
564)), 741 a 1648 (Pasek (pedido PCT N.°88/00831)), 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 polipeptideo
FVIII contendo fragmentos do dominio B que retém um ou mais locais
de glicosilagdao N-ligados, por exemplo, os residuos 757, 784, 828,
900, 963, ou opcionalmente 943, o que corresponde a sequéncia de
aminoacidos da sequéncia do FVIII de comprimento completo. Exem-
plos de fragmentos de dominio B incluem 226 aminoacidos ou 163

aminoacidos do dominio 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 aminoacidos ou 163 ami-
noacidos do dominio B sao retidos). Em ainda outra modalidades, o
BDD FVIII compreende ainda um ponto de mutag&o no residuo 309 (a
partir de Phe para Ser) para melhorar a expressao da proteina de BDD
FVIIl. Ver Miao, H.Z., et al., Blood 103 (a): 3412-3419 (2004). Em ain-
da outras modalidades, o BDD FVIII inclui um polipeptideo FVIII con-
tendo uma fracdo do dominio B, mas ndo contendo um ou mais sitios
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
delecgdes anteriores pode ser feita em qualquer sequéncia do FVIII.
[000179] Em algumas modalidades, o Fator VIIl tem um dominio B
parcial. Em algumas modalidades, a proteina FVIIl com um dominio B
parcial é FVIII 198 (SEQ ID NO: 89). FVIII198 é um dominio B parcial
contendo cadeia unica de FVIIIFc molécula-226N6. 226 representa o
aminoacido 226 N-terminal do dominio B do FVIII, e N6 representa
seis locais de N-glicosilagao no dominio B.

[000180] Em uma modalidade, o FVIII é clivado a direita apds argini-
na no aminoacido 1648 (em Fator VIII de comprimento completo ou
SEQ ID NO: 4), aminoacido 754 (no fator FVIII sem dominio B
S743/Q1638 ou SEQ ID NO: 6), ou o correspondente residuo de argi-
nina (ou variantes), resultando assim em uma cadeia pesada e uma
cadeia leve. Em outra modalidade, o FVIIl compreende uma cadeia
pesada e uma cadeia leve, que estao ligados ou associados por uma
ligagdo ndo covalente mediada por ion metalico.

[000181] Em outras modalidades, o FVIII € um FVIII de cadeia unica
que nao foi clivado logo apés Arginina no aminoacido 1648 (em FVIII
de comprimento completo ou SEQ ID NO: 4), aminoacido 754 (no FVIII
sem dominio B S743 /Q1638 ou SEQ ID NO: 6), ou o residuo de argi-
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nina correspondentes (em outras variantes). Um FVIII de cadeia unica
pode compreender uma ou mais substituicbes de aminoacidos. Em
uma modalidade, a substituicido de aminoacido € um residuo corres-
pondente ao residuo 1648, residuo 1645, ou ambos polipeptideo de
Fator VIII maduro de comprimento total (SEQ ID NO: 4) ou o residuo
754, residuo 751, ou ambos de SQ BDD Fator VIII (SEQ ID NO: 6). A
substituicdo de aminoacidos pode ser qualquer outro além de arginina,
por exemplo, isoleucina, leucina, lisina, metionina, fenilalanina, treoni-
na, triptofano, valina, alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina,
acido glutamico, glutamina, glicina, prolina, selenocisteina, serina, tiro-
sina, histidina, ornitina, pirrolisina, ou taurina.

[000182] FVIIlI pode ainda ser clivado pela trombina e, em seguida,
ativado como FVllla, 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 ativacao, o FVIIl é clivado pela trombina apods trés resi-
duos de arginina, nos aminoacidos 372, 740, e 1689 (que corresponde
aos aminoacidos 372, 740, e 795 na sequéncia de FVIIl sem dominio
B), a clivagem gerando FVllla tendo cadeias 50 kDa A1, 43kDa A2 e
73kDa A3-C1-C2. Em uma modalidade, a proteina FVIII util para a
presente invencao é FVIIl ndo ativo. Em outra modalidade, a proteina
FVIII € um FVIII ativado.

[000183] A proteina FVIII tendo polipeptideo ligado ou associado
com o fragmento VWF pode compreender uma sequéncia de pelo me-
nos 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100%
idéntica a SEQ ID NO: 4 ou 6, em que a sequéncia tem a atividade de
coagulagao do FVIII, por exemplo, a ativagdo do Fator IX, como um
cofator para converter Fator X em fator X ativado (FXa).

[000184] "Hibrido" ou polipeptideos e proteinas "quiméricos", como

aqui utilizado, inclui uma combinagdo de uma primeira cadeia de poli-
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peptideos, por exemplo, o fragmento de VWF, opcionalmente fundido
com uma primeira regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma,
com uma segunda cadeia de polipeptideo, por exemplo, uma proteina
FVIII ligada a uma sequéncia XTEN, opcionalmente fundida a uma se-
gunda regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma, formando as-
sim um heterodimero. Em uma modalidade, o primeiro polipeptideo e o
segundo polipeptideo em um hibrido estdo associados um com o outro
através de interagbes proteina-proteina, como a carga-carga ou inte-
racoes hidrofdbicas. Em outra modalidade, o primeiro polipeptideo e o
segundo polipeptideo em um hibrido sdo associados uns com 0s Ou-
tros através de ligagcdo dissulfeto ou outras ligagdes covalentes. Os
hibridos sdo descritos, por exemplo, no documento US 2004/101740 e
US 2006/074199. O segundo polipeptideo pode ser uma copia idéntica
do primeiro polipeptideo ou um polipeptideo nido idéntico. Em uma
modalidade, o primeiro polipeptideo € uma proteina de fusdo proteina
FVIII(X)-Fc, e o segundo polipeptideo € um polipeptideo que compre-
ende, consiste essencialmente em, ou consiste em uma regiao Fc, em
que o primeiro polipeptideo e segundo polipeptideo estdo associados
com cada outro. Em outra modalidade, o primeiro polipeptideo com-
preende uma proteina de fusdo fragmento VWF-XTEN-Fc, e o segun-
do polipeptideo compreende a proteina de fusdao FVIII-Fc, fazendo
com que o hibrido de um heterodimero. Em outras modalidades, o
primeiro polipeptideo compreende uma proteina de fusdo fragmento
VWEF-Fc, e o segundo polipeptideo compreendo proteina de fusao
FVIII(X)-Fc, gerando o hibrido de um heterodimero. Em ainda outras
modalidades, o primeiro polipeptideo compreende uma proteina de
fusdo de fragmento VWF-XTEN-Fc, e o segundo polipeptideo compre-
endo a proteina de fusédo FVIII(X)-Fc. O primeiro polipeptideo e o se-
gundo polipeptideo podem ser associados, através de uma ligagao co-

valente, por exemplo, uma ligacdo dissulfeto, entre a primeira regido
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Fc e a segunda regido Fc. O primeiro polipeptideo e o segundo poli-
peptideo podem ainda ser associados uns aos outros por meio da li-
gacgao entre o fragmento de VWF e a proteina FVIII.
[000185] Uma proteina FVIII atil na presente invengdo pode incluir
FVIIl possuindo uma ou mais sequéncias adicionais de XTEN, que nao
afetam a atividade do FVIII de coagulagdo. Tais sequéncias XTEN po-
dem ser fundidas com a extremidade C-terminal ou N- terminal da pro-
teina FVIIl ou inseridas entre um ou mais dos dois residuos de amino-
acidos na proteina FVIIlI, em que as inser¢cdes ndo afetam a atividade
de coagulagao de FVIII ou fungdo de FVIIl. Em uma modalidade, as
insercoes melhoram as propriedades farmacocinéticas da proteina
FVIII (por exemplo, meia-vida). Em outra modalidade, as inser¢oes
podem ser multiplas insercdes, por exemplo, mais de duas, trés, qua-
tro, cinco, seis, sete, oito, nove, ou dez insercdes. Exemplos dos sitios
de insercao incluem, entre outros, os sitios listados nas Tabelas 7, 8,
9,10, 11,12, 13, 14, 15 ou quaisquer combinacdes.
[000186] A proteina FVIIl ligada a uma ou mais sequéncias XTEN
pode ser representada como o FVII(X), FVII(X1), FVlla_p-X-
FVIllc-q,em que FVIll-r compreende, consiste essencialmente em,
ou consiste em uma primeira fracdo de uma proteina FVIII a partir de
residuo "a" de aminoacido a um residuo de aminoacido "b"; X ou X1,
compreende, consiste essencialmente em, ou consiste em uma ou
mais sequéncias de XTEN, FVIllt.9 compreende, consiste essencial-
mente em, ou consiste em uma segunda fracdo de uma proteina FVIII
a partir de residuo de aminoacido "c" ao residuo de aminoacido "d";

a € o residuo de aminoacido N-terminal da primeira fracéo
da proteina FVIII,

b é o residuo de aminoacido C-terminal da primeira fragao
da proteina FVIIl, mas também € o N-terminal de residuos de aminoa-

cidos dos dois aminoacidos de um sitio de insergdo em que a sequén-
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cia XTEN ¢é inserida,

c € o residuo de aminoacido N-terminal da segunda fragao
da proteina FVIIl, mas é também o residuo de aminoacido C-terminal
dos dois aminoacidos de um sitio de insercdo em que se insere a se-
quéncia XTEN, e

d € o residuo de aminoacido C-terminal da proteina FVIII, e
[000187] em que a primeira fragdo da proteina FVIIlI e a segunda fra-
cao da proteina FVIIl ndo sio idénticas uma a outra e tém um compri-
mento suficiente de tal modo que o conjunto de proteina FVIIl tem uma
atividade de coagulagao do FVIII.

[000188] Em uma modalidade, a primeira fragao da proteina FVIll e a
segunda fracdo da proteina FVIII sdo fragmentos de SEQ ID NO: 4
[sequéncia de FVIII maduro de comprimento completo] ou SEQ ID NO:
6 [FVIII sem dominio B], por exemplo, fragdo N-terminal e fracdo C-
terminal, respectivamente. Em certas modalidades, a primeira fragcao
da proteina FVIIl compreende o dominio A1 e o dominio A2 do Fator
VIIl de proteina. A segunda fracdo da proteina FVIII compreende o
dominio A3, dominio C1 e, opcionalmente, o dominio C2. Em ainda
outras modalidades, a primeira fracao da proteina FVIII compreende o
dominio A1 e dominio A2, e a segunda fracdo da proteina FVIII com-
preende uma fragdo do dominio B, o dominio A3, dominio C1 e, opcio-
nalmente, o dominio C2. Em ainda outras modalidades, a primeira fra-
c¢ao da proteina FVIII compreende o dominio A1, dominio A2, e uma
fracdo do dominio B da proteina FVIII, e a segunda fragdo da proteina
FVIII compreende o dominio A3, dominio C1, e opcionalmente o domi-
nio C2. Em ainda outras modalidades, a primeira fragdo da proteina
FVIII compreende o dominio A1, dominio A2, e uma primeira fracéo do
dominio B da proteina FVIII. A segunda fracdo da proteina FVIIl com-
preende uma segunda fracdo do dominio B, o dominio A3, dominio

C1, e, opcionalmente, o dominio C2. Em algumas modalidades, os

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 140/308



135/292

dois aminoacidos ("b" e "c") podem ser qualquer um ou mais dos sitios
de insercao de residuos de aminoacidos apresentados nas Tabelas 7,
8,9, 10, 11, 12, 13, 14, e 15. Por exemplo, "b" pode ser o residuo de
aminoacido imediatamente a montante do local em que uma ou mais
sequéncias de XTEN sé&o inseridas ou ligadas, e "c" pode ser o resi-
duo de aminoacido imediatamente a jusante do local em que a uma ou
mais sequéncias XTEN s&o inseridas ou ligadas. Em algumas modali-
dades, "a" € a primeira sequéncia de aminoacidos madura de uma pro-
teina FVIII, e "d" é a ultima sequéncia de aminoacidos de uma proteina
FVIII. Por exemplo, FVIllz-p pode ser uma sequéncia de aminoacidos
pelo menos 70%, 80%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, ou 100%
idéntica aos aminoacidos 1 a 745 da SEQ ID NO: 6 [sequéncia de
aminoacidos de FVIIl sem dominio B] ou SEQ ID NO: 4 [FVIIlI de com-
primento completo] FVIll-q pode ser os aminoacidos 746 a 1438 da
SEQ ID NO: 6 ou os aminoacidos 1641 a 2332 de SEQ ID NO: 4, res-
pectivamente.

[000189] Em alguns aspectos, o sitio de inser¢ao na proteina FVIII
esta localizado em um ou mais dominios da proteina FVIIl, que € a ex-
tremidade N-terminal, o dominio A1, o dominio A2, dominio A3, domi-
nio B, o dominio C1, o dominio C2, o C-terminal, ou dois ou mais dos
mesmos ou diferentes entre os dois dominios da proteina FVIII, que
sao dominio A1 e regido acida a1, e regido acida a1 e dominio A2, o
dominio A2 e a regido acida a2, a regiao acida a2 e dominio B, o do-
minio B e dominio A3, e o dominio A3 e dominio C1, dominio C1 e
dominio C2, ou quaisquer combinagdes dos mesmos. Por exemplo, os
sitios de insercdo no qual a sequéncia XTEN pode ser inserida sao
selecionados do grupo que consiste em N-terminal e dominio A1, o N-
terminal e dominio A2, o N-terminal e o dominio A3, o N-terminal e o
dominio B, o N-terminal e dominio C1, o N-terminal € o dominio C2, o

N-terminal e o C -terminal, os dominios A1 e A2, os dominios A1 e A3,
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os dominios A1 e B, os dominios A1 e C1, os dominios A1 e C2, o
dominio A1 e o C-terminal, os dominios A2 e A3, os dominios A2 e B,
os dominios A2 e C1, os dominios A2 e C2, o dominio A2 e o C-
terminal, os dominios A3 e B, dominios A3 e C 1, os dominios A3 e
C2, o dominio A3 e o C-terminal, o dominio B e C1, os dominios B e
C2, o dominio B e o C-terminal, dominios C1 e C2, o C1 e o C-
terminal, o dominio C2, e o C-terminal, e combinacdes de dois ou mais
dos mesmos. Exemplos ndo limitantes dos sitios de insercdo estao
listados nas Tabelas 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14 e 15.

[000190] A proteina FVIII, em que a sequéncia XTEN é inserida ime-
diatamente a jusante de um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou
mais sitios de insercdo XTEN) na proteina FVIII ou ligada em C-
terminal ou N-terminal, retém a atividade de FVIIlI apds a ligagdo a ou
insercao pela sequéncia XTEN. A sequéncia XTEN pode ser inserida
na proteina FVIII, uma vez ou mais do que uma vez, duas vezes, trés
vezes, quatro vezes, cinco vezes ou seis vezes de modo a que as in-
sergdes nao afetam a atividade do FVIli(isto € a proteina FVIII ainda
mantém a propriedade de coagulagao).

[000191] A proteina FVIII util na presente invengao pode ser ligada a
um ou mais polipeptideos XTEN em N-terminal ou C-terminal da prote-
ina FVIII por um ligante opcional ou inserido imediatamente a jusante
de um ou mais aminoacidos (por exemplo, um ou mais sitios de inser-
cdo XTEN) na proteina FVIII por um ou mais ligantes opcionais. Em
uma modalidade, os dois residuos de aminoacidos em que sequéncia
XTEN esta inserida ou o residuo de aminoacido em que a sequéncia
XTEN esta ligada correspondem aos dois ou um residuos de aminoa-
cidos de SEQ ID NO: 4 [FVIIl maduro de comprimento completo] sele-
cionado a partir do grupo que consiste nos residuos na Tabela 7, Ta-
bela 8, Tabela 9 e na Tabela 10 e quaisquer combina¢des dos mes-

Mmaos.
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Em outras modalidades, pelo menos uma sequéncia XTEN

€ inserida em qualquer um ou mais sitios de insercdo XTEN aqui des-

critos ou quaisquer combinacdes dos mesmos. Em um aspecto, pelo

menos uma sequéncia XTEN é inserida em um ou mais sitios de in-

sercdao XTEN divulgados em um ou mais aminoacidos apresentados

na Tabela 7.
TABELA 7: Sitios de insergao de XTEN exemplares

e Ponto de in-| Residuo de | Sequéncia a jusan- | Dominio FVIII
sercao XTEN * | insergao te FVIII BDD
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 \Y 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 \Y 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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o Ponto de in-| Residuo de | Sequéncia a jusan- | Dominio FVIII
sercao XTEN * | insergéo te FVIII BDD
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 al
44 339 N NEE al
45 345 D YDD al
46 357 Vv VRF al
47 367 S FlQ al
48 370 S RPY al
49 375 A KKH A2
50 376 K KHP A2
51 378 H PKT A2
52 399 \Y 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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o Ponto de in-| Residuo de | Sequéncia a jusan- | Dominio FVIII
sercao XTEN * | insergéo te FVIII BDD
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 GvaQ 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**
83 1640 P PVL
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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o Ponto de in-| Residuo de | Sequéncia a jusan- | Dominio FVIII
sercao XTEN * | insergéo te FVIII BDD
93 1741 G SFT A3
94 1744 T QPL A3
95 1749 R GEL A3
96 1773 \Y 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 \Y 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 \Y DLL C1
123 | 2090 R QKF C1
124 | 2092 K FSS C1
125 | 2093 F SSL C1
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o Ponto de in-| Residuo de | Sequéncia a jusan- | Dominio FVIII
sercao XTEN * | insergéo te FVIII BDD
126 | 2111 K WQT C1
127 | 2115 Y RGN C1
128 | 2120 T GTL C1
129 | 2125 \Y FFG C1
130 | 2171 L NSC C1
131 | 2173 S CSM C2
132 | 2188 A QIT C2
133 | 2223 \Y 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 insercdo para XTEN com base no numero de
aminoacidos de FVIII maduro de comprimento completo humano, em
que a insercao pode ser do lado da N- ou C-terminal do aminoacido
indicado.

[000193] Em algumas modalidades, uma ou mais sequéncias de
XTEN séo inseridas dentro de cerca de seis aminoacidos para cima ou
para baixo a partir de aminoacidos 32, 220, 224, 336, 339, 399, 416,
603, 1656, 1711, 1725, 1905, ou 1910, correspondendo a SEQ ID NO:
4 ou quaisquer combinagdes dos mesmos.

Tabela 8. Faixas de insercdo de XTEN exemplares

Ponto de Sequéncia a Distancia do
Residuo de Dominio
N.° insergao jusante FVIil residuo de
insercao FVIII
XTEN BDD insercao*
9 32 P RVP A1 -3, +6
31 220 R DAA A1 -
34 224 S ARA A1 +5

Petic&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 147/308




142/292

Ponto de Sequéncia a Distancia do
Residuo de Dominio
N.° | insercéao ) . jusante FVIII residuo de
insergao FVII
XTEN BDD insergao*
43 336 R MKN at -1, +6
44 339 N NEE at -4, +5
52 399 Vv 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

* Distancia de residuo de insercao refere-se ao numero relativo de
aminoacidos afastados a partir do N-terminal (nUmeros negativos) ou
C-terminal (numeros positivos) do residuo de insergdo designado (re-
siduo "0"), onde uma insercao pode ser feita. A designacao "-x" refere-
se a um sitio de insercdo que consiste nos aminoacidos x afastados do
o lado N-terminal do residuo de inser¢céo designado. Do mesmo modo,
a designagao "+ x" refere-se a um sitio de insercdo que é x aminoaci-
dos de distancia no lado do C-terminal do residuo de insercao desig-
nado.

Por exemplo, "-1,+2" indica que a insercéo € feita na extremidade N-
terminal ou C- terminal de residuos de aminoacidos designados, -1, 0,
+1 ou +2.

[000194] Em outras modalidades, uma ou mais sequéncias XTEN
sao inseridas imediatamente a jusante de um ou mais aminoacidos
correspondentes para o FVIII humano maduro de comprimento com-
pleto selecionado a partir do grupo que consiste em um ou mais sitios

de insercado na Tabela 9.
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Tabela 9. Sitios ou faixas de insercdo de XTEN exemplares

e Faixa de ponto de | Primeiro residuo de | Dominio FVIII
inser¢cao XTEN* insergao

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 sitios de inser¢cdo numerados em relagcdo ao numero
de aminoacidos do Fator VIII humano maduro

[000195] Ainda em outras modalidades, uma ou mais XTENs sao
inseridas no dominio B do FVIII. Em um exemplo, uma XTEN é inseri-
da entre os aminoacidos 740 e 1640 correspondem a SEQ ID NO: 4,
em que a sequéncia do FVIIl entre os aminoacidos 740 e 1640 nao
esta opcionalmente presente. Em outro exemplo, uma XTEN é€ inserida
entre os aminoacidos 741 e 1690 correspondem a SEQ ID NO: 4, em
que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos 740 e 1690 nao esta
opcionalmente presente. Em outros exemplos, uma XTEN ¢é inserida
entre os aminoacidos 741 e 1648 correspondente a SEQ ID NO: 4, em
que a sequéncia do FVIIlI entre os aminoacidos 741 e 1648 n&o esta
opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, uma XTEN ¢ in-
serida entre os aminoacidos 743 e 1638 correspondente a SEQ ID NO:
4, em que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos 743 e 1638 nao
esta opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, uma XTEN é
inserida entre os aminoacidos 745 e 1656 correspondente a SEQ ID
NO: 4, em que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos 745 e 1656

nao esta opcionalmente presente. Em alguns exemplos, uma XTEN é
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inserida entre os aminoacidos 745 e 1657 correspondente a SEQ ID
NO: 4, em que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos 745 e 1657
nao esta opcionalmente presente. Em certos exemplos, uma XTEN é
inserida entre os aminoacidos 745 e 1667 correspondente a SEQ ID
NO: 4, em que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos 745 e 1667
nao esta opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos, uma
XTEN ¢é inserida entre os aminoacidos 745 e 1686 correspondente a
SEQ ID NO: 4, em que a sequéncia de FVIII entre os aminoacidos 745
e 1686 nao esta opcionalmente presente. Em outros exemplos, uma
XTEN ¢é inserida entre os aminoacidos 747 e 1642 correspondente a
SEQ ID NO: 4, em que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos 747
e 1642 nao esta opcionalmente presente. Em ainda outros exemplos,
uma XTEN é inserida entre os aminoacidos 751 e 1667 corresponden-
te a SEQ ID NO: 4, em que a sequéncia do FVIII entre os aminoacidos
751 e 1667 n&o esta opcionalmente presente.

[000196] Em algumas modalidades, uma ou mais XTENs sao inseri-
das em um ou mais aminoacidos imediatamente a jusante de um ami-
noacido de um sitio de insercao selecionado a partir do grupo que
consiste nos residuos de aminoacido na Tabela 10.

Tabela 10: FVIII sitios de insercado de XTEN e designagdes de cons-

tructo
Numero do Residuo a | Residuo a | Sequéncia | Sequéncia
constructo | dominio | montante N.°* | jusante N.°* | a montante | 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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Numero do Residuo a | Residuo a | Sequéncia | Sequéncia
constructo | dominio | montante N.°* | jusante N.°* | a montante | 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 GVvVQ
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 QM
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 waQTt
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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Numero do Residuo a | Residuo a | Sequéncia | Sequéncia
constructo | dominio | montante N.°* | jusante N.°* | a montante | a jusante
pSD0001 A2 403 404
pSD0002 A2 599 600
pSD0021 N-term. | O 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 numero de aminoacidos da proteina madura FVIII

[000197] Em uma modalidade, o um ou mais sitios de insercao de
XTEN estao localizados dentro de uma ou mais estrutura em alga fle-
xivel exposta na superficie da proteina FVIII (por exemplo, uma alca

permissiva). Por exemplo, pelo menos uma sequéncia XTEN pode ser
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inserida em cada FVIIl dominio "A" que compreende pelo menos duas
"alcas permissivas" em que pelo menos um polipeptideo XTEN pode
ser inserido sem eliminar a atividade pré-coagulante da proteina re-
combinante, ou a capacidade de a proteina recombinantes ser expres-
sa in vivo ou in vitro em uma célula hospedeira. As alcas permissivas
sdo regides que permitem a inser¢cdo de pelo menos uma sequéncia
de XTEN com, entre outros atributos, superficie elevada, ou a exposi-
cao a solventes e uma elevada flexibilidade conformacional. O dominio
A1 compreende uma regido de alga permissiva-1 (A1-1) e uma regiao
de alga permissiva-2 (A1-2), o dominio A2 compreende uma regiao
alca permissiva-1 (A2-1) e uma regido de alga permissiva-2 (A2-2), o
dominio A3 compreende uma alga permissiva- 1 (A3-1) e uma regiao
alca permissiva -2 (A3 -2).

[000198] Em um aspecto, uma primeira alga permissiva no dominio
A1 do FVIII (A1-1) situa-se entre a cadeia beta 1 e cadeia beta 2, e
uma segunda alga permissiva no dominio A2 do FVIII (A1-2) situa-se
entre cadeia beta 11 e a cadeia beta 12. Uma primeira algca permissiva
no dominio A2 do FVIII (A2-1) esta localizada entre a cadeia beta 22 e
a cadeia beta 23, e uma segunda alga permissiva no dominio A2 do
FVIII (A2-2) esta localizada entre a cadeia beta 32 e a cadeia beta 33.
Uma primeira alga permissiva no dominio A3 do FVIII (A3-1) esta loca-
lizada entre a cadeia beta 38 e a cadeia beta 39, e uma segunda alga
permissiva no FVIII A3 (A3 -2) esta localizada entre a cadeia beta 45 e
a cadeia beta 46. Em certos aspectos, a estrutura de alga flexivel ex-
posta na superficie, compreendendo A1-1 corresponde a uma regiao
em FVIII humano nativo maduro de cerca do aminoacido 15 até cerca
do aminoacido 45 de SEQ IDNO: 4, por exemplo, de cerca do aminoa-
cido 18 até cerca do aminoacido 41 de SEQ ID NO: 4. Em outros as-
pectos, a estrutura de alga flexivel exposta na superficie, compreen-

dendo A1-2 corresponde a uma regido em FVIII humano nativo madu-
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ro de cerca do aminoacido 201 a cerca do aminoacido 232 da SEQ ID
NO: 4, por exemplo, de cerca do aminoacido 218 a cerca do aminoaci-
do 229 de SEQ ID NO: 4. Em ainda outros aspectos, a estrutura de
alca flexivel exposta na superficie, compreendendo A2-1 corresponde
a uma regido no FVIII humano nativo maduro de cerca do aminoacido
395 a cerca do aminoacido 421 de SEQ ID NO: 4, por exemplo, de
cerca do aminoacido 397 a cerca do aminoacido 418 de SEQ ID NO:
4. Em ainda outras modalidades, a estrutura de superficie exposta em
alca flexivel compreendendo A2-2 corresponde a uma regido em FVIII
humano nativo maduro de cerca do aminoacido 577 a cerca do amino-
acido 635 de SEQ ID NO: 4, por exemplo, de cerca do aminoacido 595
a cerca do aminoacido 607 de SEQ ID NO: 4. Em certos aspectos da
estrutura de alcga flexivel exposta na superficie, compreendendo A3-1
corresponde a uma regiao em FVIII humano nativo maduro de cerca
do aminoacido 1705 até cerca do aminoacido 1732 de SEQ ID NO: 4,
por exemplo, de cerca do aminoacido 1711 até cerca do aminoacido
1725 de SEQ ID NO: 4. Em ainda outros aspectos, a estrutura de alca
flexivel exposta na superficie, compreendendo A3 -2 corresponde a
uma regiao em FVIII humano nativo maduro de cerca do aminoacido
1884 a cerca do aminoacido 1917 de SEQ ID NO: 4, por exemplo, de
cerca do aminoacido 1899 até cerca do aminoacido 1911 de SEQ ID
NO: 4.

[000199] Em outra modalidade, o0 um ou mais aminoacidos, em que
pelo menos uma sequéncia XTEN esta inserida esta localizado dentro
do dominio a3, por exemplo, aminoacidos 1649 a 1689, que corres-
ponde ao polipeptideo FVIII maduro de comprimento completo. Em
uma modalidade particular, uma sequéncia de XTEN ¢ inserida entre
os aminoacidos 1656 e 1657 de SEQ ID NO: 4 (FVIll maduro de com-
primento completo). Em uma modalidade especifica, uma proteina

FVIII compreendendo uma sequéncia XTEN inserida imediatamente a

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 154/308



149/292

jusante do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID NO: 4 compre-
ende ainda uma delecao desde o aminoacido 745 até ao aminoacido
1656 correspondente a SEQ ID NO: 4.

[000200] Em algumas modalidades, o um ou mais sitios de insergéo
de uma ou mais inser¢gées XTEN sao imediatamente a jusante de um

ou mais aminoacidos selecionados do grupo consistindo em:

(1) aminoacido 3, (2) aminoacido 18, (3) aminoacido 22,
(4) aminoacido 26, (5) aminoéacido 32, (6) aminoacido 40,
(7) aminoacido 60, (8) aminoacido 65, (9) aminoacido 81,

(10) aminoécido 116, (11) aminoacido 119, (12) aminoacido 130,
(13) aminoéacido 188, (14) aminoacido 211, (15) aminoécido 216,
(16) aminoéacido 220, (17) aminoacido 224, (18) aminoécido 230,
(19) aminoacido 333, (20) aminoacido 336, (21) aminoacido 339,
(22) aminoécido 375, (23) aminoacido 399, (24) aminoécido 403,
(25) aminoacido 409, (26) aminoacido 416, (26) aminoacido 442,
(28) aminoacido 487,  (29) aminoacido 490, (30) aminoacido 494,
(31) aminoacido 500, (32) aminoacido 518, (33) aminoacido 599,
(34) aminoacido 603, (35) aminoacido 713, (36
(37) aminoacido 1656, (38) aminoacido 1711, (39
(40) aminoacido 1725, (41) aminoacido 1749, (42) aminoacido 1796,
(43) aminoacido 1802, (44) aminoacido 1827, (45) aminoacido 1861,
(46) aminoacido 1896, (47) aminoacido 1900, (48) aminoacido 1904,
(49) aminoacido 1905, (50) aminoacido 1910, (51) aminoacido 1937,
(52) aminoacido 2019, (53) aminoacido 2068, (54) aminoacido 2111,
(55) aminoacido 2120, (56) aminoacido 2171,  (57) aminoacido 2188,

(58) aminoacido 2227, (59) aminoacido 2277, e (60) duas ou mais combinacdes.

aminoacido 745,

aminoacido 1720,

)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)
)

[000201] Em uma modalidade, uma proteina FVIII util para a inven-
cao compreende duas sequéncias XTEN, uma primeira sequéncia
XTEN inserida em um sitio de inser¢ao da primeira e uma segunda
XTEN inserida em um segundo sitio de inser¢cao XTEN. Exemplos do
primeiro sitio de inser¢cdo XTEN e o segundo sitio de insercdo XTEN

nao limitantes estao listados na Tabela 11.
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Tabela 11. Exemplos de sitios de inser¢ao para duas XTENs

Insercao 1 Insercao 2
Sitio de insercao Dominio Sitio de insergéo Dominio
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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Insercao 1 Insercao 2
Sitio de insercéo Dominio Sitio de insergéo Dominio
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 XTENSs inseridas ou ligadas a proteina FVIII podem
ser idénticas ou diferentes. Em algumas modalidades, uma proteina
FVIIIl util para a invengdo compreende duas sequéncias XTEN inseri-
das na proteina FVIIlI, uma primeira sequéncia XTEN inserida imedia-
tamente a jusante do aminoacido 745 correspondente a SEQ ID NO: 4,
e uma segunda sequéncia de XTEN inserida imediatamente a jusante
do aminoacido 2332 correspondente a SEQ ID NO: 4 (C-terminal). Em
outras modalidades, a primeira sequéncia XTEN é inserida imediata-
mente a jusante do aminoacido 18, 26, 40, 1656, ou 1720 correspon-
dente a SEQ ID NO: 4, e uma segunda sequéncia de XTEN inserida

imediatamente a jusante do aminoacido 403 correspondente a SEQ ID
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NO: 4. Em ainda outras modalidades, a primeira sequéncia XTEN é
inserida imediatamente a jusante do aminoacido 18, 26 ou 40 corres-
pondente a SEQ ID NO: 4, e uma segunda sequéncia de XTEN inseri-
da imediatamente a jusante do aminoacido 599 correspondente a SEQ
ID NO: 4. Em ainda outras modalidades, a primeira sequéncia XTEN é
inserida imediatamente a jusante do aminoacido 1656 correspondente
a SEQ ID NO: 4, e uma segunda sequéncia de XTEN inserida imedia-
tamente a jusante do aminoacido 18, 26, 40, 399, 403, 1725, 1720,
1900, 1905, ou 2332 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em determina-
das modalidades, a primeira sequéncia XTEN é inserida imediatamen-
te a jusante do aminoacido 1900 correspondente a SEQ ID NO: 4, e
uma segunda sequéncia de XTEN inserida imediatamente a jusante de
aminoacido 18, 26, ou 40 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em algu-
mas modalidades, a primeira sequéncia XTEN ¢é inserida imediatamen-
te a jusante do aminoacido 18, 26 ou 40 correspondente a SEQ ID NO:
4, e uma segunda sequéncia de XTEN inserida imediatamente a ju-
sante do aminoacido 399 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em outras
modalidades, a primeira sequéncia XTEN ¢é inserida imediatamente a
jusante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma
segunda sequéncia de XTEN inserida imediatamente a jusante do
aminoacido 18, 26 ou 40 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em ainda
outras modalidades, a primeira sequéncia XTEN é inserida imediata-
mente a jusante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4,
e uma segunda sequéncia de XTEN inserida imediatamente a jusante
do aminoacido 18, correspondente a SEQ ID NO: 4. Em uma modali-
dade particular, a proteina FVIII que compreende duas sequéncias
XTEN, uma primeira sequéncia XTEN inserida imediatamente a jusan-
te do aminoacido 745 correspondente a SEQ ID NO: 4 e uma segunda
sequéncia XTEN inserida imediatamente a jusante do aminoacido

2332 correspondente a SEQ ID NO: 4, em que a proteina FVIII ainda
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tem uma delecdo desde o aminoacido 745 correspondente a SEQ ID
NO: 4 até ao aminoacido 1685 correspondente a SEQ ID NO: 4, ou
uma mutacdo ou substituicdo no aminoacido 1680 correspondente a
SEQ ID NO: 4, por exemplo, Y1680F, uma mutagdo ou substituicdo no
aminoacido 1648 correspondente a SEQ ID NO: 4, por exemplo,
R1648A, ou pelo menos duas mutagdes ou substituicdes no aminoaci-
do 1648 correspondente a SEQ ID NO: 4, por exemplo, R1648A, e
aminoacido 1680 correspondente a SEQ ID NO: 4, por exemplo,
Y1680F. Em uma modalidade especifica, a proteina FVIII compreende
duas sequéncias XTEN, uma primeira XTEN inserida imediatamente a
jusante do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID NO: 4 e uma
segunda sequéncia XTEN inserida imediatamente a jusante do amino-
acido 2332 de SEQ ID NO: 4, em que a proteina FVIII ainda tem uma
delecido desde o aminoacido 745 até o aminoacido 1656 correspon-
dente a SEQ ID NO: 4.

[000203] Em determinadas modalidades, uma proteina FVIII com-
preende trés sequéncias XTEN, uma primeira sequéncia XTEN inseri-
da em um primeiro sitio de insergdo XTEN, uma segunda sequéncia
de XTEN inserida em uma segunda sequéncia XTEN, e uma terceira
sequéncia XTEN inserida em um terceiro sitio de insercdo XTEN. A
primeira, segunda ou terceira sequéncias XTEN podem ser iguais ou
diferentes. O primeiro, segundo, terceiro e sitios de insercdo podem
ser selecionados a partir do grupo de qualquer um dos sitios de inser-
¢ao aqui divulgados. Em algumas modalidades, a proteina de Fator
VIl que compreende trés sequéncias XTEN pode ainda compreender
uma mutacado ou substituicdo, por exemplo, aminoacido 1648 corres-
pondente a SEQ ID NO: 4, por exemplo, R1648A. Por exemplo, os
exemplos nao limitantes do primeiro, segundo, e terceiros sitios de in-

sercao XTEN estao listados na Tabela 12.
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Tabela 12. Exemplos de sitios de insergéo para Trés XTENs

Insercao 1 Insercao 2 Insercao 3
Sitio de Sitio de Sitio de
_ . Dominio ) . Dominio _ . Dominio
insergéo insergéo insergéo
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 proteina FVIII compreende

trés sequéncias XTEN, uma primeira sequéncia XTEN inserida imedia-
tamente a jusante do aminoacido 26, correspondente a SEQ ID NO: 4,
uma segunda sequéncia de XTEN inserida a jusante do aminoacido
403 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma terceira sequéncia XTEN

inserida a jusante do aminoacido 1656, 1720, ou 1900 correspondente
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a SEQ ID NO: 4. Em outras modalidades, a primeira sequéncia XTEN
€ inserida imediatamente a jusante do aminoacido 26, correspondente
a SEQ ID NO: 4, uma segunda sequéncia de XTEN ¢ inserida a jusan-
te do aminoacido 1656 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma tercei-
ra XTEN sequéncia é inserida a jusante do aminoacido 1720 a 1900
correspondente a SEQ ID NO: 4. Em ainda outras modalidades, a pri-
meira sequéncia XTEN é inserida imediatamente a jusante do aminoa-
cido 26, correspondente a SEQ ID NO: 4, uma segunda sequéncia de
XTEN é inserida a jusante do aminoacido 1720 correspondente a SEQ
ID NO: 4, e uma terceira sequéncia XTEN ¢ inserida a jusante do ami-
noacido 1900 correspondente a SEQ ID NO: 4. Em ainda outras moda-
lidades, a primeira sequéncia XTEN ¢é inserida imediatamente a jusan-
te do aminoacido 403 correspondendo a SEQ ID NO: 4, uma segunda
sequéncia de XTEN ¢ inserida a jusante do aminoacido 1656 corres-
pondente a SEQ ID NO: 4, e uma terceira sequéncia XTEN é inserida
a jusante do aminoacido 1720 a 1900 correspondente a SEQ ID NO: 4.
Em outras modalidades, a primeira sequéncia XTEN é inserida imedia-
tamente a jusante do aminoacido 403 ou 1656 correspondente a SEQ
ID NO: 4, uma segunda sequéncia de XTEN é inserida a jusante do
aminoacido 1720 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma terceira se-
quéncia XTEN é inserida a jusante do aminoacido 1900 corresponden-
te a SEQ ID NO: 4. Em outras modalidades, a primeira sequéncia
XTEN ¢ inserida imediatamente a jusante do aminoacido 18, 26, 40,
399, 403, 1711, 1720, 1725, 1900, 1905, ou 1910 correspondente a
SEQ ID NO: 4, uma segunda sequéncia de XTEN ¢é inserida a jusante
do aminoacido 745 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma terceira
sequéncia XTEN ¢ inserida a jusante do aminoacido 2332 correspon-
dente a SEQ ID NO: 4.

[000205] Em outras modalidades, uma proteina FVIIl na invengao

compreende quatro sequéncias XTEN, uma primeira sequéncia XTEN
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inserida em um primeiro sitio de inser¢cdo, uma segunda sequéncia de
XTEN inserida em um segundo sitio de insergdo, uma terceira se-
quéncia XTEN inserida em um terceiro sitio de inser¢céo, e uma quarta
sequéncia de XTEN inserida em um quarto sitio de inser¢do. A primei-
ra, segunda, terceira e quarta sequéncias XTEN podem ser idénticas,
diferentes, ou combinagdes das mesmas. Em algumas modalidades, a
proteina de FVIII que compreende quatro sequéncias XTEN pode ain-
da compreender uma mutacdo ou substituicdo, por exemplo, aminoa-
cidos 1648 correspondente a SEQ ID NO: 4, por exemplo, R1648A.
Exemplos nao limitantes do primeiro, segundo, terceiro e quarto sitios

de insercao XTEN estao listados na Tabela 13.

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 162/308



Tabela 13. Exemplos de sitios de inser¢cao de Quatro XTENs

Insergéo 1 Insercéo 2 Insergcéo 3 Insergéo 4
Sitio de insergao Dominio Sitio de insergao Dominio Sitio de insergao Dominio Sitio de inser¢ao Dominio

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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Insergéo 1 Insercéo 2 Insergéao 3 Insergéo 4
Sitio de insergao Dominio Sitio de insergao Dominio Sitio de insergao Dominio Sitio de insergéo Dominio
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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Insergéo 1 Insercéo 2 Insergéao 3 Insergéo 4
Sitio de insergao Dominio Sitio de insergao Dominio Sitio de insergao Dominio Sitio de insergéo Dominio
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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Insercao 1 Insercao 2 Insercao 3 Insercao 4
Sitio de insergéo Dominio Sitio de insergéo Dominio Sitio de insergéo Dominio Sitio de inser¢do | Dominio
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 1720 A3 2332 CT
0018 A1 0745 B 1900 A3 2332 CT
0403 A2 0745 1720 A3 2332 CT
0403 A2 0745 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 proteina FVIII compreende
cinco sequéncias XTEN, uma primeira sequéncia XTEN inserida em
um primeiro sitio de inser¢do, uma segunda sequéncia de XTEN inse-
rida em um segundo sitio de inser¢cdo, uma terceira sequéncia XTEN
inserida em um sitio de insercdo XTEN terceira, uma quarta sequéncia
XTEN inserida em um quarto sitio de insercdo XTEN, e uma quinta
sequéncia XTEN inserida em um quinto sitio de insergdo XTEN. A pri-
meira, segunda, terceira, quarta, quinta sequéncias XTEN podem ser
idénticas, diferentes, ou combinacdes das mesmas. Exemplos nao li-
mitantes dos primeiro, segundo, terceiro, quarto, e quinto sitios de in-
sercao estio listados na Tabela 14.

Tabela 14. Exemplos de sitios de inser¢cao para cinco XTENs

XTEN XTEN XTEN XTEN XTEN
Insercao 1 insercao 2 Insercao 3 Insercao 4 Insercéao 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 proteina FVIII compreende
seis sequéncias XTEN, uma primeira sequéncia XTEN inserida em um
primeiro sitio de insercdo XTEN, uma segunda sequéncia de XTEN
inserida em um segundo sitio de insercdo XTEN, uma terceira se-
quéncia XTEN inserida em um terceiro sitio de insercdo XTEN, uma
quarta sequéncia XTEN inserida em um quarto sitio de insergao
XTEN, uma quinta sequéncia de XTEN inserida em um quinto sitio de
insercdo XTEN, e uma sexta sequéncia XTEN inserida em um sexto

sitio de insercdo XTEN. As primeira, segunda, terceira, quarta, quinta,
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ou sexta sequéncias XTEN podem ser idénticas, diferentes, ou combi-

nacdes das mesmas. Exemplos dos seis sitios de insercdo XTEN in-

cluem, entre outros, os sitios de insergao listados na Tabela 15.

Tabela 15. Exemplos de sitios de insercado XTEN para Seis XTENs

XTEN XTEN XTEN XTEN XTEN XTEN
Insercdo 1 | insercdo 2 | Inser¢ao 3 | Insercdo4 | Insercdo 5 | Insercédo 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 aminoacidos 26 e 27, correspondentes a SEQ ID NO: 4, e é
inserida uma segunda XTEN entre aminoacidos 1720 e 1721 corres-
pondente a SEQ ID NO: 4 (FVIIl maduro de comprimento completo).
Em outro exemplo, uma primeira XTEN ¢é inserida entre os aminoaci-
dos 403 e 404 correspondentes as SEQ ID NO: 4, e uma segunda
XTEN ¢é inserida entre os aminoacidos 1720 e 1721 correspondente a
SEQ ID NO: 4. Em alguns exemplos, uma primeira XTEN é inserida
entre os aminoacidos 1656 e 1657 correspondente a SEQ ID NO: 4, e
uma segunda XTEN ¢é inserida entre os aminoacidos 1720 e 1721 cor-
respondente a SEQ ID NO: 4. Em outros exemplos, uma primeira
XTEN ¢ inserida entre os aminoacidos 26 e 27 correspondente a SEQ
ID NO: 4, uma segunda XTEN é inserida entre os aminoacidos 1656 e
1657 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN ¢é inserida
entre os aminoacidos 1720 e 1721 correspondente a SEQ ID NO: 4.
Ainda em outras modalidades, uma primeira XTEN é inserida entre os
aminoacidos 403 e 404 correspondente a SEQ ID NO: 4, uma segunda
XTEN é inserida entre os aminoacidos 1656 e 1657 correspondente a
SEQ ID NO: 4, e uma terceira XTEN é inserida entre os aminoacidos
1720 e 1721 correspondente @ SEQ ID NO: 4. Em ainda outras moda-
lidades, uma primeira XTEN € inserida entre os aminoacidos 403 e
404 correspondente a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN ¢é inserida

entre os aminoacidos 1656 e 1657 correspondente a SEQ ID NO: 4, e
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uma terceira XTEN é inserida entre os aminoacidos 1720 e 1721 cor-
respondente a SEQ ID NO: 4. Em determinadas modalidades, uma
primeira XTEN é inserida entre os aminoacidos 26 e 27, corresponden-
tes a SEQ ID NO: 4, uma segunda XTEN é inserida entre os aminoa-
cidos 1720 e 1721 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma terceira
XTEN é inserida entre os aminoacidos 1900 e 1901 correspondente a
SEQ ID NO: 4. Em algumas modalidades, uma primeira XTEN € inse-
rida entre os aminoacidos 26 e 27 correspondente a SEQ ID NO: 4,
uma segunda XTEN é inserida entre os aminoacidos 1656 e 1657 cor-
respondente a SEQ ID NO: 4, uma terceira XTEN ¢ inserida entre os
aminoacidos 1720 e 1721 correspondente a SEQ ID NO: 4, e uma
quarta XTEN é inserida entre 1900 e 1901 correspondente a SEQ ID
NO: 4.

[000209] Em uma modalidade particular, uma sequéncia de XTEN é
inserida entre os aminoacidos 745 e 746 de um Fator VIII de compri-
mento completo ou o sitio de inser¢cdo correspondente do Fator VI
sem dominio B.

[000210] Em algumas modalidades, uma proteina quimérica da in-
vencao compreende duas sequéncias de polipeptideos, uma primeira
sequéncia de polipeptideo compreendendo uma sequéncia de amino-
acidos de pelo menos cerca de 80%, 90%, 95%, ou 100% idéntica a
uma sequéncia 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), FVII-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 sequéncia de polipeptideo compreendendo uma sequéncia de
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aminoacidos de pelo menos cerca de 80%, 90%, 95%, ou 100% idén-
tica a uma sequéncia selecionada a partir VWF031 (SEQ ID NO: 118),
VWF034 (SEQ ID NO: 119), ou VWF-036 (SEQ ID NO: 120).

D) Regido constante de Ig ou uma fracdo da mesma

[000211] O fragmento de VWF ou a proteina FVIII ligada a uma se-
quéncia XTEN na presente invencdo pode ainda compreender uma
regido constante de Ig ou uma fracdo da mesma. A regido constante
de Ig ou uma fragdo da mesma pode melhorar propriedades farmaco-
cinéticas ou farmacodinamicas do VWF ou fragmento da proteina
FVIII, em combinacdo com a sequéncia XTEN. Em certas modalida-
des, a regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma estende uma
meia-vida de uma molécula fundida com a regido constante de Ig ou
uma fragdo da mesma.

[000212] Uma regiao constante de Ig é constituida por dominios de-
notados CH (pesado constante) (CH1, CH2, etc.). Dependendo do iso-
tipo, (ou seja, 1gG, IgM, IgA, IgD, ou IgE), a regido constante pode ser
constituida por trés ou quatro dominios CH. Algumas regides constan-
tes (por exemplo, os isotipos IgG) de isotipos também contém uma re-
gido em dobradica. Ver Janeway et al. 2001, Immunobiology, Garland
Publishing, NY, NY.

[000213] Uma regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma para
a producgao da proteina quimérica da presente invencao pode ser obti-
da a partir de um numero de diferentes fontes. Em algumas modalida-
des, uma regiao constante de Ig ou uma fracdo da mesma € derivada
de uma Ig humana. Entende-se, no entanto, que a regido constante de
Ig ou uma fragdo da mesma pode ser derivada a partir de uma Ig de
outra espécie de mamifero, incluindo, por exemplo, um roedor (por
exemplo, um camundongo, rato, coelho, cobaia) ou espécies de prima-
tas ndo humanos (por exemplo, chimpanzé, macacos). Além disso, a

regido constante de Ig ou uma fracdo da mesma pode ser derivada a
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partir de qualquer classe de lg, incluindo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, e
qualquer isotipo de Ig, incluindo 1gG1, 1gG2, 1gG3, e IgG4. Em uma
modalidade, o isotipo IgG1 humano é usado.

[000214] Uma variedade de sequéncias do gene da regido constante
de Ig (por exemplo, as sequéncias dos genes das regides constantes
humanas) estdo disponiveis sob a forma de depdsitos acessiveis ao
publico. A sequéncia de dominios da regido constante pode ser seleci-
onada tendo uma funcéo efetora particular (ou falta uma fungao efeto-
ra particular) ou com uma determinada modificagdo para reduzir a
imunogenicidade. Muitas sequéncias de anticorpos e genes que codifi-
cam anticorpos foram publicadas e sequéncias da regido constante de
lg adequadas (por exemplo, sequéncias em dobradica, CH2, e/ou
CH3, ou fragcbes das mesmas) podem ser derivadas a partir destas
sequéncias, utilizando técnicas reconhecidas. O material genético ob-
tido utilizando qualquer um dos métodos anteriores pode entao ser al-
terado ou sintetizado para obter os polipeptideos da presente inven-
¢do. Sera ainda apreciado que o escopo da presente invengao englo-
ba alelos, variantes e mutagdes de sequéncias de DNA da regiao
constante.

[000215] As sequéncias da regiao constante de Ig ou uma fragdo da
mesma podem ser clonadas, por exemplo, utilizando a reacao em ca-
deia da polimerase e iniciadores que sédo selecionados para amplificar
o dominio de interesse. Para clonar uma sequéncia da regido constan-
te de Ig ou uma fragdo da mesma a partir de um anticorpo, 0 mRNA
pode ser isolado a partir do hibridoma, bago ou células linfaticas,
transcrito de forma reversa em DNA, e os genes de anticorpos amplifi-
cados por PCR. Os métodos de amplificagdo por PCR séo 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 regido
constante de consenso ou por mais iniciadores especificos, baseados
nas sequéncias de DNA e de aminoacidos 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 homologas maiores, como sondas de
camundongo da regidao constante. Numerosos conjuntos de iniciadores
adequados para a amplificacédo dos genes do anticorpo sdo conheci-
dos na técnica (por exemplo, iniciadores 5’ baseados na sequéncia N-
terminal de anticorpos purificados (Benhar e Pastan 1994. Protein En-
gineering 7: 1509); amplificagédo rapida de extremidades de cDNA (Ru-
berti, F. et al., 1994, J. Immunol Methods. 173: 33); sequéncias lider de
anticorpos (Larrick et aL 1989, Biochem. Biophys. Res. Commun. 160:
1250). A clonagem de sequéncias 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 referéncia.

[000216] Uma regiao constante de Ig aqui utilizada pode incluir todos
os dominios e a regiao em dobradica ou suas fragdes. Em uma moda-
lidade, a regido constante de Ig ou uma fragcdo da mesma compreende
um dominio CH2, dominio CH3, e uma regido em dobradica, isto é
uma regiao Fc ou um parceiro de ligagao ao FcRn.

[000217] Como aqui utilizado, o termo "regido Fc" é definido como a
fracdo de um polipeptideo que corresponde a regidao Fc de Ig nativa,
ou seja, como formada pela associagao dimérica dos respectivos do-
minios Fc de suas duas cadeias pesadas. Uma regidao Fc nativa forma
um homodimero com outra regido Fc. Em contraste, o termo "regiédo
Fc geneticamente fundida" ou "regido Fc de cadeia simples" (regido

scFC), como aqui utilizado, refere-se a uma regido Fc dimérica sintéti-
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ca constituida por dominios Fc geneticamente ligados dentro de uma
unica cadeia de polipeptideos (isto €, codificado em uma unica se-
quéncia genética contigua).

[000218] Em uma modalidade, a "regidao Fc" refere-se a fragcdo de
uma unica cadeia pesada de Ig que comega na regido em dobradica
imediatamente a montante do sitio de clivagem de papaina (isto € no
residuo 216 em IgG, tomando o primeiro residuo da regido constante
da cadeia pesada sendo o 114) e que termina na extremidade C-
terminal do anticorpo. Por conseguinte, um dominio de Fc completo
compreende pelo menos um dominio em dobradica, um dominio CH2
e um dominio CH3.

[000219] A regido Fc de uma regiao constante de Ig, dependendo do
isotipo de Ig pode incluir dominios CH2, CH3, e CH4, bem como a regido
em dobradiga. As proteinas quimeéricas que compreendem uma regiao Fc
de uma Ig conferem varias propriedades desejaveis de uma proteina
quimérica incluindo maior estabilidade, maior meia-vida no soro (ver
Capon et al., 1989, Nature 337: 525) bem como a ligacao 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 sao
aqui incorporadas por referéncia na sua totalidade.

[000220] Uma regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma pode
ser um parceiro de ligagao ao FcRn. FcRn ¢é ativo nos tecidos epiteliais
adultos e expressos no lumen dos intestinos, vias aéreas pulmonares,
superficies nasais, superficies vaginais, superficies do coélon e retal
(Patente US 6.485.726). Um parceiro de ligacdo FcRn é uma fracédo de
uma lg, que se liga ao FcRn.

[000221] O receptor FcRn foi isolado a partir de varias espécies de
mamiferos, incluindo os seres humanos. As sequéncias do FcRn hu-
mano, FcRn de macaco, FcRn de rato e FcRn de camundongo sé&o
conhecidos (Story et al, 1994, J. Exp Med 180:2377). O receptor FCRn
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liga-se a IgG (mas n&o outras classes de Ig, como IgA, IgM, IgD, e IgE), a
um pH relativamente baixo, transporta ativamente a IgG transcelular em
uma dire¢do do lumen para serosa e, em seguida, libera a IgG a um pH
relativamente mais elevado encontrado nos fluidos intersticiais. E ex-
presso no tecido epitelial dos adultos (Patentes US 6.485.726,
6.030.613, 6.086.875; WO 03/077834; US2003-0235536A1) incluindo
pulmao 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, superficies vaginais,
e superficies da arvore biliar.

[000222] Parceiros de ligagdo a FcRn uteis na presente invencéo
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 regido de ligacdo completa do receptor FcRn.
A regido da fragdo 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 area de contato de Fc com o FcRn é préxima a
jungdo dos dominios de CH2 e CH3. Contatos Fc-FcRn estdo todos
dentro de uma unica cadeia pesada de Ig. Os parceiros de ligagéo ao
FcRn incluem a IgG inteira, o fragmento Fc da IgG, e outros fragmen-
tos de IgG que incluem a regido de ligagdo completa de FcRn. Os
principais locais de contato incluem residuos de aminoacidos 248,
250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311, e 314 dos residuos de do-
minio CH2 e aminoacidos 385-387, 428, e 433-436 do dominio CH3.
As referéncias feitas a numeracdo de aminoacido de Igs ou fragmen-
tos de Ig, ou regides, sdo todos baseados em Kabat et al. 1991, Se-
guences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Pu-
blic Health, Bethesda, Md.

[000223] As regides Fe ou parceiros de ligagao FcRn ligados a FcRn

podem ser efetivamente empurrados através das barreiras epiteliais
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por FCRn, proporcionando assim um meio nido invasivo para adminis-
trar sistemicamente uma molécula terapéutica desejada. Além disso,
as proteinas de fusdo que compreendem uma regido Fc ou um parcei-
ro de ligagdo ao FcRn s&o endocitadas pelas células que expressam o
FcRn. Mas, em vez de serem marcadas para a degradacgao, estas pro-
teinas de fusao sao recicladas na circulacdo novamente, aumentando
assim a meia-vida in vivo dessas proteinas. Em certas modalidades,
as fragdes de regides constantes de Ig sdo uma regidao Fc ou um par-
ceiro de ligagdo ao FcRn que tipicamente se associa, através de liga-
cdes de dissulfeto e outras interagdes nao especificas, com uma outra
regiao Fc ou outro parceiro de ligagdo ao FcRn para formar dimeros e
os multimeros de ordem superior.

[000224] Dois receptores FcRn podem se ligar a uma unica molécula
Fc. Os dados cristalograficos sugerem que cada molécula FcRn se liga
a um unico polipeptideo do homodimero Fc. Em uma modalidade, a
ligacéo ao parceiro de ligacdo FcRn, por exemplo, um fragmento Fc de
uma IgG, a uma molécula biologicamente ativa fornece um meio de
liberagdo 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 proteina quimérica pode ser administrada de forma in-
vasiva, por exemplo, por via subcutanea, por via intravenosa.

[000225] Uma regiao de parceiro de ligagao FcRn € uma molécula ou
uma fragao respectiva, que pode ser especificamente ligada pelo re-
ceptor FcCRn com consequente transporte ativo pelo receptor FcRn da
regiao Fc. Especificamente ligado refere-se a duas moléculas forman-
do um complexo que é relativamente estavel em condicdes fisiologi-
cas. A ligagao especifica é caracterizada por uma elevada afinidade e
uma fraca capacidade para moderar como distinguir a ligagdo nao es-

pecifica, que geralmente tem uma baixa afinidade com uma moderada
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a alta capacidade. Tipicamente, a ligacdo € considerada especifica
quando a constante de afinidade KA é maior do que 10% M-!, ou maior
do que 108 M-'. Se necessario, a ligagdo nao especifica pode ser re-
duzida sem afetar substancialmente a ligagcdo especifica, variando as
condigdes de ligagdo. As condi¢cdes de ligagdo adequadas, como a
concentracdo das moléculas, a forga idbnica da solucdo, temperatura,
tempo permitido para a ligagao, a concentragao de um agente de blo-
queio (por exemplo, albumina de soro, caseina do leite), etc., podem
ser otimizadas por um especialista na técnica utilizando técnicas de
rotina.

[000226] Em certas modalidades, uma proteina quimérica da inven-
¢ao compreende uma ou mais regides Fc truncadas que sao, no en-
tanto, suficientes para conferir ao receptor de Fc (FcR) propriedades
de ligacéo a regiao Fc. Por exemplo, a fragdo de uma regido Fc que se
liga ao FcRn (isto é, a fracédo de ligagdo de FcRn) compreende de cer-
ca de aminoacidos 282-438 de IgG1, numeragao EU (com os locais de
contato principais sendo aminoacidos 248, 250-257, 272, 285, 288,
290-291, 308-311, e 314 dos residuos de dominio CH2 e aminoacidos
385-387, 428, 433-436 e do dominio CH3. Assim, uma regido Fc da
invencado pode compreender ou consistir em uma fragédo de ligacao de
FcRn. As porgdes de ligagao de FcRn podem ser derivadas a partir de
cadeias pesadas de qualquer isotipo, incluindo IgG1, 1gG2, IgG3 e
IgG4. Em uma modalidade, uma fracédo de ligacdo de FcRn a partir de
um anticorpo do isotipo de IgG1 humano é usada. Em outra modalida-
de, uma fragao de ligagcao de FcRn a partir de um anticorpo do isotipo
IgG4 humano é usada.

[000227] Em outra modalidade, a "regidao Fc" inclui uma sequéncia
de aminoacidos de um dominio de Fe ou derivada de um dominio Fc.
Em certas modalidades, uma regiao Fc compreende pelo menos um

de: um dominio dobradiga (por exemplo, regido em dobradica superior,
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média, e/ou inferior) (cerca de 216-230 aminoacidos de uma regido Fc
de anticorpo de acordo com a numeragao EU), um dominio CH2 (cer-
ca de 231-340 aminoacidos de uma regido Fc de anticorpo de acordo
com a numeragao EU), um dominio CH3 (cerca de 341-438 aminoaci-
dos de uma regido Fc de anticorpo de acordo com a numeragédo EU),
um dominio CH4, ou uma variante, fragdo, ou um fragmento do mes-
mo. Em outras modalidades, uma regido Fc compreende um dominio
Fc completo (isto €, um dominio em dobradi¢ca, um dominio CH2 e um
dominio CH3). Em algumas modalidades, uma regido Fc compreende,
consiste essencialmente em, ou consiste em um dominio em dobradi-
¢a (ou uma fragdo do mesmo) fundido com um dominio CH3 (ou uma
fracdo do mesmo), um dominio em dobradi¢a (ou uma fragdo do mes-
mo) fundido com um dominio CH2 (ou uma fragdo do mesmo), um
dominio CH2 (ou uma fragdo do mesmo) fundido com um dominio
CHS3 (ou uma fragdo do mesmo), um dominio CH2 (ou uma fragdo do
mesmo) fundido com ambos um dominio em dobradi¢a (ou uma fragéo
do mesmo) e um dominio CH3 (ou uma fragdo do mesmo). Em ainda
outras modalidades, uma regiao Fc € desprovida de, pelo menos uma
fracdo de um dominio CH2 (por exemplo, a totalidade ou parte de um
dominio CH2). Em uma modalidade particular, uma regido Fc compre-
ende ou consiste nos aminoacidos correspondentes aos numeros UE
221 a 447.

[000228] As regides Fc denotadas como F, F1, F2 ou aqui descritas
podem ser obtidas a partir de um numero de diferentes fontes. Em
uma modalidade, uma regiao Fc do polipeptideo é derivada de uma Ig
humana. Entende-se, no entanto, que uma regidao Fc pode ser deriva-
da de uma Ig de outra espécie de mamifero, incluindo, por exemplo,
um roedor (por exemplo, um camundongo, rato, coelho ou cobaia) ou
espécie de primata ndo humano (por exemplo, chimpanzé, macaco).

Além disso, o polipeptideo de dominios Fc ou fragbes 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, 1gG2,
IgG3 e IgG4. Em outra modalidade, o isotipo IgG1 humano € usado.
[000229] Em certas modalidades, a variante Fc confere uma altera-
¢ao em pelo menos uma funcéo efetora conferida por uma regido Fc
compreendendo o referido dominio de Fc de tipo selvagem (por exem-
plo, uma melhoria ou a redugao na capacidade da regiao Fc para se
ligar a receptores de Fc (por exemplo, FcyRI, FcyRIl ou FcyRIll) ou
proteinas 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 residuo de cisteina.

[000230] As regides Fc da invengcdo podem empregar variantes de
Fc reconhecidas na técnica que sao conhecidos por conferir uma alte-
ragao (por exemplo, um aumento ou reducéo) em funcao efetora e/ou
FcR ou ligagado a FcRn. Especificamente, uma molécula de ligagdo da
invencao pode incluir, por exemplo, uma alteragéo (por exemplo, uma
substituicdo) em uma ou mais das posi¢cdes de aminoacidos descritas
nas Publicacbes de Patente Internacional PCT WO88/07089A1,
WO096/14339A1, WO98/05787A1,  WO098/23289A1, W099/51642A1,
W099/58572A1, WOO00/09560A2, WO00/32767A1, WO00/42072A2,
WO002/44215A2, WOO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2,
WO004/029207A2, WOO04/035752A2, WOO04/063351A2, WO04/074455A2,
WO004/099249A2, WOO05/040217A2, WO04/044859, WOO05/070963A1,
WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1,
WO06/047350A2 e WOO06/085967A2; Publicacbes 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 € aqui incorporada por refe-
réncia Em uma modalidade, a mudanga especifica (por exemplo, a
substituicdo especifica de um ou mais aminoacidos divulgados na téc-
nica) pode ser realizada em uma ou mais das posi¢gdes de aminoaci-
dos descritas. Em outra modalidade, uma mudanca diferente em uma
ou mais das posi¢cdes de aminoacidos descritas (por exemplo, a subs-
tituicdo diferente de uma ou mais posicoes de aminoacidos descritas
na técnica) pode ser realizada.

[000231] A regido Fc ou parceiro de ligacédo ao FcRn de IgG podem
ser modificados de acordo com procedimentos bem conhecidos como
mutagénese dirigida ao local e semelhantes, para se obter fragmentos
Fc ou IgG modificados ou fragbes dos mesmos que serao ligados por
FcRn. Tais modificagdes incluem modificagcbes remotas a partir dos
locais de contato a FcRn bem como modificagdes dentro dos sitios de
contato que preservam ou mesmo aumentam a ligagdo ao FcRn. Por
exemplo, os seguintes residuos de aminoacidos unicos na Fc de IgG1
humana (Fc y1) podem ser substituidos sem perda significativa de afi-
nidade de ligacdo 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
substituida por alanina na posicdo numero 238. Como um exemplo,
uma modalidade especifica incorpora a mutagdo N297A, removendo
um local de N-glicosilagdo altamente conservado. Em adig&o a alanina
outros aminoacidos podem ser substituidos pelos aminoacidos tipo
selvagem nas posigdes especificadas acima. As mutagdes podem ser
introduzidas individualmente em Fc dando origem a mais de cem regi-
oes Fc distintas do Fc nativo. Além disso, as combinagdes de duas,
trés, ou mais destas mutacgdes individuais podem ser introduzidas em
conjunto, dando origem a centenas de outras regides Fc. Além disso,
uma regido de Fc de um constructo da invengédo pode ser mutada e a
outra regido Fc do constructo nao mutado no todo, ou ambos podem
ser mutados, mas com diferentes mutagdes.

[000232] Algumas das mutagcbes acima podem conferir nova funcio-
nalidade a regido Fc ou parceiro de ligagao FcRn. Por exemplo, uma
modalidade incorpora N297A, removendo um local de N-glicosilagao
altamente conservado. O efeito desta mutacéo é reduzir a imunogeni-
cidade, melhorando assim a meia-vida de circulagdo da regiao Fc, e
para tornar a regidao 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 mutagcbes 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 "associag¢ao", uma diminuicdo da taxa de "dis-
sociacao" ou ambos um aumento da taxa de "associag¢ao" e uma dimi-
nuicao da taxa de "dissociacao". Exemplos de mutagdes 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 trés receptores Fc gama humanos
parecem reconhecer um sitio de ligagdo de IgG no interior da regido
em dobradiga inferior, geralmente aminoacidos 234- 237. Portanto, ou-
tro exemplo de novas funcionalidades e potencial imunogenicidade
diminuida pode resultar de mutag¢des dessa regido, como por exemplo,
substituindo os aminoacidos 233-236 da IgG1 humana "ELLG" com a
sequéncia correspondente de IgG2 "PVA" (com uma dele¢do de ami-
noacidos). Foi demonstrado que Fcy RI, Fcy RIl, e Fcy RIll, que me-
deiam varias fungbes efetoras ndo se ligardo a IgG1 quando essas
mutacgdes 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 regido constante de Ig ou uma fra-
¢ao do mesmo, por exemplo, uma regido Fc, é um polipeptideo inclu-
indo a sequéncia de PKNSSMISNTP (SEQ ID NO: 52) e, opcionalmen-
te, incluindo ainda uma sequéncia 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 regiao constante de imunoglobulina
ou uma fracdo da mesma compreende uma sequéncia de aminoacidos
na regido em dobradica ou uma fragdo da mesma que forma uma ou
mais ligagdes dissulfeto com outra regido constante de imunoglobulina
ou uma fragdo da mesma. A ligagao de dissulfeto pela regido constan-
te de imunoglobulina ou uma fragcdo da mesma coloca o primeiro poli-
peptideo compreendendo FVIIl e o segundo polipeptideo, compreen-
dendo o fragmento de VWF em conjunto de modo que o VWF endé-
geno nao substitui o fragmento de VWF e néo se liga ao FVIII. Portan-
to, a ligacao de dissulfeto entre a primeira regido constante de imuno-
globulina ou uma fragdo da mesma e uma segunda regido constante
de imunoglobulina ou uma fragdo da mesma impede a interacao entre

o VWF endogeno e a proteina FVIII. Esta inibigdo da interagao entre o
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VWF e proteina FVIII permite a meia-vida da proteina FVIII ir para
além do limite de duas vezes. A regido em dobradi¢ca ou uma fragdo da
mesma pode ainda ser ligada a um ou mais dominios de CH1, CH2,
CHS3, um fragmento do mesmo, e quaisquer combinag¢des dos mes-
mos. Em uma modalidade particular, a regido constante de imunoglo-
bulina ou uma fragdo da mesma € uma regido em dobradi¢ca e CH2.
[000236] Em certas modalidades, a regido constante de Ig ou uma
fragdo da mesma € hemi-glicosilada. Por exemplo, a proteina quiméri-
ca que compreende duas regioes Fc ou parceiros de ligagao FcRn po-
dem conter uma primeira regido glicosilada Fc (por exemplo, uma re-
gido CH2 glicosilada) ou parceiro de ligacdo ao FcRn e uma segunda
regiao Fc aglicosilada (por exemplo, uma regido CH2 aglicosilada) ou
parceiro de ligacdo FcRn. Em uma modalidade, um ligante pode ser
interposto entre as regides Fc glicosiladas e aglicosiladas. Em outra
modalidade, a regiao Fc ou parceiro de ligagdo ao FcRn é totalmente
glicosilada, ou seja, todas as regides Fc sao glicosiladas. Em outras
modalidades, a regidao Fc pode ser aglicosilada, isto € nenhuma das
fracdes Fc sao glicosiladas.

[000237] Em certas modalidades, uma proteina quimérica da inven-
¢ao compreende uma substituicdo de aminoacidos a uma regiao cons-
tante de Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, as variantes de
Fc), que altera as fungdes efetoras independente de antigeno da regido
constante de Ig, em especial a meia-vida em circulagao da proteina.
[000238] Estas proteinas exibem um aumento ou diminuicdo da liga-
¢ao a FcRn quando em comparagao com proteinas que ndo possuem
estas substituigcdes e, por conseguinte, tém um aumento ou diminui¢ao
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 tém aplicacdes uteis em métodos de tratamento

de mamiferos onde meia-vida longa do polipeptideo administrado é
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desejada, por exemplo, para tratar uma doenga ou disturbio crénico
(ver, por exemplo, Patentes US 7.348.004, 7.404.956, e 7.862.820).
Em contraste, variantes Fc com diminui¢do da afinidade de ligagao de
FcRn parece ter meias-vidas mais curtas, e essas moléculas também
sao uteis, por exemplo, para administragdo a um mamifero, onde um
reduzido tempo de circulagao pode ser vantajoso, por exemplo, para
imagiologia de diagndstico in vivo ou em situagdes em que o polipepti-
deo de partida tem efeitos secundarios téxicos quando presentes na
circulagdo durante periodos prolongados. As variantes de Fc com di-
minuicdo da afinidade de ligagdo ao FcRn sdo também menos prova-
veis de atravessar a placenta e, deste modo, também sao uteis no tra-
tamento de doencgas ou patologias em mulheres gravidas. Além disso,
outras aplicagbes em que a reduzida afinidade de ligagdo de FcRn po-
de ser desejada incluem aquelas aplicagcbes em que a localizagdo do
cérebro, rim, e/ou do figado é desejada. Em uma modalidade exem-
plar, a proteina quimérica da invencao exibe uma reducao do transpor-
te através do epitélio de glomeérulos de rim a partir da vasculatura. Em
outra modalidade, a proteina quimérica da invengao exibe a reducao
do transporte através da barreira hematoencefalica (BHE) a partir do
cérebro, para dentro do espacgo vascular. Em uma modalidade, uma
proteina com ligacdo FcRn alterada compreende pelo menos uma re-
gidao Fc ou parceiro de ligacdo ao FcRn (por exemplo, uma ou duas
regides Fc ou parceiros de ligacdo a FcRn), que tem uma ou mais
substituicdes de aminoacidos dentro da "alga de ligagdo ao FcRn" de
uma regiao constante de Ig. A al¢a de ligacdo ao FcRn é composta por
residuos de aminoacidos 280-299 (de acordo com a numeragao EU)
de um tipo selvagem, de comprimento total, da regido Fc. Em outras
modalidades, uma regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma de
uma proteina quimérica da invencédo tendo afinidade de ligacéo a

FcRn alterada compreende pelo menos uma regido Fc ou parceiro de
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ligagdo ao FcRn tendo uma ou mais substituigdes de aminoacidos no
interior da "zona de contato" 15A FcRn. Como aqui utilizado, o termo
"zona de contato" 15A FcRn inclui residuos nas seguintes posicdes de
uma fragédo 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 (numeragdao UE). Em outras modalidades, uma regiéao
constante de Ig ou uma fragdo da mesma da invengao tendo afinidade
de ligacado a FcRn alterada compreende pelo menos uma regiao Fc ou
parceiro de ligagao ao FcRn possuindo uma ou mais substituicbes de
aminoacidos em uma posi¢cdo de aminoacido correspondente a qual-
quer uma das seguintes posi¢cdes 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 substituicbes de aminoacidos que al-
teraram a atividade de ligagao ao FcRn s&o revelados na Publicagéo
Internacional PCT N.° W0O05/047327 que é aqui incorporado por refe-
réncia.

[000239] Uma regiao Fc ou parceiro de ligagao ao FcRn utilizado na
invencdo também pode compreender uma substituicdo de aminoaci-
dos reconhecida na técnica que altera a glicosilagado da proteina qui-
meérica. Por exemplo, a regidao Fc ou parceiro de ligagdo a FcRn da
proteina quimérica ligada a um fragmento de VWF ou uma proteina
FVIIl pode compreender uma regido Fc possuindo uma mutagcédo que
conduz a glicosilagao reduzida (por exemplo, glicosilacédo ligada em N
ou O) ou pode compreender uma glicoforma alterada da fragcéo Fc tipo
selvagem (por exemplo, uma glicano com baixa fucose ou livre de fu-
cose).

[000240] Em uma modalidade, uma proteina quimérica n&o proces-
sada da invencao pode compreender uma regido Fc geneticamente
fundida (ou seja, uma regido scFc) tendo dois ou mais de seus consti-

tuintes da regido constante de Ig ou uma por¢gdo da mesma indepen-
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dentemente selecionada da regido constante de Ig ou uma porcédo da
mesma descrita aqui. Em uma modalidade, as regiées Fc de uma re-
gido Fc dimérica sdo as mesmas. Em outra modalidade, pelo menos
duas das regides Fc sdo diferentes. Por exemplo, as regidées Fc ou
parceiros de ligacdo a FcRn das proteinas da invengdo compreendem
0 mesmo numero de residuos de aminoacido ou podem diferir em
comprimento por um ou mais residuos de aminoacido (por exemplo,
em cerca de 5 residuos de aminoacidos (por exemplo, 1, 2, 3, 4, ou 5
residuos de aminoacido), cerca de 10 residuos, cerca de 15 residuos,
cerca de 20 residuos, cerca de 30 residuos, cerca de 40 residuos, ou
cerca de 50 residuos). Ainda em outras modalidades, as regides de Fc
ou parceiros de ligagdo a FcRn da proteina da invencédo podem diferir
na sequéncia em uma ou mais posi¢coes de aminoacido. Por exemplo,
pelo menos duas das regides Fc ou parceiros de ligacdo a FcRn po-
dem diferir em cerca de 5 posi¢gdes de aminoacido (por exemplo, 1, 2,
3, 4, ou 5 posi¢gdes de aminoacido), cerca de 10 posigdes, cerca de 15
posicoes, cerca de 20 posigoes, cerca de 30 posicdes, cerca de 40
posicdes, ou cerca de 50 posicoes).

E) Ligantes

[000241] A proteina quimérica da presente invencdo compreende
ainda um ou mais ligantes. Um tipo dos ligantes € um ligante clivavel,
que pode ser clivado por varias proteases, quando administrados a um
sujeito in vivo, por exemplo, em um local de coagulagdo. Em uma mo-
dalidade, o ligante clivavel permite a clivagem da fragcao, por exemplo,
um fragmento de VWF, a partir da proteina quimérica no local da cas-
cata de coagulagao, permitindo assim que o FVIII ativado (FVllla) te-
nha a sua atividade FVIlla. Outro tipo de ligantes é um ligante proces-
savel, que contém um sitio de clivagem intracelular e, assim, pode ser
clivado por uma enzima de processamento intracelular em uma célula

hospedeira, permitindo a expressdo de um polipeptideo conveniente e
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formacédo de uma proteina quimérica.

[000242] Um ou mais ligantes podem estar presentes entre quais-
quer duas proteinas na proteina quimérica. Em uma modalidade, uma
proteina quimérica compreende (i) um fragmento de VWEF, (ii) uma se-
quéncia de XTEN, e (iii)) uma proteina FVIIl, em que o fragmento de
VWEF ¢ ligado a sequéncia de XTEN por um ligante, por exemplo, um
ligante clivavel, e a sequéncia XTEN é adicionalmente ligado a protei-
na FVIII (isto é, V-L-X-FVIII). Em outra modalidade, uma proteina qui-
mérica compreende (i) um fragmento de VWF, (ii) uma sequéncia de
XTEN, e (iii) uma proteina FVIIl, em que o fragmento de VWF ¢ ligado
a sequéncia de XTEN, e a sequéncia de XTEN esta ligada a proteina
FVIII através de um ligante, por exemplo, um ligante clivavel (isto é, V-
X-L-FVIII).

[000243] Em certas modalidades, uma proteina quimérica compre-
ende (i) um fragmento de VWF, (ii) uma sequéncia de XTEN, (iii) uma
primeira regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma (por exem-
plo, uma primeira regido Fc), (iv) um proteina FVIII, e (v) uma segunda
regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, uma
segunda regido Fc), em que o fragmento de VWF esta ligado a se-
quéncia de XTEN por um ligante opcional, por exemplo, um ligante cli-
vavel. A sequéncia XTEN pode ser ainda ligada a primeira regiao
constante de Ig ou uma fragcdo da mesma através de um ligante, por
exemplo, um ligante clivavel. A proteina FVIII (com ou sem uma se-
guéncia de XTEN) também pode ser ligada a segunda regido constan-
te de Ig ou uma fragcdo da mesma por um ligante opcional, por exem-
plo, um ligante clivavel. Em certas modalidades, a proteina quimérica
compreende ainda um ou mais ligantes, por exemplo, ligantes proces-
saveis, entre a primeira regidao constante de Ig ou uma fracdo da
mesma (por exemplo, primeira regido Fc) e a segunda regido constan-

te de Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, segundo regido Fc),
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entre o fragmento de VWF e a segunda regido constante de Ig ou de
uma fragdo da mesma, ou entre a proteina FVIIl e a primeira regido
constante de Ig ou uma fragdo da mesma (por exemplo, primeira regi-
ao Fc).

[000244] Em algumas modalidades, a presente invencgéo inclui uma
proteina quimérica que compreende (i) uma proteina FVIII, (ii) uma se-
quéncia de XTEN, (iii) uma primeira regido constante de Ig ou uma fra-
¢ao da mesma, e (iv) uma segunda regido constante de Ig ou uma fra-
¢do da mesma, em que a primeira regido constante de Ig ou uma fra-
¢do da mesma e a segunda regido constante de Ig ou a uma fragao
dos mesmos sao ligados por um ligante processavel.

[000245] O ligante util na presente invengdo pode compreender
qualquer molécula organica. Em uma modalidade, o ligante compre-
ende um polimero, por exemplo, polietileno glicol (PEG) ou hidroxietil
amido (HES). Em outra modalidade, o ligante compreende uma se-
quéncia de aminoacidos. 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 aminoacidos. O ligante pode compreender
0os aminoacidos 1-5 aminoacidos, 1-10 aminoacidos, 1-20 aminoaci-
dos, 10-50 aminoacidos, 50-100 aminoacidos, 100-200 aminoacidos,
200-300 aminoacidos, 300-400 aminoacidos, 400-500 aminoacidos,
500-600 aminoacidos, 600-700 aminoacidos, 700-800 aminoacidos,
800-900 aminoacidos, ou 900-1000 aminoacidos. Em uma modalida-
de, o ligante compreende uma sequéncia de XTEN. Exemplos adicio-
nais de XTEN podem ser utilizados de acordo com a presente inven-
¢ao e sao divulgados nas publicagdes de Patente US 2010/0239554
A1, 2010/0323956 A1, 2011/0046060 A1, 2011/0046061 A1,
2011/0077199 A1, 2011/0172146 ou A1, ou publicacao 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 € uma sequéncia de
PAS.

[000246] O ligante util na presente invengdo pode compreender
qualquer molécula orgénica. Em uma modalidade, o ligante € um poli-
mero, por exemplo, polietileno glicol (PEG) ou hidroxietil amido (HES).
Em outra modalidade, o ligante € uma sequéncia de aminoacidos. 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-
noacidos. O ligante pode compreender 1-5 aminoacidos, 1-10 aminoa-
cidos, 1-20 aminoacidos, 10-50 aminoacidos, 50-100 aminoacidos,
100-200 aminoacidos, 200-300 aminoacidos, 300-400 aminoacidos,
400-500 aminoacidos, 500-600 aminoacidos, 600-700 aminoacidos,
700-800 aminoacidos, 800-900 aminoacidos, ou 900-1000 aminoaci-
dos.

[000247] Exemplos de ligantes sdo bem conhecidas na técnica. Em
uma modalidade, o ligante compreende sequéncia Gn. O ligante pode
compreender a sequéncia (GA).. O ligante pode compreender a se-
guéncia (GGS),.. Em outras modalidades, o ligante compreende
(GGGS), (SEQ ID NO: 57). Em ainda outras modalidades, o ligante
compreende a sequéncia (GGS), (GGGGS), (SEQ ID NO: 58). Nestes
casos, n pode ser um numero inteiro de 1-100. Em outros casos, n po-
de ser um numero 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 nao elimina ou

diminui a atividade de VWF ou o fragmento de atividade de coagula-
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cao do Fator VIIl. Opcionalmente, o ligante aumenta a atividade de
fragmento VWF ou atividade de coagulagédo da proteina do Fator VIII,
por exemplo, diminuindo ainda mais os efeitos de impedimento estéri-
co e fazendo com que o fragmento de VWF ou fragdo do Fator VIII es-
tejam mais acessiveis ao seu local de ligagao ao alvo.

[000248] Em uma modalidade, o ligante util para a proteina quimeéri-
ca é 15-25 aminoacidos de comprimento. Em outra modalidade, o li-
gante util para a proteina quimérica é de 15-20 aminoacidos de com-
primento. Em algumas modalidades, o ligante para a proteina quimeéri-
ca é de 10-25 aminoacidos de comprimento. Em outras modalidades,
o ligante para a proteina quimérica é de 15 aminoacidos de compri-
mento. Em ainda outras modalidades, o ligante para a proteina quimeé-
rica € (GGGGS), (SEQ ID NO: 64) em que G representa glicina, S re-
presenta serina e o simbolo n representa um numero inteiro 1-20.

F) Sitios de clivagem

[000249] O ligante pode também incorporar uma fragao capaz de ser
clivada quimicamente (por exemplo, hidrélise de uma ligagcao éster),
por via enzimatica (isto €, a incorporagdo de uma sequéncia de cliva-
gem de protease), ou fotoliticamente (por exemplo, um croméforo co-
mo acido 3-amino -3-(2-nitrofenil) propiénico (ANP)) de forma a liberar
uma molécula da outra.

[000250] Em uma modalidade, o ligante € um ligante clivavel. Os li-
gantes clivaveis podem compreender um ou mais locais de clivagem
na extremidade N-terminal ou C-terminal ou em ambas. Em outra mo-
dalidade, o ligante clivavel consiste essencialmente em, ou consiste
em um ou mais sitios de clivagem. Em outras modalidades, o ligante
clivavel compreende sequéncias de aminoacidos de aminoacidos hete-
rélogas de ligante aqui descritas ou polimeros e um ou mais sitios de
clivagem.

[000251] Em certas modalidades, um ligante clivavel compreende um
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ou mais sitios de clivagem que podem ser clivados em uma célula
hospedeira (isto €, sitios de processamento intracelular). Exemplos
nao limitantes do sitio 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 clivavel compreende
um ou mais sitios de clivagem que s&o clivadas por uma protease de-
pois de uma proteina quimérica que compreende o ligante clivavel é
administrado a um sujeito. Em uma modalidade, o sitio de clivagem é
clivado por uma protease selecionada a partir do grupo consistindo em
fator Xla, fator Xlla, calicreina, fator Vlla, fator 1Xa, fator Xa, fator lla
(trombina), elastase-2, MMP-12, MMP -13, MMP-17, e MMP-20. Em
outra modalidade, o sitio de clivagem é selecionado a partir do grupo
consistindo de um sitio de clivagem de FXla (por exemplo, KLTR|AET
(SEQ ID NO: 65)), um sitio de clivagem de FXla (por exemplo,
DFTR|VVG (SEQ ID NO: 66)), um sitio de clivagem FXlla (por exem-
plo, TMTR|IVGG (SEQ ID NO: 67)), um sitio de clivagem de Calicrei-
na (por exemplo, SPFR|STGG (SEQ ID NO: 68)), um sitio de clivagem
de FVlla (por exemplo, LQVR|IVGG (SEQ ID NO: 69)), um sitio de
clivagem de FIXa (por exemplo, PLGR|IVGG (SEQ ID NO: 70)), um
sitio de clivagem FXa (por exemplo, IEGR |TVGG (SEQ ID NO: 71)),
um sitio de clivagem Flla (trombina) (por exemplo, LTPR|SLLV (SEQ
ID NO: 72)), um sitio de clivagem da elastase-2 (por exemplo,
LGPV |SGVP (SEQ ID NO: 73)), sitio de clivagem de Granzima-B (por
exemplo, VAGD |SLEE (SEQ ID NO: 74)), um sitio de clivagem de
MMP-12 (por exemplo, GPAG|LGGA (SEQ ID NO: 75)), um sitio de
clivagem de MMP-13 (por exemplo, GPAG|LRGA (SEQ ID NO: 76)),
um sitio de clivagem de MMP-17 (por exemplo, APLG|LRLR (SEQ ID
NO: 77)), um sitio de clivagem de MMP-20 (por exemplo, PALP|LVAQ
(SEQ ID NO: 78)), um sitio de clivagem de TEV (por exemplo, EN-
LYFQ|G(SEQ ID NO: 79)), um sitio de clivagem de enteroquinase (por
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exemplo, DDDK|IVGG (SEQ ID NO: 80)), um sitio de clivagem de pro-
tease 3C (PRESCISSION ™) (por exemplo, LEVLFQ|GP (SEQ ID NO:
81)), e um sitio de clivagem de Sortase (por exemplo, LPKT|GSES)
(SEQ ID NO: 82). Em certas modalidades, os sitios de clivagem de
FXla incluem, entre outros, por exemplo, TQSFNDFTR (SEQ ID NO:
83) e SVSQTSKLTR (SEQ ID NO: 84). Sitios de clivagem de trombina
nao limitantes exemplares incluem, por exemplo, DFLAEGGGVR
(SEQ ID NO: 85), TTKIKPR (SEQ ID NO: 86), ou LVPRG (SEQ ID NO:
87), e uma sequéncia 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 especifica, o sitio de clivagem é TLD-
PRSFLLRNPNDKYEPFWEDEEK (SEQ ID NO: 8).
POLINUCLEOTIDEOS, VETORES E CELULAS HOSPEDEIRAS

[000254] E também proporcionado na presente invengdo um polinu-

cleotideo que codifica (a) um fragmento de VWF ligado a uma sequén-
cia XTEN e uma proteina FVIII, (b) uma proteina FVIII ligada a uma
sequéncia XTEN e Fc, ou (c) uma proteina FVIII ligada com uma se-
guéncia de XTEN e um fragmento de VWF aqui descrito. Quando uma
proteina quimérica € uma unica cadeia de polipeptideo (por exemplo,
F2-L2-X-V-L1-F1-FVIIl, em que o FVIII compreende uma proteina
FVIIl, F1 compreende uma primeira regido constante de Ig ou de uma
fracdo da mesma, por exemplo, uma primeira regido Fc, L1 compreen-
de um primeiro ligante, V compreende um fragmento de VWF, X com-
preende uma sequéncia de XTEN, L2 compreende um segundo ligan-
te, e F2 compreende uma segunda regido constante de Ig ou de uma
fracdo da mesma, por exemplo, uma segunda regido Fc), a invengao é
projetada para uma unica cadeia de polinucleotideo que codifica a ca-
deia polipeptidica unica. Quando a proteina quimérica compreende

uma primeira € uma segunda cadeias de polipeptideos (F2-L2-X-V:
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F1-FVIIl), a primeira cadeia de polipeptideo compreendendo um frag-
mento de VWF ligado a uma sequéncia XTEN, que é ainda ligada a
uma primeira regido constante de Ig ou um uma fragdo da mesma (por
exemplo, uma primeira regido Fc) através de um ligante clivavel (por
exemplo, F2-L2-X-V), e a segunda cadeia de polipeptideos compreen-
de uma proteina FVIII e uma segunda regido constante de Ig ou uma
fracdo da mesma (por exemplo, uma segunda regido Fc) (por exem-
plo, o FVIII-F1), em que a primeira cadeia de polipeptideos e a segun-
da cadeia de polipeptideos estdo associadas uma com a outra, um po-
linucleotideo pode incluir a primeira sequéncia de nucleotideos e a se-
gunda sequéncia de nucleotideos. Em uma modalidade, a primeira ca-
deia de polipeptideos e a segunda cadeia de polipeptideo podem ser
codificadas por um polinucleotideo de cadeia simples. Em outra moda-
lidade, a primeira cadeia de polipeptideos e a segunda cadeia de poli-
peptideos séo codificadas por dois polinucleotideos diferentes, ou se-
ja, uma primeira sequéncia de nucleotideos e uma segunda sequéncia
de nucleotideos. Em outra modalidade, a primeira sequéncia de nucle-
otideos e a segunda sequéncia de nucleotideos sao diferentes em dois
polinucleotideos (por exemplo, vetores diferentes). Em certas modali-
dades, a presente invengao é dirigida a um conjunto de polinucleoti-
deos compreendendo uma primeira cadeia de nucleotideos e uma se-
gunda cadeia de nucleotideos, em que a primeira cadeia de nucleoti-
deos codifica para o fragmento de VWF da proteina quimérica e a se-
gunda cadeia de nucleotideos codifica a proteina FVIIl. Em algumas
modalidades, uma proteina quimérica compreendendo duas cadeias
de polipeptideos ou trés cadeias de polipeptideo pode ser codificada
por um polinucleotideo de cadeia simples, e, em seguida, processada
em duas ou trés (ou mais) cadeias de polipeptideos. Em ainda outras
modalidades, uma proteina quimeérica compreendendo estas cadeias

de polipeptideos podem ser codificadas por duas ou trés cadeias de
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polinucleotideos.

[000255] Em outras modalidades, o conjunto dos polinucleotideos
compreende ainda uma cadeia de nucleotideos adicional (por exem-
plo, uma segunda cadeia de nucleotideos quando o polipeptideo qui-
mérico € codificado por um polinucleotideo de cadeia unica ou uma
terceira cadeia de nucleotideos quando a proteina quimérica é codifi-
cada por duas cadeias de polinucleotideos) que codifica uma proteina
convertase. A proteina convertase pode ser selecionada a partir do
grupo que consiste em uma pro-proteina subtilisina convertase/Kexin
tipo 5 (PCSK5 ou PC5), pro-proteina subtilisina convertase/Kexin tipo 7
(PCSK7 ou PC5), uma levedura Kex 2, pré-proteina subtilisina conver-
tase/Kexin tipo 3 (PACE ou PCSK3), e duas ou mais combinag¢des das
mesmas. Em algumas modalidades, a proteina convertase é PACE,
PC5, ou PC7. Em uma modalidade especifica, a proteina é a convertase
PC5 ou PC7. Ver o Pedido Internacional N°. PCT/US2011/043568.
[000256] Como aqui utilizado, um vetor de expressio refere-se a
qualquer constructo de acido nucleico que contém os elementos ne-
cessarios para a transcricao e traducao de uma sequéncia de codifica-
cao inserida, ou no caso de um vetor viral de RNA, os elementos ne-
cessarios para a replicagcdo e traducdo, quando introduzido em uma
célula hospedeira apropriada. Os vetores de expressao podem incluir
plasmideos, fagemideos, virus, e seus derivados.

[000257] Os vetores de expressao da invencao incluem polinucleoti-
deos que codificam a proteina quimérica aqui descrita. Em uma moda-
lidade, uma ou mais das sequéncias de codificagcdo para o fragmento
de VWF e XTEN, a proteina FVIIl e XTEN, ou ambos estdo ligados
operativamente a uma sequéncia de controle da expressdo. Como
aqui utilizado, duas sequéncias de acidos nucleicos estdo operativa-
mente ligadas quando estdo ligadas covalentemente de forma a permi-

tir a cada sequéncia de acido nucleico componente reter a sua funcio-
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nalidade. Uma sequéncia de codificacdo e uma sequéncia de controle
da expressdo do gene sao ditas como sendo operativamente ligadas
quando estado ligadas covalentemente de forma a colocar a expressao
ou transcricdo e/ou traducdo da sequéncia de codificacdo sob a in-
fluéncia ou controle da sequéncia de controle da expressao do gene.
Duas sequéncias de DNA s&o ditas como sendo operativamente liga-
das, se a indugdo de um promotor de expressao de genes 5’ resulta
na transcricdo da sequéncia de codificagdo e se a natureza da ligagao
entre as duas sequéncias de DNA n&o (1) resulta na introdugdo de
uma mutacdo de deslocamento, (2) interfere com a capacidade da re-
gido promotora em dirigir a transcricdo da sequéncia de codificagao,
ou (3) interferir com a capacidade do transcrito de RNA corresponden-
te para ser traduzido em uma proteina. Assim, uma sequéncia de ex-
pressao de gene seria operativamente ligada a uma sequéncia de co-
dificacdo de acido nucleico se a sequéncia de expressdo génica fosse
capaz de realizar a transcricdo dessa sequéncia de codificagao de aci-
do nucleico de tal forma que o transcrito resultante traduz-se na prote-
ina ou polipeptideo desejado.

[000258] Uma sequéncia de controle da expressédo do gene, como
aqui utilizado € qualquer sequéncia de nucleotideos de regulagao, co-
mo uma sequéncia promotora ou a combinacdo promotora-intensifi-
cadora, que facilita a transcricao eficiente e tradugao do acido nucleico
que codifica para a qual esta operativamente ligada. A sequéncia de
controle da expressao do gene pode, por exemplo, ser um promotor de
mamifero ou viral, como um promotor constitutivo ou induzivel. Promo-
tores de mamiferos 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 eucaridticas incluem, por
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exemplo, promotores do citomegalovirus (CMV), virus de simio (por
exemplo, SV40), virus do papiloma, adenovirus, virus da imunodefici-
éncia humana (HIV), virus do sarcoma de Rous, o citomegalovirus,
repeti¢gdes terminais longas (LTR) do virus Moloney da leucemia, e ou-
tros retrovirus, e o promotor da timidina quinase do virus herpes sim-
plex. Outros promotores constitutivos sdo conhecidos daqueles espe-
cialistas na técnica. Os promotores uteis como sequéncias de expres-
sdo de gene da invengédo também incluem os promotores induziveis.
Os promotores induziveis sdo expressos na presenga de um agente
indutor. Por exemplo, o promotor de metalotioneina € induzido para
promover a transcricdo e a tradug¢ao na presencga de certos ions meta-
licos. Outros promotores induziveis sdo conhecidos para os especialis-
tas na técnica.

[000259] Em geral, a sequéncia de controle da expressdo do gene
deve incluir, como necessario, sequéncias 5 nao transcritas e sequén-
cias 5’ nao traduzidas envolvidas com a iniciacdo da transcricao e da
traducgao, respectivamente, como uma caixa TATA, sequéncia de co-
bertura, sequéncia CAAT, e outras semelhantes. Especialmente, tais
sequéncias 5’ ndo transcritas incluirdo uma regido promotora que inclui
uma sequéncia promotora para controle da transcricdo do acido nu-
cleico de codificagdo operativamente ligado. As sequéncias de expres-
sao de gene, opcionalmente, incluem sequéncias potencializadoras ou
sequéncias ativadoras a montante, como desejado.

[000260] Os vetores virais incluem, entre outros, as sequéncias de
acidos nucleicos a partir dos seguintes virus: retrovirus, como o virus
da leucemia murina de Moloney, virus do sarcoma murino de Harvey,
virus do tumor mamario murino, o virus do sarcoma de Rous e; ade-
novirus, virus adenoassociados; Virus do tipo SV40; poliomavirus, Vi-
rus de Epstein-Barr; virus do papiloma; virus do herpes; virus da vac-

cinia; virus da poliomielite; e virus RNA como um retrovirus. Pode-se
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prontamente utilizar outros vetores conhecidos na técnica. Certos veto-
res virais sdo baseados em virus eucariéticos nao citopaticos em que
0s genes nao essenciais foram substituidos pelo gene de interesse.
Virus ndo citopaticos incluem retrovirus, o ciclo de vida dos quais en-
volve a transcrigdo reversa de RNA viral genébmico em DNA com sub-
sequente integracdo pro-viral no DNA celular do hospedeiro. Os retro-
virus foram aprovados para ensaios humanos de terapia de gene.
Mais uteis sdo aqueles retrovirus que sao deficientes em replicacao
(isto é, capazes de dirigir a sintese das proteinas desejadas, mas in-
capazes de produzir uma particula infecciosa). Tais vetores de expres-
sdo retrovirais geneticamente alterados tém utilidade geral para a
transducéo de elevada eficiéncia de genes in vivo. Os protocolos pa-
dréo para a produgéao de retrovirus deficientes na replicagao (incluindo
as etapas de incorporagao de material genético exdgeno em um plas-
mideo, transfec¢cdo de uma linhagem celular de empacotamento com o
plasmideo, produgao de retrovirus recombinantes pela linhagem celu-
lar de empacotamento, coleta de particulas virais a partir de meios de
cultura de tecidos, e infecgao das células alvo com as particulas virais)
séo 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 virus € um virus adenoassociado,
um virus de DNA de cadeia dupla. O virus adenoassociado pode ser
manipulado para ser deficiente para a replicagédo 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 lipidico; altas frequéncias
de transdugdo em células de diversas linhagens, incluindo células
Hematopoiéticas; e falta de inibicao superinfeccdo permitindo assim

varias seéries de transducdes. Alegadamente, o virus adenoassociado
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pode integrar no DNA celular humano de uma forma especifica ao si-
tio, minimizando assim a possibilidade de mutagénese por insercao e
variabilidade de caracteristica de expressado de gene inserido da infec-
cao retroviral. Além disso, as infeccdes de virus adenoassociados de
tipo selvagem foram seguidas em cultura de tecidos durante mais de
100 passagens na auséncia de pressao seletiva, implicando que a in-
tegragdo genémica do virus adenoassociado é um evento relativamen-
te estavel. O virus adenoassociado também pode funcionar de uma
forma extracromosdmica.

[000262] Outros vetores incluem vetores de plasmideo. Os vetores
plasmideo foram extensivamente descritos na técnica e sdo bem co-
nhecidos dos especialistas na técnica. Ver, por exemplo, Sambrook et
al., Molecular Cloning:. A Laboratory Manual, Segunda Edic&o, Cold
Spring Harbor Laboratory Press, 1989. Nos ultimos anos, os vetores
de plasmideos demonstraram ser particularmente vantajosos para a
liberagdo de genes as células in vivo devido a sua incapacidade de
replicar no interior e integrar-se em um genoma hospedeiro. Estes
plasmideos, no entanto, tém um promotor compativel com a célula
hospedeira, podem expressar um peptideo a partir de um gene opera-
tivamente codificado dentro do plasmideo. Alguns plasmideos geral-
mente utilizados disponiveis a partir de fornecedores comerciais inclu-
em pBR322, pUC18, pUC19, varios plasmideos pcDNA, pRC/CMV,
varios plasmideos pCMV, pSV40, e pBlueScript. Exemplos adicionais
de plasmideos especificos incluem pcDNA3.1, numero de catalogo
V79020; pcDNA3.1/hygro, numero de catalogo V87020; pcDNA4/myc-
His, numero de catalogo V86320; e pBudCE4.1, numero de catalogo
V53220, todos da Invitrogen (Carlsbad, CA.). Outros plasmideos sao
bem conhecidos dos especialistas na técnica. Além disso, os plasmi-
deos podem ser projetados utilizando técnicas de biologia molecular

padrao para remover e/ou adicionar fragmentos especificos de DNA.
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[000263] Em um sistema de expressao de inseto que pode ser utili-
zado para produzir as proteinas da presente invencio, o virus nuclear
de polihidrose Autographa californica (AcNPV) é utilizado como um
vetor para expressar os genes estranhos. O virus cresce em células
de Spodoptera frugiperda. Uma sequéncia de codificacdo pode ser
clonada em regides ndo essenciais (por exemplo, o gene poliedro) do
virus e colocada sob controle de um promotor ACNPV (por exemplo, o
promotor poliedro). A insercdo com sucesso de uma sequéncia de co-
dificacéo ira resultar na inativagdo do gene poliédrico e na produgao
de virus recombinante ndo ocluido (isto &, virus desprovido do reves-
timento proteico codificado pelo gene do poliedro). Estes virus recom-
binantes sdo entao 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 expressdo 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-
inas da presente invengao é o sistema de expressdo do gene de glu-
tamina sintetase, também referido como o "sistema de expressao de
GS" (Lonza Biologics PLC, Berkshire Reino Unido). Este sistema de
expressao é descrito em detalhes na Patente US 5.981.216.

[000265] Em células hospedeiras de mamifero, pode ser utilizado um
numero de sistemas de expressdo baseados em virus. Nos casos em
que um adenovirus € usado como um vetor de expressado, uma se-
guéncia de codificacdo pode ser ligada a um complexo de controle
adenoviral de transcri¢cao/traducao, por exemplo, o promotor tardio e a
sequéncia lider tripartida. Este gene quimérico pode entao ser inserido
no genoma de adenovirus in vitro ou por recombinagao in vivo. A in-

sergado em uma regido nado essencial do genoma viral (por exemplo,
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regido E1 ou E3) resultara em um virus recombinante que é viavel e
capaz de expressar o peptideo em hospedeiros infectados. (Ver, por
exemplo, Logan & Shenk (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81: 3655).
Alternativamente, o promotor de 7,5 K de vaccinia 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 eficiéncia de producdo, os polinucleoti-
deos podem ser projetados para codificar unidades multiplas da prote-
ina da presente invencao separadas por sitios de clivagem enzimatica.
O polipeptideo resultante pode ser clivado (por exemplo, por tratamen-
to com a enzima apropriada) para recuperar as unidades de polipepti-
deos. Isto pode aumentar o rendimento de polipeptideos dirigidos por
um unico promotor. Quando usado em sistemas de expressao virais
apropriados, a traducao de cada polipeptideo codificado pelo mRNA é
dirigida internamente no transcrito; por exemplo, por um sitio de entra-
da de ribossoma interno, IRES. Assim, o constructo policistronico diri-
ge a transcricdo de um mRNA unico e grande, policistrénico que, por
sua vez, dirige a traducdo de varios polipeptideos individuais. Esta
abordagem elimina a produgédo e processamento enzimatico de poli-
proteinas e pode aumentar significativamente o rendimento de polipep-
tideos comandados por um unico promotor.

[000267] Os vetores utilizados na transformagao irdo geralmente
conter um marcador selecionavel utilizado para identificar transforman-
tes. Em sistemas bacterianos, isto pode incluir um gene de resisténcia
a antibiéticos como ampicilina ou canamicina. Os marcadores selecio-
naveis para utilizacdo em células de mamiferos cultivadas incluem ge-
nes que conferem resisténcia a drogas, como neomicina, higromicina,
e metotrexato. O marcador selecionavel pode ser um marcador seleci-

onavel amplificavel. Um marcador selecionavel amplificavel € 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 selecionaveis sao re-
vistos por Thilly (1986) Mammalian Cell Technology, Butterworth Pub-
lishers, Stoneham, Mass., e a escolha dos marcadores selecionaveis
esta dentro do nivel dos especialistas na técnica.

[000268] Os marcadores selecionaveis podem ser introduzidos na
célula em um plasmideo separado ao mesmo tempo que o gene de
interesse, ou podem ser introduzidos no mesmo plasmideo. Se no
mesmo plasmideo, o marcador selecionavel e o gene de interesse po-
dem estar sob o controle de promotores diferentes ou do mesmo pro-
motor, produzindo o ultimo arranjo uma mensagem dicistrénica. Cons-
tructos deste tipo sdo conhecidos na técnica (por exemplo, US Pat. N.°
4.713.339).

[000269] Os vetores de expressdo podem codificar para tags que
permitam a facil purificacdo da proteina produzida de forma recombi-
nante. Exemplos incluem, entre outros, vetor pUR278 (Ruther et al
(1983) EMBO J. 2: 1791), em que as sequéncias de codificacdo para a
proteina a ser expressa podem ser ligadas no vetor na regido com a
regiao de codificacdo de lac z de modo a que uma proteina de fusdo
taggeada é produzida; vetores pGEX podem ser utilizados para ex-
pressar as proteinas da invengdo com uma tag de glutationa-S-
transferase (GST). Estas proteinas sdo geralmente soluveis e podem
ser facilmente purificadas a partir de células através de adsorgcédo em
esferas de glutationa-agarose seguido por eluicdo na presenca de glu-
tationa livre. Os vetores incluem sitios de clivagem (trombina ou Fator
Xa protease ou PRESCISSION PROTEASE™ (Pharmacia, Peapack,
NJ)) para facilitar a remocéo da tag apés purificacéo.

[000270] O vetor de expressao ou vetores sdo entdo transfectados
ou co-transfectados para uma célula-alvo apropriada, que ira expres-

sar os polipeptideos. Técnicas de transfec¢gédo conhecidos na técnica
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incluem, entre outras, precipitagdo com fosfato de calcio (Wigler et al.,
(1978) Cell. 14: 725), eletroporagcédo (Neumann et al (1982) EMBO J. 1:
841), e reagentes a base de lipossoma. Uma variedade de sistemas
de vetor de expressao em hospedeiro pode ser utilizada para expres-
sar as proteinas aqui descritas, incluindo as células procaritticas e eu-
carioticas. Estas incluem, entre outras, micro-organismos como bacté-
rias (por exemplo, E. coli) transformadas com DNA de bacteriéfago
recombinante ou vetores de expressao de DNA de plasmideo conten-
do uma sequéncia de codificagdo apropriada; leveduras ou fungos fi-
lamentosos transformadas com vetores de expressao de levedura ou
fungos recombinantes contendo uma sequéncia de codificagdo apro-
priada; sistemas de células de insetos infectados com vetores de ex-
pressdo de virus recombinantes (por exemplo, baculovirus) contendo
uma sequéncia de codificagdo apropriada; sistemas de células vege-
tais infectadas com vetores de expressao de virus recombinantes (por
exemplo, virus do mosaico da couve-flor ou o virus do mosaico do ta-
baco) ou transformadas com vetores de expressdo de plasmideo re-
combinantes (por exemplo, plasmideo Ti) contendo uma sequéncia de
codificacao apropriada; ou sistemas de células animais, incluindo célu-
las de mamiferos (por exemplo, células HEK 293, CHO, COS, Hela,
HKB11, e BHK).

[000271] Em uma modalidade, a célula hospedeira € uma célula eu-
cariotica. Como aqui utilizado, uma célula eucariética refere-se a qual-
qguer célula animal ou planta tendo um nucleo definitivo. As células eu-
caridticas incluem células de animais de vertebrados, por exemplo,
mamiferos e células de invertebrados, por exemplo, insetos. As células
eucarioticas de plantas especificamente podem incluir, sem limitagao,
células de levedura. Uma célula eucaridtica é distinta de uma célula
procariotica, por exemplo, bactérias.

[000272] Em certas modalidades, a célula eucariética € uma célula
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de mamifero. Uma célula de mamifero € qualquer célula derivada de
um mamifero. As células de mamifero incluem especificamente, entre
outras, linhagens celulares de mamiferos. Em uma modalidade, a célu-
la de mamifero € uma célula humana. Em outra modalidade, a célula
de mamifero é uma célula HEK 293, que é uma linhagem celular de
rim embrionario humano. Células HEK 293 estdo disponiveis como
CRL-1533 da American Type Culture Collection Manassas, VA, e co-
mo células H-293, N.° de Catalogo 11631-017 ou células 293-F, N.° de
Catalogo 11625-019 de Invitrogen (Carlsbad, Calif.). Em algumas mo-
dalidades, a célula de mamifero € uma célula PER.C6®, que é uma
linhagem celular humana derivada da retina. Células PER.C6® estdo
disponiveis a partir de Crucell (Leiden, Holanda). Em outras modalida-
des, a célula de mamifero € uma célula de ovario de hamster chinés
(CHO). As células CHO sao disponiveis a partir de American Type Cul-
ture Collection Manassas, VA. (por exemplo, CHO-K1; CCL-61). Em
ainda outras modalidades, a célula de mamifero € uma célula de rim
de hamster bebé (BHK). As células BHK estao disponiveis a partir de
American Type Culture Collection Manassas, Va. (por exemplo, CRL-
1632). Em algumas modalidades, a célula de mamifero é uma célula
HKB11, que € uma linhagem celular hibridas 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 plasmideo incluindo uma sequén-
cia de codificagao de fusao FVIII (X)-Fc, uma sequéncia de codificacao
de fusado fragmento VWF-L-Fc, ou ambas, e um marcador seleciona-
vel, por exemplo, resisténcia a zeocina, sao transfectados para células
HEK 293, para a produgdo de uma proteina quimerica.

[000274] Em outra modalidade, um plasmideo que inclui uma se-
qguéncia de codificagao de fusao FVIII-Fc, uma sequéncia de codifica-

cao de fusédo de fragmento de VWF-XTEN-L-Fc, ou ambas, € um mar-
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cador selecionavel, por exemplo, resisténcia a zeocina, sao transfec-
tados para células HEK 293, para a produgcao de uma proteina quimé-
rica.

[000275] Em outras modalidades, um plasmideo incluindo uma se-
quéncia de codificacdo de fusdo de FVIII (X)-Fc, uma sequéncia de
codificacdo de Fc, ou ambas, e um marcador selecionavel, por exem-
plo, resisténcia a zeocina, sao transfectados para células HEK 293,
para a producao de uma proteina quimérica.

[000276] Em algumas modalidades, um primeiro plasmideo, incluin-
do uma sequéncia de codificacdo de fusdo de FVIII (X)-Fc e um pri-
meiro marcador selecionavel, por exemplo, um gene de resisténcia a
zeocina, e um segundo plasmideo que inclui uma sequéncia de codifi-
cagao de Fc ou uma sequéncia de codificagao de fragmento VWF-L-Fc
e um segundo marcador selecionavel, por exemplo, um gene de resis-
téncia a neomicina, e um terceiro plasmideo que inclui uma sequéncia
de codificagao de proteina convertase e um terceiro marcador selecio-
navel, por exemplo, um gene de resisténcia a higromicina, s&o co-
transfectados em células HEK 293, para a producédo do proteina qui-
mérica. Os primeiro e segundo plasmideos podem ser introduzidos em
guantidades iguais (ou seja, razdo molar 1:1), ou eles podem ser intro-
duzidos em quantidades desiguais.

[000277] Em ainda outras modalidades, um primeiro plasmideo que
inclui uma sequéncia de codificagdo de fusdo de FVIII-Fc e um primei-
ro marcador selecionavel, por exemplo, um gene de resisténcia a zeo-
cina, e um segundo plasmideo que inclui uma sequéncia que codifica
um fragmento de VWF XTEN-L-Fc e um segundo marcador seleciona-
vel, por exemplo, um gene de resisténcia a neomicina, e um terceiro
plasmideo que inclui uma sequéncia de codificagao de proteina con-
vertase e um terceiro marcador selecionavel, por exemplo, um gene de

resisténcia a higromicina, sdo co-transfectados em células HEK 293,
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para a producdo da proteina quimérica. Os primeiro e segundo plas-
mideos podem ser introduzidos em quantidades iguais (ou seja, razédo
molar 1: 1), ou podem ser introduzidos em quantidades desiguais.
[000278] Ainda em outras modalidades, um primeiro plasmideo, in-
cluindo uma sequéncia de codificagdo de fusdo fator VIII (X)-Fc e um
primeiro marcador selecionavel, por exemplo, um gene de resisténcia
a zeocina, e um segundo plasmideo que inclui uma sequéncia de codi-
ficacdo de fragmento VWF-XTEN-L-Fc e um segundo marcador sele-
cionavel, por exemplo, um gene de resisténcia a neomicina, e um ter-
ceiro plasmideo que inclui uma sequéncia de codificagao de proteina
convertase e um terceiro marcador selecionavel, por exemplo, um ge-
ne de resisténcia a higromicina, sado co-transfectados em células HEK
293, para a producdo da proteina quimérica. Os primeiro e segundo
plasmideos podem ser introduzidos em quantidades iguais (ou seja,
razdo molar 1:1), ou eles podem ser introduzidos em quantidades de-
siguais.

[000279] Em certas modalidades, um primeiro plasmideo, incluindo
uma sequéncia de codificacdo FVIII (com ou sem XTEN) -F1-L1-V-
XTEN-L2-F2 que codifica a proteina quimérica e um primeiro marcador
selecionavel, por exemplo, um gene de resisténcia a zeocina, € um
segundo plasmideo que inclui uma sequéncia de codificagdo de prote-
ina convertase e um segundo marcador selecionavel, por exemplo, um
gene de resisténcia a higromicina, sdo co-transfectados em células
HEK 293, para a producao da proteina quimérica. Os promotores para
a sequéncia de codificagao FVIII (X)-Fc e a sequéncia de codificacao
de VWF-XTEN-Fc podem ser diferentes ou podem ser iguais.

[000280] Ainda em outras modalidades, as células transfectadas sao
estavelmente transfectadas. Estas células podem ser selecionadas e
mantidas como uma linhagem celular estavel, utilizando técnicas con-

vencionais conhecidas dos especialistas na técnica.
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[000281] As células hospedeiras que contém constructos de DNA da
proteina sdo cultivadas em um meio de crescimento apropriado. Como
aqui utilizado, o termo "meio de crescimento adequado" significa um
meio contendo nutrientes necessarios para o crescimento das células.
Nutrientes necessarios para o crescimento celular podem incluir uma
fonte de carbono, uma fonte de nitrogénio, aminoacidos essenciais,
vitaminas, minerais, e fatores de crescimento. Opcionalmente, os mei-
os podem conter um ou mais fatores de selecdo. Opcionalmente, os
meios podem conter soro fetal bovino ou soro fetal de bezerro (FCS).
Em uma modalidade, os meios ndo contém substancialmente nenhum
IgG. O meio de crescimento ira, geralmente, selecionar as células que
contém o constructo de DNA por, por exemplo, sele¢cdo de drogas ou
deficiéncia em um nutriente essencial que € complementado pelo mar-
cador selecionavel no constructo de DNA ou co-transfectado com o
constructo de DNA. As células de mamifero de cultura sdo geralmente
cultivadas em meio comercialmente disponiveis contendo soro ou
isento de soro (por exemplo, meio MEM, DMEM, DMEM/F12). Em uma
modalidade, o meio € CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA). Em outra
modalidade, o meio é CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA). A selecéo de
um meio apropriado para a linhagem celular particular utilizada esta
dentro do nivel de habilidade dos especialistas na técnica.

[000282] A fim de co-expressar as duas cadeias de polipeptideos da
proteina quimérica, as células hospedeiras sao cultivadas sob condi-
cdes que permitem a expressao de ambas as cadeias. Como aqui uti-
lizado, cultivar refere-se a manutengao da cultura de células vivas in
vitro durante, pelo menos um tempo definido. A manutencdo pode,
mas nao precisa incluir, um aumento na populacdo de células vivas.
Por exemplo, as células mantidas em cultura podem ser estaticas da
populagdo, mas ainda viavel e capaz de produzir um produto deseja-

do, por exemplo, uma proteina recombinante ou uma proteina de fu-
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sao recombinante. As condi¢gdes adequadas para a cultura de células
eucariéticas sdo bem conhecidas na técnica e incluem a selegao ade-
quada dos meios de cultura, suplementos do meio, temperatura, pH,
saturagcdo de oxigénio, e outros semelhantes. Para fins comerciais, a
cultura pode incluir a utilizacdo de qualquer dos varios tipos de siste-
mas de aumento de escala, incluindo frascos de agitagao, frascos ro-
lantes, biorreatores de fibras ocas, biorreatores de tanque agitado,
biorreatores de transporte aéreo, biorreatores Wave, e outros.

[000283] As condi¢des de cultura celular sdo também selecionadas
para permitir associagao do fragmento de VWF com a proteina FVIII.
As condi¢gdes que permitem a expressao do fragmento de VWF e/ou a
proteina FVIII podem incluir a presenca de uma fonte de vitamina K.
Por exemplo, em uma modalidade, células HEK 293 transfectadas de
forma estavel sao cultivadas em meios CD293 (Invitrogen, Carlsbad,
CA) ou meios OptiCHO (Invitrogen, Carlsbad, CA) suplementados com
glutamina 4 mM.

[000284] Em um aspecto, a presente invengao € dirigida a um méto-
do de expressao, preparacao, ou a producao da proteina quimérica da
invencdo que compreende: a) transfecgcdo de uma célula hospedeira
compreendendo um polinucleotideo que codifica a proteina quimérica
e b) cultivar a célula hospedeira em um meio de cultura sob condigdes
adequadas para a expressao da proteina quimérica, em que a proteina
quimeérica € expressa.

[000285] De acordo com outras modalidades, o produto de proteinas
contendo o fragmento de VWF ligado a uma sequéncia XTEN ou a
proteina FVIII ligada a uma sequéncia XTEN é secretado para o meio.
O meio é separado das células, concentrado se, filtrado, e entdo pas-
sado sobre duas ou trés colunas de afinidade, por exemplo, uma colu-
na de proteina A e uma ou duas colunas de troca anidnica.

[000286] Em certos aspectos, a presente invencgao refere-se a prote-
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ina quimérica produzida pelos métodos aqui descritos.

[000287] A producao in vitro permite o aumento de escala para se
obter grandes quantidades dos polipeptideos alterados desejados da
invengado. Técnicas para o cultivo de células de mamiferos sob condi-
¢des de cultura de tecido sdo conhecidas na técnica e incluem cultura
em suspensao homogénea, por exemplo, em um reator airlift ou em
um reator de agitacdo continua ou cultura de células imobilizadas ou
aprisionadas, por exemplo, em fibras ocas, microcapsulas, em micro-
esferas de agarose ou cartuchos de ceramica. Se necessario e/ou de-
sejado, as solugdes de polipeptideos podem ser purificadas pelos mé-
todos de cromatografia habituais, por exemplo filtragcdo em gel, croma-
tografia de troca ibnica, cromatografia de interagcdo hidrofébica (HIC,
cromatografia em DEAE-celulose ou cromatografia de afinidade).
COMPOSICAO FARMACEUTICA

[000288] As composi¢des que contém a proteina quimérica da pre-

sente invencdo podem conter um veiculo farmaceuticamente aceitavel
adequado. Por exemplo, podem conter excipientes e/ou auxiliares que
facilitam o processamento dos compostos ativos em preparacdes con-
cebidas para liberacdo no local de acéao.

[000289] A composicdo farmacéutica pode ser formulada para admi-
nistracao parenteral (isto €, intravenosa, subcutanea, ou intramuscular)
por injecdo de bolus. As formulagdes para injecado podem ser apresen-
tadas em forma de unidade de dosagem, por exemplo, em ampolas ou
em recipientes multidose com um conservante adicionado. As compo-
sicdes podem tomar formas como suspensodes, solugcdes ou emulsdes
em veiculos oleosos ou aquosos, e conter agentes de formulagao, co-
mo suspensao, estabilizantes e/ou dispersantes. Alternativamente, o
ingrediente ativo pode estar na forma de p6 para constituicdo com um
veiculo adequado, por exemplo, agua isenta de pirogénios.

[000290] As formulagdes adequadas para administracido parenteral
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incluem solug¢des aquosas dos compostos ativos em forma soluvel em
agua, por exemplo, sais soluveis em agua. Além disso, as suspensdes
dos compostos ativos como suspensdes de injegado oleosas apropria-
das podem ser administradas. Os solventes ou veiculos lipofilicos
adequados incluem 6leos graxos, por exemplo, 6leo de sésamo, ou
ésteres de acidos graxos sintéticos, por exemplo, oleato de etilo ou
triglicerideos. As suspensdes aquosas para injecdo podem conter
substancias que aumentam a viscosidade da suspensao, incluindo, por
exemplo, carboximetil celulose de sdédio, sorbitol e dextrano. Opcio-
nalmente, a suspensdo pode também conter estabilizantes. Os lipos-
somas podem também ser utilizados para encapsular as moléculas da
presente invencao para liberagcdo em células ou espacos intersticiais.
Carreadores farmaceuticamente aceitaveis exemplificativos sao fisio-
logicamente compativeis com solventes, meios de dispersao, revesti-
mentos, agentes antibacterianos e antifungicos, agentes isotbénicos e
de retardamento da absorgao, agua, solugado salina, solugao salina
tamponada com fosfato, dextrose, glicerol, etanol e semelhantes. Em
algumas modalidades, a composigao compreende agentes isotdnicos,
por exemplo, acucares, polialcoois como manitol, sorbitol, ou cloreto
de sbédio. Em outras modalidades, as composi¢cdes contém substan-
cias farmaceuticamente aceitaveis, como agentes molhantes ou quan-
tidades menores de substancias auxiliares como agentes molhantes
ou emulsionantes, conservantes ou tampodes, que aumentam a vida de
prateleira ou a eficacia dos ingredientes ativos.

[000291] As composi¢des da invengdo podem estar em uma varie-
dade de formas, incluindo, por exemplo, liquido (por exemplo, solu-
coes injetaveis e administraveis por infusdo), dispersdes, suspensoes,
formas de dosagem semissélidas ou sodlidas. A forma preferencial de-
pende do modo de administracédo e da aplicagao terapéutica.

[000292] A composig¢ao pode ser formulada como uma solugcédo, mi-
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croemulsdo, dispersado, lipossomas ou outra estrutura ordenada ade-
quada para concentragdo de droga elevada. As solugdes injetaveis
estéreis podem ser preparadas por incorporagao do ingrediente ativo
na quantidade requerida em um solvente apropriado com um ou uma
combinagdo de ingredientes enumerados acima, como requerido, se-
guido de esterilizagdo por filtragdo. Geralmente, as dispersdes sao
preparadas por incorporagao do ingrediente ativo em um veiculo estéril
que contém um meio de dispersao basico e os outros ingredientes ne-
cessarios a partir daqueles enumerados acima. No caso de pds esté-
reis para a preparagdo de solugdes injetaveis estéreis, os métodos
preferidos de preparagdo sdo a secagem por vacuo e liofilizagdo que
produz um po do ingrediente ativo mais qualquer ingrediente adicional
desejado de uma solugédo do mesmo previamente esterilizada por fil-
tracdo. A fluidez adequada de uma solugcdo pode ser mantida, por
exemplo, pelo uso de um revestimento como lecitina, pela manutencao
do tamanho de particula requerido no caso de dispersao e pela utiliza-
¢ao de surfactantes. A absorcao prolongada das composicdes injeta-
veis pode ser conseguida incluindo na composicdo um agente que
atrasa a absorgao, por exemplo, sais de monoestearato e gelatina.
[000293] O ingrediente ativo pode ser formulado com uma formula-
cao de liberacao controlada ou dispositivo. Exemplos de tais formula-
¢des e dispositivos incluem implantes, adesivos transdérmicos e sis-
temas de liberagdo microencapsulados. Polimeros biodegradaveis,
biocompativeis podem ser utilizados, por exemplo, acetato de vinil eti-
leno, polianidridos, acido poliglicolico, colageno, poliortoésteres e aci-
do polilactico. Os métodos para a preparagao de tais formulacbes e
dispositivos sdo 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 formulagdes de depdsito injetaveis podem ser prepara-
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das por formacado de matrizes microencapsuladas da droga em poli-
meros biodegradaveis como polilactida-poliglicolida. Dependendo da
propor¢ao de droga para polimero e da natureza do polimero empre-
gue, a velocidade de liberagdo da droga pode ser controlada. Outros
polimeros biodegradaveis exemplares s&o poliortoésteres e polianidri-
dos. As formulagdes injetaveis de depdsito também podem ser prepa-
radas aprisionando a droga em lipossomas ou microemulsdes.
[000295] Os compostos ativos suplementares podem ser incorpora-
dos nas composi¢des. Em uma modalidade, a proteina quimérica da
invencéo é formulado com outro fator de coagulagdo, ou variante, fra-
gmento, analogo, ou derivado da mesma. Por exemplo, o fator de coa-
gulacéo inclui, entre outros, o fator V, fator VII, fator VIII, fator IX, fator
X, fator Xl, fator Xll, fator Xlll, protrombina, fibrinogénio, fator de von
Willebrand ou fator tecidual recombinante soluvel (rsTF) ou formas ati-
vadas de qualquer um dos anteriores. O fator de coagulagdo do agen-
te hemostatico também pode incluir medicamentos antifibrinoliticos,
por exemplo, acido epsilon-amino-caproico, acido tranexamico.
[000296] Os regimes de dosagem podem ser ajustados para propor-
cionar a resposta desejada ideal. Por exemplo, um unico bolus pode
ser administrado, varias doses divididas podem ser administradas ao
longo do tempo, ou a dose pode ser proporcionalmente reduzida ou
aumentada como indicado pelas exigéncias da situacdo terapéutica. E
vantajoso formular composi¢des parenterais em forma de unidade de
dosagem para facilidade de administragdo e uniformidade de dosa-
gem. Ver, por exemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack
Pub. Co., Easton, Pa. 1980).

[000297] Em adicdo ao composto ativo, a forma de dosagem liquida
podem conter ingredientes inertes, como agua, alcool etilico, carbona-
to de etilo, acetato de etila, alcool benzilico, benzoato de benzila, pro-

pilenoglicol, 1,3-butilenoglicol, dimetilformamida, o6leos, glicerol, alcool
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tetra-hidrofurfurilico, polietilenoglicois, e ésteres de acidos graxos de
sorbitano.

[000298] Exemplos ndo limitantes de veiculos farmacéuticos ade-
quados estdo 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 silica, estearato de sédio, monoestearato de glicerol, talco, cloreto
de sodio, leite desnatado seco, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol
e semelhantes. A composigao também pode conter reagentes tampo-
nantes de pH, e agentes molhantes ou emulsionantes.

[000299] Para a administracéo oral, a composi¢cao farmacéutica pode
tomar a forma de comprimidos ou capsulas preparados por meios con-
vencionais. A composi¢cao também pode ser preparada como um liqui-
do, por exemplo, um xarope ou uma suspensao. O liquido pode conter
agentes de suspensao (por exemplo, xarope de sorbitol, derivados de
celulose ou gorduras comestiveis hidrogenadas), agentes emulsionan-
tes (lecitina ou acacia), veiculos ndo aquosos (por exemplo, 6leo de
améndoa, ésteres oleosos, alcool etilico ou éleos vegetais fraciona-
dos), e conservantes (por exemplo, metil ou propil-p-hidroxibenzoatos
ou acido soérbico). As preparagdes também podem incluir aromatizan-
tes, corantes e agentes edulcorantes. Alternativamente, a composic¢ao
pode ser apresentada como um produto seco para constituicdo com
agua ou outro veiculo adequado.

[000300] Para a administragdo bucal, a composicao pode tomar a
forma de comprimidos ou pastilhas de acordo com protocolos conven-
cionais.

[000301] Para administragdo por inalagdo, os compostos para utiliza-
¢ao de acordo com a presente invengdo sdo 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, diéxido de carbono ou outro gas adequado. No
caso de um aerossol pressurizado a unidade de dosagem pode ser
determinada proporcionando uma valvula para entregar uma quantida-
de medida. As capsulas e cartuchos de, por exemplo, gelatina para
uso em um inalador ou insuflador podem ser formulados contendo
uma mistura em p6 do composto e uma base em p6é adequada como
lactose ou amido.

[000302] A composicao farmacéutica pode também ser formulada
para administracdo como um supositério ou enema de retencio, por
exemplo, contendo bases de supositério convencionais como mantei-
ga de cacau ou outros glicerideos.

[000303] Em uma modalidade, uma composicao farmacéutica com-
preende uma proteina quimérica, o polinucleotideo que codifica a pro-
teina quimérica, o vetor que compreende o polinucleotideo, ou a célula
hospedeira que compreende o vetor, e um veiculo farmaceuticamente
aceitavel. A proteina FVIIl em uma proteina quimérica aumentou a
meia-vida em comparagao com tipo selvagem proteina FVIII ou de pro-
teina FVIII correspondente sem o fragmento de VWF. Em uma modali-
dade, em que a meia-vida da proteina FVIII & 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 VIl 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 composi¢do € administrada
por uma via selecionada a partir do grupo consistindo de administra-
cao topica, a administracao intraocular, administragcao parenteral, ad-
ministracao intratecal, administracao subdural e administracao oral. A
administracido parenteral pode ser a administracdo intravenosa ou
subcutanea.

[000305] Em outras modalidades, a composicao € utilizada para tra-
tar uma doenga ou condi¢gao de sangramento em um sujeito com essa
necessidade. A doenca de hemorragia ou condi¢do é selecionada a
partir do grupo consistindo de um disturbio da coagulagdo do sangra-
mento, hemartrose, sangramento nos musculos, sangramento oral,
hemorragia, hemorragia nos musculos, hemorragia oral, trauma, trau-
ma capitis, sangramento gastrointestinal, hemorragia intracraniana,
hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratoracica, fratura éssea,
sangramento do sistema nervoso central, sangramento no espago re-
trofaringeo, sangramento no espaco retroperitoneal, sangramento na
bainha ileopsoas e quaisquer combinagdes destes. Em ainda outras
modalidades, o sujeito esta sendo submetido a uma cirurgia. Em ainda
outras modalidades, o tratamento é profilactico ou sob demanda.
TERAPIA GENETICA
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[000306] Uma proteina quimérica da mesma da invencédo pode ser
produzida in vivo em um mamifero, por exemplo, um paciente humano,
usando uma abordagem de terapia génica para o tratamento de uma
doenca ou disturbio selecionado de sangramento a partir do grupo
consistindo de um disturbio da coagulagédo do sangramento, hemartro-
se, sangramento muscular, sangramento oral, hemorragia, hemorragia
nos musculos, hemorragia oral, trauma, trauma capitis, sangramento
gastrointestinal, hemorragia intracraniana, hemorragia intra-abdominal,
hemorragia intratoracica, fratura dssea, sangramento do sistema ner-
voso central, sangramento no espago retrofaringeo, sangramento no
espaco retroperitoneal, e sangramento na bainha ileopsoas seria tera-
peuticamente benéfica. Em uma modalidade, a doenca ou disturbio de
sangramento € hemofilia. Em outra modalidade, a doenga ou disturbio
de sangramento € hemofilia A. Este envolve a administragdo de um
acido nucleico adequado que codifica a proteina quimérica operativa-
mente ligada as sequéncias de controle de expressdo adequadas. Em
certas modalidades, estas sequéncias sao incorporadas em um vetor
viral. Os vetores virais adequados para uma dita terapia de gene inclu-
em vetores adenovirais, vetores lentivirais, vetores de baculovirus, ve-
tores virais de virus de Epstein Barr, vetores de vaccinia papovaviral,
vetores virais de herpes simplex, vetores virais, e virus adenoassocia-
dos (AAV). O vetor viral pode ser um vetor viral defeituoso para a re-
plicacdo. Em outras modalidades, um vetor adenoviral possui uma de-
lecdo no seu gene E1 ou gene E3. Quando um vetor adenoviral é usa-
do, o mamifero ndo pode ser exposto a um acido nucleico que codifica
um gene marcador selecionavel. Em outras modalidades, as sequén-
cias sao incorporadas em um vetor nao viral conhecido dos especialis-
tas na técnica.

METODOS DE UTILIZACAO DE PROTEINA QUIMERICA

[000307] A presente invencédo é dirigida a um método de utilizagcéo
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de uma proteina quimérica aqui descrita para prevenir ou inibir o VWF
endogeno com uma proteina de ligagdo de FVIII. A presente invengao
€ também dirigida para um método de utilizagdo de uma proteina qui-
mérica que possui uma proteina FVIII ligada a XTEN e uma regido
constante de Ig ou de uma fragdo da mesma.

[000308] Um aspecto da presente invengéo € dirigido para prevenir
ou inibir a interagdo de FVIIl com VWF endoégeno através do bloqueio
ou protegendo o sitio de ligagdo de VWF no FVIII de VWF enddgeno
e, ao mesmo tempo estendendo a meia-vida da proteina FVIII utilizan-
do uma sequéncia XTEN em combinagdo com uma regido constante
de Ig ou de uma fragdo da mesma, que também pode ser um extensor
de meia-vida. Em uma modalidade, a invengéao ¢é dirigida a um método
de produgao de uma proteina FVIII possuindo meia-vida mais longa do
que o FVIII de tipo selvagem. Em uma modalidade, uma sequéncia de
XTEN inibe ou impede a interacido de uma proteina FVIIl em uma pro-
teina quimérica com VWF enddgeno. Em outra modalidade, uma regi-
ao constante de Ig ou uma fracdo da mesma inibe ou previne a intera-
¢ao da proteina FVIIl com VWF enddgeno. A proteina quimérica util no
meétodo inclui qualquer uma ou mais proteina quimérica aqui descrita.
[000309] Outro aspecto da invengao inclui um método de administra-
¢ao a um sujeito em necessidade do mesmo de uma proteina quimeri-
ca compreendendo uma proteina FVIII possuindo meia-vida mais lon-
ga do que o FVIII de tipo selvagem, em que o método compreende a
administracao da proteina quimérica aqui descrita para o sujeito.
[000310] Em uma modalidade, a invencao é dirigida a um método de
utilizagdo de uma sequéncia de XTEN e uma regido constante de Ig ou
uma fragdo da mesma para estender a meia-vida de uma proteina
FVIII e um fragmento VWF para evitar ou inibir a interacdo de VWF
enddégeno com uma proteina FVIII. Uma proteina FVIII ligada a uma

sequéncia 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 eliminacdo de VWF e, portanto, tem uma eliminagdo reduzida com-
parada com a proteina FVIII ndo ligada ao fragmento de VWF. A pro-
teina FVIII blindado tem, assim, a extensdo maxima de uma meia-vida,
em comparagdo com uma proteina FVIII ndo ligada ou associada com
a sequéncia XTEN e o fragmento de VWF. Em certas modalidades, a
proteina FVIIl associada com ou protegida por um fragmento de VWF
e ligada a uma sequéncia XTEN nao € eliminada por um receptor de
eliminacdo de VWF. Em outras modalidades, a proteina FVIII associa-
da com ou protegido por um fragmento de VWF e ligada a uma se-
quéncia XTEN é eliminada do sistema mais lentamente do que a pro-
teina FVIIl que ndo esta associada ou protegida pelo fragmento de
VWEF e ligada a sequéncia de XTEN.

[000311] Em um aspecto, a proteina quimérica compreendendo a
proteina FVIII ligada a uma sequéncia XTEN ou a proteina FVIII ligada
ou associada com um fragmento de VWF ligado a XTEN reduziu a
eliminacédo da circulagdo como o fragmento de VWF nao contém um
sitio de ligacado ao receptor de eliminagdo de VWF. O fragmento de
VWEF impede ou inibe a eliminagao de FVIII ligado ou associado com o
fragmento de VWF a partir do sistema através da via de eliminagéo de
VWE. Os fragmentos de VWF uteis para a presente invengao também
podem proporcionar, pelo menos uma ou mais propriedades de prote-
cao de FVIII tipo VWF que séo fornecidas pelo VWF endégeno. Em
certas modalidades, o fragmento de VWF ou a sequéncia XTEN tam-
bém pode mascarar um ou mais sitio de ligagao ao receptor de elimi-
nacado de FVIII, impedindo assim a eliminagao do FVIII pela sua pro-
pria via de eliminacao.

[000312] Em algumas modalidades, a prevengéo ou inibigdo de uma
ligacdo de VWF enddgeno pelo fragmento de VWF ou a sequéncia de

proteina FVIIIl XTEN pode ser in vitro ou in vivo.
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[000313] E também proporcionado um método para aumentar a
meia-vida de uma proteina FVIIl, compreendendo a administragao da
proteina quimérica aqui descrita a um sujeito em necessidade do
mesmo. A meia-vida do FVIII ndo ativado ligado ou associado com
VWF de comprimento completo é cerca de 12 a 14 horas no plasma.
Em VWD tipo 3, em que ndo ha quase nenhum VWF em circulagao, a
meia-vida do FVIII € apenas cerca de seis horas levando aos sintomas
de ligeira a moderada hemofilia A em tais pacientes, devido a diminui-
¢ao das concentragdes de FVIII. A meia-vida da proteina FVIII ligada
ou associada com o fragmento de VWF ou a sequéncia XTEN da pre-
sente invencao 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 ndo ativado ligado ou associado a VWF de compri-
mento completo.

[000314] Em uma modalidade, a meia-vida da proteina FVIII ligada
ou associada com o fragmento de VWF ou ligado a uma regido cons-
tante de Ig ou uma fragdo da mesma na proteina quimérica compreen-
dendo uma sequéncia 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 ndo ativado ligado a ou associado
com de VWF de comprimento completo. Em outra modalidade, a meia-
vida da proteina FVIII ligada ou associada com o fragmento de VWF
ou uma regiao constante de Ig ou uma fragdo da mesma na proteina
quimeérica compreendendo uma sequéncia 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 FVIIl nao ati-
vado ligado ou associado com VWF de comprimento total ou FVIII tipo
selvagem. Em uma modalidade especifica, a meia-vida da proteina
FVIII ligada ou associada com o fragmento de VWF ou ligada a uma
regiao constante de Ig na proteina quimérica compreendendo uma se-
quéncia 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 FVIll e VWF.
[000315] Em algumas modalidades, a meia-vida da proteina quimeéri-
ca que compreende o fragmento de VWF fundido com uma primeira
regiao constante de Ig ou uma fracdo da mesma, por exemplo, uma
primeira regiao Fc e uma sequéncia XTEN, e uma proteina FVIII ligada
a uma XTEN e uma segunda sequéncia de regiao constante de Ig ou
de uma fragdo da mesma, por exemplo, uma segunda regido Fc, é
mais longa do que a meia-vida de um FVIIl associado com VWF endo-
geno. Em outras modalidades, a meia-vida da proteina quimérica e,
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 proteina FVIII asso-
ciada com VWF endogeno.

[000316] Em algumas modalidades, como um resultado da invencéo,
a meia-vida da proteina FVIII € expandida em comparagdo com uma
proteina FVIII sem fragmento VWF ou FVIII de tipo selvagem. A meia-
vida da proteina quimérica da invencao € 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 proteina
FVIIl 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 cercade 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 comparagao com FVIII de tipo selva-
gem ou uma proteina FVIIl, sem o fragmento de VWF. Em outras mo-
dalidades, a meia-vida da proteina quimérica da invencéo € 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 proteina quimérica da invencédo €&
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 trés dias, ou cerca de 24 horas a
cerca de dois dias.

[000317] Em algumas modalidades, a meia-vida média da proteina
quimeérica da invengao 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 invengao proporciona um método de trata-
mento ou prevengdo de uma doenga ou disturbio de sangramento
compreendendo a administracdo de uma quantidade eficaz de uma
proteina quimérica. Em uma modalidade, a doenca de hemorragia ou
disturbio é selecionado a partir do grupo consistindo de um disturbio
da coagulagdo do sangramento, hemartrose, sangramento nos muscu-
los, sangramento oral, hemorragia, hemorragia nos musculos, hemor-
ragia oral, trauma, trauma capitis, sangramento gastrointestinal, he-
morragia intracraniana, intra hemorragia -abdominal, hemorragia intra-
toracica, fratura éssea, sangramento do sistema nervoso central, san-
gramento no espaco retrofaringeo, sangramento no espacgo retroperi-
toneal, e sangramento na bainha ileopsoas. Em uma modalidade es-
pecifica, a doenga ou disturbio € a hemorragia da hemofilia A.

[000319] A proteina quimérica compreendendo uma sequéncia de
XTEN e uma regido constante de Ig ou uma fragdo da mesma em
combinagdo com um fragmento de VWF aqui descrito, que impede ou
inibe a interagao da proteina FVIIIl com VWF enddgeno preparado pelo
invencao, 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 disturbio hemostaticos e métodos de tratamento de um
sujeito em necessidade de um agente hemostatico geral. Em uma mo-
dalidade, a invencgao refere-se a um método de tratamento de um su-
jeito tendo um disturbio hemostatico compreendendo a administragao
de uma quantidade terapeuticamente eficaz da proteina quimérica.
[000320] A fragdo da proteina FVIII nos mimos de proteinas quiméri-
cas trata ou impede um disturbio hemostatico servindo como um cofa-

tor para o Fator IX em uma superficie de fosfolipideo carregada nega-
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tivamente, formando assim um complexo Xase. A ligacao de fatores de
coagulagdo ativados a uma superficie fosfolipidica localiza este pro-
cesso para os locais de lesdo vascular. Sobre uma superficie de fosfo-
lipideo, o Fator Vllla aumenta a velocidade maxima de ativagéo do Fa-
tor X pelo Fator IXa, por aproximadamente 200.000 vezes, o que leva
ao grande segundo disparo da geragao de trombina.

[000321] A proteina quimérica da invencao pode ser usada para tra-
tar qualquer disturbio hemostatico. Os disturbios hemostaticos que po-
dem ser tratados por administracdo da proteina quimérica da invengao
incluem, entre outros, hemofilia A, bem como deficiéncias ou anomali-
as estruturais, relativamente ao Fator VIlIl. Em uma modalidade, o dis-
turbio hemostatico € hemofilia A.

[000322] A proteina quimérica da invencao pode ser utilizada profila-
ticamente para tratar um sujeito com um disturbio hemostatico. A pro-
teina quimérica da invencao pode ser utilizada para tratar um episédio
de sangramento agudo em um sujeito com um disturbio hemostatico.
Em outra modalidade, o disturbio hemostatico pode ser o resultado de
um fator de coagulagao deficiente, por exemplo, o fator de von Wille-
brand. Em uma modalidade, o disturbio hemostatico € um disturbio he-
reditario. Em outra modalidade, o disturbio € um disturbio hemostatico
adquirido. O disturbio adquirido pode resultar de uma doenga ou con-
dicdo secundaria subjacente. A condi¢gao pode ser relacionada, como
um exemplo, mas ndo como uma limitagdo, cancer, uma doenga au-
toimune, ou a gravidez. O disturbio adquirido pode resultar de velhice
ou de medicagao para o tratamento de um disturbio secundaria subja-
cente (por exemplo, a quimioterapia do cancer).

[000323] A invencado também se refere a métodos de tratamento de
um individuo que n&o tenha um disturbio congénito hemostatico, mas
tem uma doencga ou condicdo secundaria resultando na aquisi¢cao de

um disturbio hemostatico, por exemplo, devido ao desenvolvimento de
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um anticorpo anti-FVIII ou uma cirurgia. A invengao refere-se assim a
um método de tratamento de um sujeito em necessidade de um agen-
te hemostatico geral que compreende a administragdo de uma quanti-
dade terapeuticamente eficaz da proteina quimérica preparada pelos
presentes métodos.

[000324] A presente invencdo também esta relacionada com méto-
dos para reduzir a imunogenicidade de FVIII ou induzindo menos imu-
nogenicidade contra FVIII que compreende a administragdao de uma
quantidade eficaz das proteinas quiméricas aqui descritas, ou os poli-
nucleotideos que codificam a mesma.

[000325] Em uma modalidade, o sujeito em necessidade de um
agente hemostatico geral estad passando por, ou esta prestes a passar
por uma cirurgia. A proteina quimérica da invencédo pode ser adminis-
trada antes de, durante, ou apés a cirurgia como um regime profilatico. A
proteina quimérica da invengao pode ser administrada antes, durante, ou
apos a cirurgia para controlar um episédio de sangramento agudo.
[000326] A proteina quimérica da invengao pode ser utilizada para
tratar um sujeito tendo um episddio de sangramento agudo que nao
tem um disturbio hemostatico. O episdédio de sangramento agudo po-
dem resultar de trauma grave, por exemplo, cirurgia, um acidente de
automovel, ferida, laceracao por tiro da arma, ou qualquer outro acon-
tecimento traumatico, resultando em sangramento descontrolado.
Exemplos nao limitantes de episddios hemorragicos incluem um dis-
turbio hemorragico de coagulagdo, hemartrose, sangramento nos
musculos, sangramento oral, hemorragia, hemorragia nos musculos,
hemorragia oral, trauma, trauma capitis, sangramento gastrointestinal,
hemorragia intracraniana, hemorragia intra-abdominal, hemorragia in-
tratoracica, fratura 6ssea, hemorragia no sistema nervoso central,
sangramento no espaco retrofaringeo, hemorragia no espaco retroperi-

toneal, sangramento na bainha ileopsoas, e quaisquer combinacdes
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destes.

[000327] Em aplicacbes profilaticas, uma ou mais composi¢coes con-
tendo a proteina quimérica da invengao ou um coquetel da mesma sao
administradas a um paciente que ainda ndo esta no estado de doenca
para aumentar a resisténcia do paciente ou reduzir os sintomas asso-
ciados com uma doencga ou disturbio. Uma tal quantidade € definida
como sendo uma "dose eficaz profilatica." Em aplicagdes terapéuticas,
uma dosagem relativamente elevada (por exemplo, de cerca de 1 a
400 mg/kg de polipeptideo por dose, com dosagens de 5 e 25 mg sen-
do mais comumente utilizadas para conjugados de radioimunoensaio e
doses mais elevadas para polipeptideos modificados por citotoxina-
drogas) em intervalos relativamente curtos por vezes € necessario até
a progressao da doencga ser reduzida ou terminada, e até que o paci-
ente apresente melhoria parcial ou completa dos sintomas da doenca.
Depois disso, o paciente pode ser administrado com um regime profila-
tico.

[000328] Em algumas modalidades, uma proteina quimérica ou de
uma composi¢cdo da invengao € utilizada para o tratamento sob de-
manda, que inclui o tratamento de um episddio hemorragico, hemar-
trose, sangramento nos musculos, sangramento oral, hemorragia, he-
morragia nos musculos, hemorragia oral, trauma, capitis trauma (trau-
matismo craniano), sangramento gastrointestinal, hemorragia intracra-
niana, hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratoracica, fratura
0ssea, sangramento do sistema nervoso central, sangramento no es-
paco retrofaringeo, sangramento no espaco retroperitoneal, ou san-
gramento na bainha ileopsoas. O sujeito pode estar em necessidade
de profilaxia cirurgica, administracao perioperatéria, ou tratamento por
cirurgia. Tais cirurgias incluem, por exemplo, uma pequena cirurgia,
cirurgia de grande porte, extragao dentaria, amigdalectomia, hernioto-

mia inguinal, sinovectomia, substituicdo total do joelho, craniotomia,
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osteossintese, a cirurgia de trauma, cirurgia intracraniana, a cirurgia
intra-abdominal, cirurgia intratoracica, ou cirurgia de substituicdo da
articulacéo.

[000329] Em uma modalidade, a proteina quimérica da presente in-
vencao € administrada por via intravenosa, subcutanea, intramuscular,
ou através de toda a superficie da mucosa, por exemplo, por via oral,
sublingual, bucal, nasal, retal, vaginal ou por via pulmonar. A proteina
quimérica que compreende um fragmento de VWF e FVIIl uma protei-
na da presente invengao pode ser implantada dentro ou ligada a um
suporte soélido de biopolimeros que permite a liberagao lenta da protei-
na quimérica para o local do sangramento ou implantada na banda-
gem/curativo. A dose da proteina quimérica ira variar dependendo do
sujeito e da via particular de administragao 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 ug/kg. Em outra modalidade, o
intervalo de dosagem ¢é de 0,1-500 ug/kg. A proteina pode ser adminis-
trada continuamente ou em intervalos de tempo especificos. Os ensai-
os in vitro podem ser empregues para determinar faixas de dose ideais
e/ou horarios de administracdo. Os ensaios in vitro que medem a ativi-
dade de fator de coagulagdo sdo conhecidos na técnica, por exemplo,
ensaio de coagulacdo STA-CLOT Vlla-rTF ou ensaio de coagulagao
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 cao hemofilico (Mount et al., 2002, Blood 99(8):2670).
[000330] Tendo agora descrito a presente invengdo em detalhes, a
mesma sera mais claramente compreendida por referéncia aos exem-
plos seguintes, que sao incluidos em anexo para fins de ilustracéo
apenas e nao se destinam a ser limitantes da invencdo. Todas as pa-
tentes, publicacbes, e os artigos aqui referidos sdo expressamente e

aqui especificamente incorporados por referéncia.
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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 pratica da presente invengdo emprega, a me-
nos que indicado em contrario, técnicas convencionais de quimica,
biofisica, biologia molecular, tecnologia de DNA recombinante, imuno-
logia (especialmente, por exemplo, tecnologia de anticorpos), e técni-
cas padrao 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 dominios diferentes de VWF (Figura 1)

(a) Clonagem de pSYN-VWF-002

[000333] pSYN-VWF-002 contém sequéncias de nucleotideos que

codificam um fragmento de VWF, que sdo aminoacidos 1-477 de SEQ

ID NO: 100. [sequéncia da proteina VWF-D’'D3]. A numeracido dos
aminoacidos representa a sequéncia madura sem VWF e propeptideo
corresponde aos aminoacidos 764-1240 da SEQ ID NO: 2. O construc-
to pSYN-VWF 002 tem o peptideo de sinal de FVIII no N-terminal, que
permite a secrecdo adequada da proteina sintetizada e seguido por
uma tag 6xHis em C-terminal, que é utilizada para a purificacdo de
proteinas. Foi sintetizado utilizando combinag¢des de iniciadores se-
guintes:

ESC48- Direto - VWF-D'D3 com sinal VIII e sitio BsiW1

TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAAATAGAG-
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CTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAG-
CCTATCCTGTCGGCCCCCCATG (SEQ ID NO: 90)

ESC51- Rev- VWF D'D3 (1-477 aminoacido) com sitio 6His
e Not 1 TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTGGTGATGGTGATGATG-
CGGCTCCTGGCAGGCTTCACAGGTGAGGTTGACAAC (SEQ ID NO:
91)
[000334] uma reacdo de PCR de 50 pL foi realizada com combina-
¢bes de iniciadores ESC 48/ESC 51 e o plasmideo completo compri-
mento de VWF como molde, utilizando a etapa 2 do ciclo de amplifica-
¢ao 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 extragéo
de Gel (Qiagen, Valencia, Calif.) e clonada nos sitios de restricdo Bsi-
W1 e Not1 de pcDNA 4 para gerar pSYN-VWF 002.
(b) Clonagem de pSYN-VWF-010 e 013
[000335] pSYN-VWF-010 foi construido utilizando pSYN-VWF-008 e
pSYN-VWF-002. pSYN-VWF-008 contém a sequéncia de VWF de
comprimento completo em pcDNA 3.1 (aminoacidos 1-2813 da SEQ ID

NO: 2), que inclui o propeptideo de 763 aminoacidos (isto é, dominios
D1D2) seguido por sequéncia de 2050 aminoacidos restantes de VWF
maduro. O peptideo de sinal de FVIIIl em pSYN-VWF-002 foi substitui-
do por dominios D1D2 de pSYN-VWF-008, o constructo resultante é
pSYN-VWF-010. pSYN VWF-008 tem um sitio BamH1 em Arg907 e
sitio Not1 na extremidade da regidao de codificacdo (apds o cédon de
parada). pSYN- VWF- 008 e 002 foram digeridos com enzimas de res-
tricdo BamH1 e Not1. Inser¢des de pSYN- VWF-002 (1026 pb) foram
ligadas em pSYN-VWF- 008 (8242bp) digerido por BamH1/Not1 para
obter pSYN-VWF -010 (D1D2D’D3: aminoacido 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 propeptideo mas de-

vido ao processamento intracelular os produtos secretados nao con-
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tém qualquer propeptideo (D1D2). Proteina de VWF-010 existe como
dimero.

[000336] pSYN-VWF-010 foi usado para gerar pSYN-VWF-013 que
possui duas mutagdes pontuais em C336A e C379A correspondentes
a SEQ ID NO: 100 (a numeragao de aminoacido representa sequéncia
de VWF maduro sem sequéncia 2 de dominio D1D2-VWF). Estas mu-
tacdes sao previstas para evitar a dimerizagao de dominio VWF D’'D3.
(c) Clonagem de pSYN-VWF-025 e pSYN-VWF-029

[000337] pSYN-VWF-025 contém sequéncias tipo selvagens

D1D2D’'D3 de VWF de comprimento completo em vetor pLIVE, e
pSYN-VWF-029 contém sequéncia D1D2D’D3 com mutagado C336A e
C379A. Para clonagem de pSYN-VWF-025, a combinagao de iniciado-
res que se segue foi usada:

ESC 89-direto com sitio Nhe1= CTCACTATAGGGAGAC-
CCAAGCTGGCTAGCCG (SEQ ID NO: 92)

ESC 91-rev com Sall= CTGGATCCCGGGAGTCGAC-
TCGTCAGTGGTGATGGTGATGATG (SEQ ID NO: 93)
[000338] Uma reacédo de PCR de 50 uL foi realizada com combina-
¢oes 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 plasmideo usando ciclo de amplificacdo 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 extracdo de Gel (Qiagen, Valencia, Calif.) e clonada
nos sitios de restricado 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 clivavel por trombina de 48 aminodci-
dos de comprimento (8x GGGGS (SEQ ID NO 94) + sitio de trombina)
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entre as sequéncias de VWF D1D2D’'D3 (C336A/C379A) e de Fc. Para
fazer este constructo, regido de VWF-Fc foi amplificada a partir do
constructo pSYN-FVIII-064 (referir ao constructo FVIII-VWF abaixo).
pSYN-FVIII-VWEF foi digerido com Xba1 e Nhe1. A regido de insergéo
resultante de 4165bp, contendo o fragmento VWF da regido Fc foi
usada como um modelo para amplificar a regido de VWF e Fc por
combinagdes de iniciadores LW22/LW23.

LW 22-Direto-VWF-D'D3 com sequéncia sinal FVIII e sitio BsiW1
GCGCCGGCCGTACGATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTT-
CTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGG-
CCCCCCATG (SEQ ID NO: 95)

LW 23-Rev- Fc com cddon de parada e sitio Not1
TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGAATTCGCGGCCGCTCATT-
TACC (SEQ ID NO:96)

[000340] O produto de PCR obtido a partir de amplificacdo de
LW22/LW23 (~ 2300bp) foi clonado em pSYN-VWF-002 digerido por
BsiW1/Not1 para obter pSYN-VWF 014 intermediario. pSYN-VWF-014
contém ligante clivavel por trombina de 20 aminoacidos peptideo sinal
de FVIII-D’'D3 seguido pela regido Fc.

[000341] Para gerar o constructo D1D2D’'D3-Fc, a regido D1D2D’D3
foi amplificada a partir de pSYN-VWF-013 usando uma combinagao de
iniciadores LW24/LW27 pelo método de PCR padréo.

LW24- Direto- VWF D1D2D'D3 clonando oligo com sitio BsiWA1
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 amplificagéo
LW22/LW23 (~ 3750bp) foi clonado em pSYN-VWF-014 digerido por
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BsiW1/EcoRYV para obter pSYN-VWF 015 intermediario. O comprimen-
to do ligante entre o fragmento de VWF e regido Fc foi alterado para
obter pSYN-VWF-031.

VWF-D1D2D'D3 Sequéncia de proteina 1 (SEQ ID NO: 99)

1 MIPARFAGVL LALALILPGT LCAEGTRGES STARCSLEGS

DFVNTFDGSM
51  YSFAGYCSYL LAGGCQKRSE SIIGDFONGK RVSLSVYLGE
FFDIHLFVNG
101 TVTQGDQORVS MPYASKGLYL ETEAGYYKLS GEAYGFVARI
DGSGNFOVLL

151 SDRYFNKTCG LCGNFNIFAE DDFMTQEGTL TSDEYDFANS
WALSSGEQWC

201 ERASPPSSSC NISSGEMOKG LWEQCQLLKS TSVFARCHPL
VDPEPFVALC

251 EKTLCECAGG LECACPALLE YARTCAQEGM VLYGWTDHSA
CSPVCPAGME

301 YRQCVSPCAR TCQSLHINEM CQERCVDGCS CPEGQLLDEG
LCVESTECPC

351 VHSGKRYFPG TSL3RDCONTC ICRNSQWICS NEECPGECLV
TGOSHFKSFD

401 NRYFTFSGIC QYLLARDCOD HSFSIVIETV QCADDRDAVC
TRSVTVRLPG

451 LHNSLVKLKH GAGVAMDGQD IQLPLLKGDL RIQHTVTASV
RLSYGEDLQOM

501 DWDGRGRLLV KLSPVYAGKT CGLCGNYNGN QGDDFLTPSG

LAFRPRVEDEG

551 NAWEKELHGDCQ DLOKQHSDPC ALNPEMTRFS EEACAVLTSP
TEEACHRAVS

501 PLPYLRNCRY DVCSCSDGRE CLCGALASYA AACAGRGVRY
AWREPGRCEL

631 NCPKGQVYLQ CGTPCNLTCR SLSYPDEECN EACLEGCFCP
PGLYMDERGD

f01 CVPEAQCPCY YDGETIFOQPED IFSDHHTMCY CEDGFMHCTM
SGVPGSLLPD

{531  AVLSSPLSHR SKRSLSCRPP MVELVCPADN LEAEGLECTEK
TCONYDLECM

207 SMGCVSGCLC PPCMVRHENR CVALERCPCEF HOQGKEYAPGE
TWVEIGCNTCWY

#51 CRDREWNCTD HVCDATCSTI GMAHYLTFDG LKYLFPGECQ
YVLVODYCGS

901 NPGTFRILVG NEGCSHPSVE CKEKRVTILVE GGEIELFDGE
VNVKRPMKDE
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951 THFEVVESGR YIILLLGKAL SVVWDRHLSI SVVLKQTYQE
KVCGLCGNED
1001 GIQNNDLTSS NLQVEEDPVD FGNSWKVSS(Q CADTRKVPLD
SSPATCHNNI
1051 MKQTMVDSSC RILTSDVEQD CNKLVDPEPY LDVCIYDTCS
CESIGDCACF
1101 CDTIAAYAHV CAQHGKVVTW RTATLCPQSC EERNLRENGY
ECEWRYNSCA
1151 PACQVTCQHP EPLACPVQCV EGCHARHCPPG KILDELLQTC
VDPEDCPVCE
1201 VAGRRFASGK KVTLNPSDPE HCQICHCDVV NLTCEACQEPE*
VWE-D'D3 protein sequence 2 (SEQ ID NO: 100)
1  SLSCRPPMVK LVCPADNLRA EGLECTKTCQ NYDLECMSMG
CVSGCLCPPG
51 MVRHENRCVA LERCPCFHQG KEYAPGETVK IGCNTCVCRD
REWNCTDHVC
101 DATCSTIGMA HYLTFDGLKY LFPGECQYVL VQDYCGSNPG
TFRILVGNKG
151 CSHPSVKCKK RVTILVEGGE IELFDGEVNY KRPMKDETHE
EVVESGRYII
201  LLLGKALSVV WDRHLSISVV LKQTYQEKVC GLCGNFDGIQ
NNDLTSSNLQ
251 VEEDPVDFGN SWKVSSQCAD TRKVELDSSP ATCHNNIMKQ
TMVDSSCRIL
301 TSDVFQDCNK LVDPEPYLDV CIYDTCSCES IGDCACFCDT
IAAYRHVCAD
351  HGKVVTWRTA TLCPQSCEER NLRENGYECE WRYNSCAPAC
QVTCCQHPEPL
401 ACPVQCVEGC HAHCPPGKIL DELLQTCVDP EDCPVCEVAG
RRFASGEKVT
431 LNPSDPEHCQ ICHCDVVNLT CEACQEP

Exemplo 2: Efeitos de fusdo de D’'D3 e XTEN sobre extensdo meia-
vida de FVIII

[000343] Para avaliar a extensdo potencial da meia-vida de D’'D3
FVIII na proteina de fusédo rFVIII-XTEN, um dimero de VWF D’D3 foi
introduzido em camundongos FVIII-VWF DKO por inje¢ao hidrodina-
mica do seu constructo de DNA correspondente VWF-025 (Exemplo
1). Apdés D’D3 atingir a expressédo no estado estacionario (dia 5 pos-
injecdo), uma dose unica de rFVIII-XTEN foi administrada por injecéo

IV a 200 IU/kg de dose. Amostras de sangue foram coletadas até
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120hrs apds a administracdo de rFVIII-XTEN. Atividade de FVIII no
plasma foi analisada por um teste cromogénico de FVIIl. O nivel de
expressao D’'D3 foi medido por VWF ELISA e perfil rFVIIIFc PK foi
analisado utilizando o programa WinNonlin.

[000344] Os resultados do estudo sdo apresentados na Figura 2, e o
parametro PK de rFVIII-XTEN com/sem D’'D3 em circulagao foi listado
na Tabela 16. O D’'D3 dimero ainda prolongou t de rFIlII-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
reducdo na eliminagao também foram observados.

[000345] Observou-se um efeito sinérgico de fragmento D’'D3 e tec-
nologia XTEN, uma série de constructos FVIII/VWF/XTEN serao avali-
ados quanto a sua potencial extensdo de meia-vida de FVIII em ani-
mais hemofilicos.

TABELA 16: parametro PK rFVIII-XTEN com/sem D'D3 em circulagao

NOo sangue
AUC_D
5min recupe-| t,, | MRT Cl Vss
Tratamento _ (h*kg™mIU/
ragao (%) (h) (h) | (mL/h/kg) | (mL/kg)
mL/mIU)
rEVIIIXTEN
80 17,8 | 19,3 3,5 67,4 0,29
VWF-025
rEVIIIXTEN 74 3,4 3,8 13,1 63,68 0,08
Vezes em melhora 1,1 52 5,1 3,8 0,9 3,6

Purificacdo da proteina de FVIII-XTEN
[000346] Uma XTEN AEZ288 foi inserida em C-terminal do BDD-FVIII

para este estudo. Para purificar esta proteina, a etapa de filtracdo de

fluxo tangencial (TFF) foi usada primeiro para trocar o tamp&o do meio
condicionado. Produtos do filtrado foram entdo capturados utilizando
uma cromatografia de troca anidnica forte, e, em seguida, adicional-
mente purificados utilizando cromatografia de afinidade. Pureza da

molécula foi aceitavel por HPLC-SEC e foi ainda confirmada por Wes-
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tern blotting. A atividade especifica da molécula foi comparavel para
FVIII sem dominio B, como medido pelo ensaio de TTPA e ELISA.
Teste Cromogénico de FVIII

[000347] A atividade do FVIII foi medida utilizando o kit de COATEST
SP FVIII da Diapharma (lote #N089019) e todas as incubag¢des foram
realizadas em uma placa aquecedora a 37°C com agitagao.

[000348] A faixa de padrao de rFVIII foi de 100 mlU/ml a 0,78

mIU/mL. Um controle de plasma humano normal agrupado e amostras

de plasma (diluidas com tampao 1X Coatest) foram adicionados em
placas Immulon 2HB de 96 pog¢os em duplicata (25 pL/pogo). Mistura
recém-preparada de |Xa/FX/Fosfolipideo (50 uL), 25 pL de 25 mM de
CaCl2, e 50 ul de substrato FXa foi adicionada sequencialmente em
cada pogo com 5 minutos de incubacgao entre cada adicao. Apds incu-
bacdo com o substrato, 25 uL de 20% de acido acético foi adicionado
para terminar a reacdo de coloracdo, e a absorbancia de OD405 foi
medida com um instrumento SpectraMAX plus (Molecular Devices). Os
dados foram analisados com o software Pro SoftMax (versédo 5.2). O
nivel mais baixo de quantificacdo (LLOQ) é de 7,8 mIU/mL.

VWEF ELISA:

[000349] Anticorpo anti-VWF humano de cabra (purificado por afini-
dade, afinidade biolégica, GAVWF-AP) foi utilizado como anticorpo de
captura em 0.5ug/poco e VWF-EIA-D (Affinity Biologicals, VWF-EIA-D,
1: 100 em dilui¢cao) foi utilizado como anticorpo de deteccéo para o en-
saio VWF ELISA. Ensaio ELISA foi realizada seguindo o procedimento
de ELISA padrao, TMB foi utilizado como o substrato HRP, tampao de
PBST/1,5% de BSA/NaCl 0,5 M foi utilizado como tampéo de ligacao e
de bloqueio. O intervalo padrao de ensaio é de 100 ng para 0,78ng e
limite mais baixo de quantificagao do ensaio (LLOQ) é 7,8ng/mL.
Exemplo 3: Constructo do plasmideo de XTEN contendo constructos
de FVIII/VWE
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(a) Clonagem de pSYN-FVIII-161 (Figura 3)
[000350] O plasmideo FVIII-161 compreende uma estrutura de Fc

de cadeia simples (scFC) com sitios de clivagem de enzimas que s&o
processados durante a sintese de uma célula. O constructo tem um
dominio de ligagéo de FVIII de VWF de comprimento completo (D’D3).
[000351] O plasmideo (pSYN-FVIII-161) foi concebido para a ex-
pressao de FVIlI-Fc e heterodimero VWF-Fc, em que os dominios
D’D3para ligam FVIIl e impedem a interagdo de FVIII com fosfolipideos
e a proteina C ativada. A proteina de pSYN-FVIII -161 é expressa na
célula como um polipeptideo unico, onde o C-terminal da subunidade
FVIII-Fc é ligada ao N-terminal da subunidade de VWF D’D3-Fc por
um ligante de polipeptideo 6x (GGGGS) (SEQ ID NO : 64). Além disso,
sequéncias RRRRS (SEQ ID NO: 11) e RKRRKR (SEQ ID NO: 10)
foram inseridas na extremidade 5 e 3’ na extremidade do ligante de
polipeptideos, respectivamente, para a clivagem intracelular por con-
vertases pro-proteina apds o ultimo Arg em cada sequéncia. Assim, as
células podem expressar uma cadeia dupla de heterodimero FVIII-
Fc/D’'D3-Fc onde a cadeia de FVIII-Fc tem uma sequéncia RRRRS
(SEQ ID NO: 11) em C-terminal, mas o restante da sequéncia ligante
foi removida. Um fragmento AE288 XTEN imediatamente seguido por
polipeptideo IS {5X (GGGGS)} LVPRGSGG (SEQ ID NO: 122) (con-
tém o sitio de clivagem da trombina) é introduzido entre os dominios
de VWF e a regido Fc para facilitar a liberagcao do fragmento VWF de
FVIIl, uma vez a proteina heterodimérica FVIII-VWF é ativada pela
trombina, permitindo a interacdo de FVIII com outros fatores de coagu-
lacdo.

[000352] A sequéncia de proteina pSYN-FVIII-161 (SEQ ID NO: 101)
(sequéncia de FVIII na posicdo de aminoacido 1-1457; regidao subli-
nhado representa a regiao Fc; sublinhado curvilineo representa ligante

clivavel entre primeiro Fc e fragmento de VWF; regido dupla sublinha-
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da representa fragmento de VWF; regido em negrito representa ligante
clivavel entre fragmento de VWF e Fc.

I MQIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL
GELPVDARFP
51  PRVPESFPFN TSVVYKKTLEF VEFTDHLEFNI AKPRPPWMGL
LGPTIQAEVY

101 DTVVITLENM ASHPVSLHAV GV3YWKASEG AEYDDQTSOR
EXKEDDKVEPG

1531 GSHTYVWQVL KEENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVEDLNSG
LIGALLVCRE

201 GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TEKNSLMQDRD
AASARAWPEM

251 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL
EGHTFLVENH

301 RQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGQFLLFCH ISSHQHDGME
AYVKVDSCPE

3531 EPQLRMKNNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRED DDNSPSFIQI
RSVAKEKHPET

401 WVHYTAAEEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR
KYKKVRFMAY

451 TDETFETREA IQHESGILGF LLYGEVGDTL LIIFKNQASR
PYNIYPHGIT

501 DVRPLYSRRL PEGVKHLEDF PILPGEIFKY KWTVITVEDGP
TKSDPRCLTR

551 YYSS5FVNMER DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR
NVILFSVEDE

#01 NRSWYLTENI QRFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV
FDSLOLSVCL

©31 HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSGYTFEHE MVYEDTLTLE
PFSGETVEFMS

701 MENPGLWILG CHNSDEFRNRG MTALLKVSSC DKNTGDYYED
SYEDISAYLL

731  SENNATIEPRS FSONPPVLER HQREITRTTL QSDOEEIDYD
DTISVEMKEKE

0L DFDIYDEDEN QSPRSFQKKT RHYFIAAVER LWDYGMS5S55P
HVLENRAQSG

8531 SVPQFEKVVF QEFTDGSFTQ PLYRGELNEH LGLLGPYIRA
EVEDNIMVTE

901 RNQASRPYSF YSSLISYEED QRQGAEPREN FVKPNETKTY
FWEVQHHMAP
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951 TKDEFDCKAW AYFSDVDLEK DVHSGLIGPL LVCHTNTLNE
AHGROVTVOE
1001 FALFFTIFDE TKSWYFTENM ERNCRAPCNI QMEDPTFKEN
YRFHAINGYI
1051 MDTLPGLVMA QDQRIRWYLI, SMGSNENIHS IHFSGHVETV
RKKEEYKMAL
1101 YNLYPGVFET VEMLPSKAGI WRVECLIGEH LHAGMSTLFL
VYSNKCQTPL
1151 GMASGHIRDF QITASGQYGQ WAPKLARLHY SGSINAWSTK
EPFSWIKVDL
1201 LAPMIIHGIK TQGARQKFSS LYISQFIIMY SLDGKKWQTY
RGNSTGTLMV
1251 FFGNVDSSGI KHNIFNPPII ARYIRLHPTH YSIRSTLRME
LMGCDLNSCS
1201 MPLGMESKAI SDAQITASSY FTNMFATWSP SKARLHLOGR
SNAWRPOVNN
1351 PKEWLOVDFQ KTMKVTGVTT QGVKSLLTSM YVKEFLISSS
QDGHOWTLEFE
1401 QNGKVKVFQG NQDSFTPVVN SLDPPLLTRY LRIHPQSWVH
QIALRMEVLG
14531 CEAQDLYDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPKPKDTLMI
SRTPEVTCVV
1501 VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SVLTVLHQDW
1551 LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP
SRDELTKNQV
1601 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSKLTVD
1651 KSRWQQGNVFE SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGKRRRRSG
GGGSGGGGSE
1701 GGGSGGGGESG GGGSGGGGSR KRRKRSLSCR PPMVKLVCPA
DNLRAEGLEC
1751 TKTCONYDLE CMSMGCVSGC LCPPGMVRHE NRCVALERCE
CFHQGKEYAP
1801 GETVKIGCNT CVCRDRKWNC TDHVCDATCS TIGMAHYLTFE
DGLKYLFPGE
1851 COYVLVODYC GSNPGTFRIL VGNKGCSHPS VKCKKRVTIL
VEGGEIELFD
1901 GEVNVKRPMK DETHFEVVES GRYIILLLGK ALSVVWDRHL
SISVVLKQTY
1951 QEKVCGLCGN FDGIQNNDLT SSNLQVEEDP VDFGNSWKVS
SQCADTRKVP
2001 LDSSPATCHN NIMKQTMVDS SCRILTSDVF QDCNKLVDPE
PYLDVCIYDT
2051 CSCESIGDCA AFCDTIAAYA HVCAQHGKVV TWRTATLCEQ
SCEERNLREN
2101 GYEAEWRYNS CAPACQVTCQ HPEPLACPV(Q CVEGCHAHCP
PGKILDELLQ
2151 TCVDPEDCPV CEVAGRRFAS GKKVTLNPSD PEHCQICHCD

VVNLTCEACO
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27201 EPISGTSESA TPESGPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP
GSEPATSGSE

2251 TPGTSESATP ESGPGISTEP SEGSAPGSPA GSPTSTEEGT
SESATPESGP

2301 GSEPATSGSE TPGTSESATP ESGPGSPAGS PTSTEEGSPA
GSPTSTEEGT

2351 STEPSEGSAP GTSESATPES GPGTSESATFP ESGPGTSESA
TPESGPGSEP

2401 ATSGSETPGS EPATSGSETP GSPAGSPTST EEGTSTEPSE
GSAPGTSTEP

2451 SEGSAPGSEP ATSGSETPGT SESATPESGP GTSTEPSEGS
APDSGGGGSG

2501 GEE5GGEEESGE GGEESGEEESL VPRGSGGDET HTCPPCPAPE
LLGGPSVELE

2551 PPEPEDTLMI SRTPEVTCVYV WDVSHEDPEV KFNWYVDGVE
WHNAKTEPRE

2601 EQYNSTYRVYV SVLTVLHQDW LNGKEYKCEW SNEKALPAFPIE
KTISKAKGOP

2621 REPOQVYTLPP SRDELTENQV SLTCLVEGEY PSDIAVEWES
NGOPENNYKT

2701 TPPVLDSDGS FFLYSKLTVD KSEWQOGNVE SCSVMHEALH
NHYTOKSLSL

2751 SPGK

(b) Clonagem de pSYN-FVIII-168, 175, 172 e 174 (Figura 4A-4D)

[000353] pSYN-FVIII-168, 172, 174 e 175 sao derivados de pSYN-
FVIII-161. Mutacdes 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 extensdo da meia-vida. Para o constructo

pSYN-FVIII-175, a sequéncia de cédon D’D3 foi removida para formar
pSYN-FVIII-168 para avaliagao do efeito da tecnologia de Fc e XTEN
em extensao 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 extensdo da meia-vida, e a sequéncia de cédons D’D3 foi removida
do pSYN-FVIII-172 para formar pSYN-FVIII-174 para avaliacdo do
efeito da tecnologia de Fc e XTEN em extensdo meia-vida de FVIII.

(c) Clonagem de pSYN-FVIII-170 (Figura 4E)

[000355] pSYN-FVIII-170 foi construido de modo a avaliar o efeito de
XTEN e fragmento D’'D3 de extensao da meia-vida de FVIII. A sequén-
cia de codons do fragmento VWF-D1D2D’'D3 e BDD-FVIII foram intro-

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 237/308



232/292

duzidos na extremidade 5’ e na extremidade 3’ de cassete de expres-
sdo, uma sequéncia de cdédons AE288 XTEN seguida por um ligante
clivavel trombina de 35 aa foi utilizado para conectar o VWF e molécu-
la de FVIIl. Apds o processamento intracelular, a proteina secretada
compreende um polipeptideo que contém o fragmento de D’D3 da mo-
lécula madura de VWF, que esta ligada ao N-terminal de BDD-FVIII
maduro por um ligante clivavel trombina AE288 XTEN/35 aa.
Sequéncia de proteina pSYN-FVIII-170 (SEQ ID NO: 102)

SLSCRPPMVE LVCPADNLRA EGLECTEKTCO NYDLECMSMG
CWSGCLCFPEG
21 MVREHENRCWVA LERCPCFHQG KEYAPGETVE IGCNTCWVCRD
EEWNCTDHVC

101 DATCSTIGMA HYLTFDGLEY LEFPGECOYVL VODYCGSNPG
TEFRILVGHEG

131 CSHPSVEKCEKK RVTILVEGGE IELFDGEVNY KRPMEDETHE
EVVESGRYII

200 LLLGEALSVYV WDRHLSISVV LEQTYQREEVC GLCGNEDGIQ
NHDLTSSHLO

2531 VEEDPFVDEFGN SWEV3SSQCAD TREKVPLDSSP ATCHNNIMEQ
TMVDSSCRIL

201 TSDVEFQDCNK LVDFPEPYLDYV CIYDTCSCES IGDCAAFCDT
IAAYAHVCAD

251 HGEVVTWRTA TLCPOSCEER NLRENGYEAE WRYNSCAPAC
OVTCOQHPEPL

401 ACPVQOCVEGC HAHCPPGKIL DELLQTCVDP EDCPVCEVAG
ERFASGEEVT

451 LNPSDPEHCQ ICHCDVVNLT CEACQEPISG TSESATPESG
PGSEPATSGS

501 ETPGTSESAT PESGPGSEPA TSGSETPGTS ESATPESGPG
TSTEPSEGSA

551 FPGSPAGSPTS TEEGTIESAT PESGPGSEPA TSGEETPGTS
ESATPESGPG

01 SPAGSPTSTE EGSPAGSPTS TEEGTSTEPS EGSAPGTSES
ATPESGPGTS

631 ESATPESGPG TSESATPESG PGSEPATSGS ETPGSEPATS
GSETPGSPAG

o1 SPTSTEEGTS TEPSEGSAPG TSTEPSEGSA PGSEPATSGS
ETPGTSESAT

721 PESGPGTSTE FPSEGSAPDSG GGGSGGEGEGSGE GGG3GGEGEGSG
GGGSLVPRGS

H0L GGASATERYY LGAVELSWDY MOSDLGELPV DARFPPRWVPE
SEPFNTSVVY

§3% EKKTLEFVEFTD HLFNIAKPRFP PWMGLLGPTI QAEVYDTVVI
TLENMASHEV

2507 SLHAVGVIYW KASEGAEYDD QTSQREKEDD KVEFPGGSHTY
VHWOVLEENGPE

551 MASDPLCLTY SYLSHVDLVE DLNSGLIGAL LVCREGSLAK
EKTQTLHEET
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1001 LLFAVFDEGK SWHSETKNSL MQDRDAASAR AWPKMHTVNG
YUVNRSLPGLI
1051 GCHRKSVYWH VIGMGTTPEV HSIFLEGHTF LVRNHRQASL
EISPITFLTA
1101 QTLLMDLGQF LLFCHISSHQ HDGMEAYVKV DSCPEEPQLR
MKNNEEAEDY
1151 DDDLTDSEMD VVRFDDDNSP SFIQIRSVAK KHPKTWVHYI
AAEEEDWDYA
1201 PLVLAPDDRS YKSQYLNNGP QRIGRKYKKV RFMAYTDETF
KTREAIQHES
1251 GILGPLLYGE VGDTLLIIFK NQASRPYNIY PHGITDVRPL
YSRRLPKGVK
1201 HLKDFPILPG EIFKYKWTVT VEDGPTKSDP RCLTRYYSSF
VNMERDLASG
1351 LIGPLLICYK ESVDORGNQI MSDKRNVILF SVFDENRSWY
LTENIQRFLP
1401 NPAGVQLEDP EFQASNIMHS INGYVFDSLQ LSVCLHEVAY
WYTILSIGAQT
14%1 DFLSVFFSGY TFKHKMVYED TLTLFPFSGE TVFMSMENPG
LWILGCHNSD
1501 FRNRGMTALL KVSSCDKNTG DYYEDSYEDI SAYLLSKNNA
IEPRSFSQONP
1551 PVLKRHQREI TRTTLQSDQE EIDYDDTISV EMKKEDEDIY
DEDENQSPRS
1601 FQKKTRHYFI AAVERLWDYG MSSSPHVLRN RAQSGSVPQF
KKVVEQEFTD
1651 GSFTQPLYRG ELNEHLGLLG PYIRAEVEDN IMVTFRNQAS
RPYSFYSSLI
1701 SYEEDQRQGA EPRKNFVKPN ETKTYFWKVQ HHMAPTKDEF
DCKAWAYFSD
751 VDLEKDVHSG LIGPLLVCHT NTLNPAHGRQ VTVQEFALFF
TIFDETKSWY
1801 FTENMERNCR APCNIQMEDP TFKENYRFHA INGYIMDTLP
GLVMAQDQRI
1%51 RWYLLSMGSN ENIHSIHFSG HVFTVRKKEE YKMALYNLYP
GVFETVEMLP
1901 SKAGIWRVEC LIGEHLHAGM STLFLVYSNK CQOTPLGMASG
HIRDFQITAS
1951 GQYGOWAPKL ARLHYSGSIN AWSTKEPFSW IKVDLLAPMI
THGIKTQGAR
2001 QKFSSLYISQ FIIMYSLDGK KWQTYRGNST GTLMVEFGNV
DSSGIKHNIF
2051 NPPIIARYIR LHPTHYSIRS TLRMELMGCD LNSCSMPLGM
ESKAISDAQI
2101 TASSYFTNMF ATWSPSKARL HLOGRSNAWR PQOVNNPKEWL
QVDFQKTMEV
2151  TGVTTQGVKS LLTSMYVKEF LISSSQDGHQ WILFFONGKV
KVFQGNQDSF
2201 TPVVNSLDPP LLTRYLRIHP QSWVHQIALR MEVLGCEAQD LY
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Exemplo 4: Injecdo hidrodinamica 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 extensdo da meia-vida juntos. Para
avaliar o seu potencial de extensdo meia-vida de FVIIl, 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 inje¢cao hidro-
dindmico (HDI), na dose 100 ug/camundongo. Amostras de sangue
foram entdo coletadas pela coleta retro orbital no sangue em 24 horas
apoés HDI. A atividade de FVIII no plasma apds HDI foi analisada por
ensaio cromogénico de FVIII, e os resultados foram listadas na Tabela
17 e Figura 5. Em comparagao com o tipo selvagem BDD-FVIII, todos
DNA contendo constructos XTEN geraram atividade plasmatica de
FVIII significativamente maior apds 24 horas de HDI, indicando as mo-
|éculas correspondentes que tinham meia-vida de proteina em circula-
¢ao significativamente maior do que BDD-FVIII. A aplicagdo da combi-
nacido desses elementos que estendem a meia-vida também foi avali-
ada em animais hemofilicos.

TABELA 17: Atividade plasmatica de FVIII ap6és 24h de HDI em ca-

mundongos DKO FVII/VWF

Constructo DNA | BDD-FVIII| FVIII-161 [FVII-168 |FVIII-172 |BDD-FVIII| FVIII-170
Dose DNA
(Mg/camundongo)
Atividade de FVIII
(mU/mL)

100 100 100 100 50 50

219+£72 | 24461012 |2209+609(1671+223| 197+21 | 39930

Injecdo hidrodindmica:

[000357] Injegdo hidrodindmica é um método eficiente e seguro de
liberacdo de gene néo viral para o figado em pequenos animais, como
camundongos e ratos. Foi originalmente descrito como uma rapida in-
jecao de uma solugdo de DNA de plasmideo naked/solucdo 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 plasmideo naked con-
tém o gene de interesse e o figado produzido em um décimo do volu-
me do peso corporal animal. A proteina alvo é produzida no figado a
partir do DNA injetado e pode ser detectada dentro de 24 horas apoés a
injecdo. As amostras plasmaticas foram entdo coletadas para estudar
a propriedade terapéutica da proteina expressa.

[000358] Para todas as injegbes hidrodindmicas que foram realiza-
das aqui, 2 ml de DNA de plasmideo em solucao salina estéril 0,9% foi
liberada por via de injegcdo 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. Apds as amostras de
sangue terem sido coletadas por meio de coleta de sangue retro-
orbital, amostras plasmatica foram obtidas e armazenadas a -80°C pa-
ra posterior analise.

Exemplo 5: Construgao do plasmideo de sistema de co-transfeccao
para heterodimero FVIIIFc-VWF contém insergdes XTEN (Figura 6)
[000359] Para aumentar o rendimento da producédo de proteinas,
dois sistemas de co-transfecgcédo foram gerados para produgao de pro-
teina, que contém trés constructos de DNA. O primeiro constructo de
DNA codifica uma proteina de fusdo de FVIlI-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 mutagdes R1645A/R1648A (pSYN-FVIII-169, Figura
6A), a cadeia leve de FVIII foi entdo diretamente fundida com um unico
fragmento Fc. O segundo constructo de DNA é pSYN-VWF-031, que
codifica uma proteina de fusdo de Fc-D’D3 (Exemplo 1). As células
HEK293F foram transfectadas com os dois plasmideos juntamente

com um terceiro plasmideo (PC5) em proporcédo 80: 15: 5. As protei-
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nas secretadas foram sintetizadas como heterodimero FVIII (XTEN)
Fc/D’'D3Fc e dimero D’D3Fc e o heterodimero FVIII (XTEN) Fc/D’D3Fc
foi separado do dimero D’D3Fc por purificagdo de proteinas.
pSYN-FVIII-169 mature Sequéncia de proteina (SEQ ID NO: 103):

1 ATRRYYLGAV
NTSVVYKKTL
51 FVEFTDHLEN
MASHEVSLHA
101 VGVSYWEASE
LEENGFMASD
131 PLCLTYSYLS
TLHEFILLEA
201 VFDEGKSWHS
SLPGLIGCHR
251 KSVYWHVIGM
[TELTAQTLL
MDLGQFLLEC
EEAEDYDDDL
TDSEMDVVRE
EDWDYAPLVL
401  APDDRSYKSQ
ATQHESGILG
451  PLLYGEVGDT
LEFKGVEHLED

SUL

351

201 FPILPGEIFK
EDLASGLIGP
1 LLICYKESVD
IQRFLPNPAG
01 VOLEDPEFQA
SIGAQTDFLS
VEFFSGYTEEH
GCHNSDEFRNR
701 GMTALLEVSS
SESQNGAPGT
TH1 SESATPESGP
SGEETPGTSE
201  SATPESGPGT
ESGFGSEFAT
531 SGSETPGTSE
EEGTSTEFSE
2] GSAPGTSESA
GSEPATSGSE
251 TPGSEPATSG
STEPSEGSAP
1401 GSEPATSGSE
FVLERHQAET
145%L  TRTTLQSDOE
FOEKTRHYFEI

L
o

£o1
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ELSWDYMOSD

LAKFPEPPWMG

GAEYDDQTSO

HWVDLVEDLNS

ETENSLMODR

GTTPEVHSIF

HIS5HOHDGHM

DDDNSPSFIQ

YLNNGPORIG

LLITFENQAS

YEWTVTVEDG

QRGNQIMEDK

SNIMHSTNGY

KMVYEDTLTL

CDENTGDYYE

GSEPATSGSE

STEPSEGSAP

SATPESGPGS

TPESGPGTSE

SETPGSPAGS

TEGTSESATFE

EIDYDDTISV

LGELEFVDARF

LLGPTIQAEY

REKEDDEVEP

GLIGALLVCR

DAASARAWEK

LEGHTFLVEN

EAYVEVDSCPE

IRSVAEKHPK

REYKEVREFMA

RPYNIYFHGI

PTESDPRCLT

RNVILESVFD

VEFDSLOLSVC

FPESGETVEM

DSYEDISAYL

TPGTSESATE

GSPAGSPTST

PAGSFTSTEE

SATPESGPGT

PTSTEEGTST

ESGPGTSTEF

EMEKEDEDILY

PEPRVPESEFPF

YOTYVVITLEN

GGSHTYVWOV

EGSLAKEKTO

MHTVNGYVNR

HEOASLEISP

EEPOLEMENN

TWVHY IAREE

YTDETFETRE

DVRPLY SRR

RYYS35FWVNME

ENREWYLTEN

LHEVAYWYTL

SMENPGLWIL

LSKENNATIEPR

ESGPGSEPAT

EEGTSESATP

GEPRGSPTST

SESATPESGP

EPSEGSAPGT

SEGSAPASSFP

DEDENQGSPRS
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1101 AAVERLWDYG MSSSPHVLRN RAQSGSVPQF KEKVVFQEFTD
GSFTQPLYRG

1151 FELNEHLGLLG PYIRAEVEDN IMVTFRNQAS RPYSFYSSLI
SYEEDQROGA

1201 FEPRENFVEPN ETKTYFWKVQ HHMAPTKDEF DCKAWAYFSD
VDLEKDVHSG

1251 LIGPLLVCHT NTLNPAHGRQ VIVQEFALFF TIFDETKSWY
FTENMERNCR

1301 APCNIOMEDP TFKENYRFHA INGYTMDTLE GLVMAQDORT
RWYLLSMGSN

1351 ENIHSIHFSG HVFTVRKKEE YKMALYNLYP GVFETVEMLP
SKAGIWRVEC

1401 LIGEHLHAGM STLFLVYSNK COTPLGMASG HIRDFQITAS
GOYGOWAPKL

1451 ARLHYSGSIN AWSTKEPFSW IKVDLLAPMI IHGIKTQGAR
QKFSSLYISQ

1501 FIIMYSLDGK KWOTYRGNST GTLMVFFGNV DSSGIKHNIF
NEBPITARYIR

1551 LHPTHYSIRS TLRMELMGCD LNSCSMPLGM ESKAISDAQI
TASSYFTNMF

1601 ATWSPSKARL HLOGRSNAWR POVNNPKEWL QVDFOKTMKY
TGVTTOGVKS

1651 LLTSMYVKEF LISSSQDGHQ WILFFQNGEY KVFQGNQDSE
TPVUNSLDEP

1701 LLTRYLRIHP QSWVHQIALR MEVLGCEAQD LYDKTHTCEP
CPAPELLGGP

1751 SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSH EDPEVEKEFNWY
VDGVEVHNAK

1801 TEKPREEQYNS TYRVVSVLTV LHODWLNGEE YECKVSNEAL
FAPIEKTISK

1851  AKGQPREPQV YTLEPSRDEL TENQVSLTCL VKGFYPSDIA
VEWESNGQPE

1501 NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKESEWQ QGNVESCSVM
HEALHNHYTOQ

1851 KSLSLSPGK
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pSYN-FVIII-173 sequéncia de proteina madura (SEQ ID NO: 104):

1  ATRRYYLGAV ELSWDYMQSD LGELPVDARF PPRVPKSFPF
NTSVVYKKTL

51 FVEFTDHLFN TAKPRPPWMG LLGPTIQAEV YDTVVITLKN
MASHPVSLHA

101 VGVSYWKASE GAEYDDQTSQ REKEDDKVFP GGSHTYVWQV
LKENGPMASD

151 PLCLTYSYLS HVDLVKDLNS GLIGALLVCR EGSLAKEKTQO
TLHKFILLFA

201 VFDEGKSWHS ETKNSLMODR DAASARAWPK MHTVNGYVNR
SLPGLIGCHR

251 KSVYWHVIGM GTTPEVHSIF LEGHTFLVRN HRQASLEISP
ITFLTAQTLL

301 MDLGQFLLFC HISSHQHDGM EAYVKVDSCP EEPQLRMKNN
EEAEDYDDDL

351 TDSEMDVVRF DDDNSPSFIQ IRSVAKKHPK TWVHYIAAEE
EDWDYAPLVL

401 APDDRSYKSQ YLNNGPQRIG RKYKKVRFMA YTDETFKTRE
AIQHESGILG

451 PLLYGEVGDT LLIIFKNQAS RPYNIYPHGI TDVRPLYSRR
LPKGVKHLKD

501 FPILPGEIFK YKWTVIVEDG PTKSDPRCLT RYYSSFVNME
RDLASGLIGP

551 LLICYKESVD QRGNQIMSDK RNVILFSVFD ENRSWYLTEN
IORFLPNPAG

£01 VQLEDPEFQA SNIMHSINGY VFDSLOLSVC LHEVAYWYIL
SIGAQTDFLS

£51 VFFPSGYTFKH KMVYEDTLTL FPFSGETVFM SMENPGLWIL
GCHNSDFRNR

701 GMTALLKVSS CDKNTGDYYE DSYEDISAYL LSKNNAIEPR
SFSONGAPGT

751 SESATPESGP GSEPATSGSE TPGTSESATP ESGPGSEPAT
SGSETPGTSE

£01 SATPESGPGT STEPSEGSAP GSPAGSPTST EEGTSESATP
ESGPGSEPAT

551 SGSETPGTSE SATPESGPGS PAGSPTSTEE GSPAGSPTST
EEGTSTEPSE

901 GSAPGTSESA TPESGPGTSE SATPESGPGT SESATPESGP
GSEPATSGSE

951 TPGSEPATSG SETPGSPAGS PTSTEEGTST EPSEGSAPGT
STEPSEGSAP
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1001 GSEPATSGSE TPGTSESATP ESGPGTSTEP SEGSAPASSP
PVLKRHOREI

1051 TRTTLQSDQE EIDYDDTISV EMKKEDFDIY DEDENQSPRS
FOKKTRHYFI

1101 AAVERLWDYG MSSSPHVLRN RAQSGSVPQF KKVVFQEFTD
GSFTQPLYRG

1151 ELNEHLGLLG PYIRAEVEDN IMVTFRNQAS RPYSFYSSLI
SYEEDQROGA

1201 EPRKENFVEPN ETKTYFWKVQ HHMAETKDEF DCKAWAYFSD
VDLEKDVHSG

1251 LIGPLLVCHT NTLNPAHGRQ VIVQEFALFEF TIFDETKSWY
FTENMERNCR

1201 APCNIQMEDP TFKENYRFHA INGYIMDTLP GLVMAQDORI
RWYLLSMGSN

1351 ENIHSIHFSG HVEFTVRKKEE YKMALYNLYP GVFETVEMLP
SKAGIWRVEC

1401 LIGEHLHAGM STLFLVYSNK CQTPLGMASG HIRDFQITAS
GOYGOWAPKL

1451 ARLHYSGSIN AWSTKEPFSW IKVDLLAPMI IHGIKTQGAR
QKFSSLYISQ

1501 FIIMYSLDGK KWQTYRGNST GTLMVFFGNV DSSGIKHNIF
NPPIIARYIR

1551 LHPETHYSIRS TLRMELMGCD LNSCSMPLGM ESKAISDAQI
TASSYFTNME

1601 ATWSPSKARL HLQGRSNAWR PQVNNPKEWL QVDEQKTMKV
TGVTTQGVKS

1651 LLTSMYVKEF LISSSQDGHQ WTLFFONGKV KVFQGNQDSF
TPVVNSLDPP

1701 LLTRYLRIHP QSWVHQIALR MEVLGCEAQD LYDKTHTCPP
CPAPELLGGP

1751 SVFLFPPKPK DTLMISRTPE VTCVVVDVSH EDPEVKFNWY
VDGVEVHNAK

1501 TKPREEQYNS TYRVVSVLTV LHODWLNGKE YKCKVSNEKAL
PAPIEKTISK

1351 AKGQPREPQV YTLPPSRDEL TENQVSLTCL VKGFYPSDIA
VEWESNGQPE

1901 NNYKTTPPVL DSDGSFFLYS KLTVDKSRWQ QGNVESCSVM
HEALHNHYTQ

1951 KSLSLSPGK

Exemplo 6. Purificagdo da proteina para FVIII-169/VWF e FVIII
173/VWF-031
[000360] A etapa de filtragcdo de fluxo tangencial (TFF) foi utilizada
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para troca de tampao do meio condicionado clarificado. O heterodime-
ro FVIII-169/ VWF-031 ou FVIII-173/VWF-031 foi entdo purificado utili-
zando um processo de cromatografia em duas etapas. Uma resina de
troca anidnica fraca foi utilizada, seguido por cromatografia de afinida-
de. O produto final purificado tinha pureza aceitavel por SEC-HPLC. A
atividade especifica era compativel com FVIII sem dominio B, como
medido pelo ensaio cromogénico de FVIII e concentragédo em A280. A
pureza e a presenca de cada fracdo desta molécula foram confirmadas
por SDS-PAGE e Western blotting.

Exemplo 7. Avaliagdao da capacidade de ligacdo a VWF de FVIII-
169/VWF-031 por ensaio de Octeto

[000361] A capacidade de ligacdo a VWF de FVIII-169/VWF-031 foi
obtida pelas medicbes baseadas em interferometria de Bio-Camada
(BLI) (ensaio de Octeto) a 25°C com um instrumento ForteBio Octet
384, utilizando tampao de ligagcéo Tris (50 mM Tris, pH 7,2, NaCl 150
mM, CaCl., 5 mM). O ensaio octeto para a determinacéo da ligagéo a
FVIIl foi baseado na imobilizacdo hidrofobica de Fator de von Wille-
brand humano (Haematologic Technologies Catalog N.° HCVWF-0191)
sobre APS Biosensor, entdo, seguido pela ligacao de 1,0% Albumina
de Soro Bovino (Jackson ImmunoResearch Catalog N.° 001-000-161).
Resumidamente, hVWF (20 ug/mL) foi diluida em tampao Tris e carre-
gado através APS Biosensors para 600 segundos, obtendo-se cerca
de 3,0-3,5 nm de ligagcado sobre as sondas de reagdo. As sondas de
controle APS foram carregadas com 1,0% de BSA na auséncia de
hVWF para subtracdo de referéncia. Apds a carga, todas as sondas
foram incubadas em tampé&o Tris durante 300 segundos para estabe-
lecer uma linha de base nova. Subsequentemente, as sondas de bios-
sensores foram incubadas em solugdes de FVIII-XTEN 169 ou subs-
tancia de droga FVIlIFc (0, 0,6, 2, 6, 20, 60, 200, 600 IU/mL) durante 5

min em temperatura ambiente, seguido de etapa de dissociacédo de 5
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minutos. Utilizando o software de analise de dados de octetos, a res-
posta de ligacdo (nm) foi obtida a partir dos dados subtraidos (sonda
de reacdo menos sonda de referéncia). Nenhuma ligagédo a 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
FVII/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 fragdo do FVIII do VWF enddgeno.
HemA ou camundongos DKO FVIII/VWF foram tratados com uma do-
se intravenosa unica de FVIII-169/VWF-031 a 200 IU/kg, as amostras
plasmatica foram coletadas em 5 min, 8h, 24h, 48h e 72 horas apés a
dosagem. A atividade de FVIII de amostra plasmatica foi testada pelo
ensaio cromogénico de FVIII, e meia-vida do FVIII-169/VWF-031 foi
calculada utilizando o programa WinNonlin.

[000363] A inibicado completa dos constructos de ligagdo 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 éxito a ligagcdo a ligagao de FVIIl as
moléculas de VWF nativas, portanto meia-vida semelhante deFVIlI-
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
heterodimero FVIIIFC/VWF é independente do meia-vida de VWF en-
dogeno. A separagdo da meia-vida de heterodimero FVIIIFC/VWF a
partir da meia-vida de VWF enddgeno, eliminou o limite de extenséo

de FVIII e abriu a possibilidade de ampliar ainda mais a meia-vida do
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FVIIl além do limite de meia-vida de duas vezes imposta por VWF en-

dogeno.
TABELA 18: FVIII-169/VWF-031 PK em camundongos HemA e DKO
FVIII/VWE

AUC
Cepa de ca- | Recupe- ti2 MRT | ClI Vss

(h*kg*mliU/
mundongo racao (%) | (h) (h) (mL/h/kg) | (mL/kg)

mL/mIU)
FVIII/VWF

69 17,94 | 201 4,06 81,69 0,2461

DKO
HemA 83 16,65 | 18,44 | 3,57 85,72 0,28

[000364] A capacidade de proteger o FVIIl da insergao de XTEN e
fragmento D’D3 foi avaliada por comparagdo da meia-vida do FVIII-
169/VWF-031 com FVIII-169/Fc e FVIIIFc em camundongos DKO
FVIII/VWEF. Apés uma unica administragao 1V, 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 plasmatica foi tes-
tada pelo ensaio cromogénico de FVIII, e meia-vida do FVIII-155/VWEF-
031 foi calculada utilizando o programa WinNonlin.

[000365] Os resultados do estudo estao resumidos na Figura 8B e na
Tabela 19, rFVIlIIFc tem uma meia-vida de 1,6hr em camundongos
DKO, devido a perda de protecao de VWF. Quando uma insercao
XTEN foi introduzida na molécula FVIIIFc, a molécula resultante FVIII-
169/Fc tem uma meia-vida de 7 h, uma extensdo da meia-vida de 4
vezes pela insercdo 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
residéncia médio (MRT), eliminacdo (Cl) e AUC foram também obser-
vadas como mostrado na Tabela 19.

[000366] FVIII-169/VWF-031 alcangou 17-18hr de ti2 em ambos
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HemA e camundongos DKO FVIII/VWEF, que € o limite superior do teto
de extensdo de t12 que imposta pela eliminagdo de VWF. Mais ele-
mentos de extensdo de ti2 podem ser adicionalmente incorporados
nesta molécula, como uma segunda inser¢do XTEN dentro de FVIII. O
efeito sinérgico de fragmento D’'D3 e inser¢gbes XTEN prevista a possi-
bilidade da protecdo completa para FVIII de sua via de eliminagao, um
avanco final de 2 vezes no limite de extensdo de t12 em FVIII pode ser
alcancado pelas variantes FVIIIFC/XTEN/VWF.

TABELA 19. FVIII-169/VWF-031 PK em camundongos DKO FVIII/VWF

Cepa de AUC/D
Recupera- | ti2 | MRT Cl Vss
camun- |Tratamento _ (h*kg™mIU/
céo (%) (h) (h) | (mL/h/kg) | (mL/kg)
dongo mL/mliU)
rFVIIIFc 35 1,6 | 2,1 57,7 120,2 0,0173
FVII/VW | rFVIIT-169/
77 70 | 6,2 6,4 39,2 0,1573
F DKO Fc
rEVII-169/
69 17,9 | 20,1 4.1 81,7 0,2461
VWEF-031

Exemplo 9: PK de concentrado de meio celular com variantes de FVIII-
XTEN em camundongos DKO FVII/VWF expressando D’'D3

[000367] A capacidade de fragmento D’D3 em estender a t12 de FVII-
XTEN foi avaliada no modelo de camundongos DKO FVII/VWF ex-
pressando D’'D3 (descrito no exemplo 2). Neste estudo, em vez de
usar VWF-025 para introduzir o dimero D’D3 na circulagao, foi utilizado
constructo VWF-029 para introduzir o monémero D’D3 na circulagao.
Para preparar variantes da proteina FVIII-XTEN, um meio de cultura
em pequena escala de transfecc¢ao transitéria (50-100 mL) foi prepara-
do, no dia 4 apds a transfeccdo, 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 padrdo em camundongos
DKO FVII/VWF com ou sem D’D3 na circulagio.
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[000368] Total de seis variantes de FVIII-XTEN que contém inser-
cdes XTEN 1-3 foram testados no sistema, seus t12 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 circulagéo (Tabe-
la 20), o que demonstrou a prote¢do D’'D3 para FVIII-XTEN de suas
vias de eliminacdo. Além disso, quando comparado com sua meia-vida
de 14h em camundongos HemA, LSD0055.021 tem uma t12 de 20,4hr
em camundongos DKO que expressam D’D3 (Figura 9B, Tabela 20),
indica o avanco final do teto da extensdo da meia-vida em 2 para as
moléculas de FVIIl. Ao modificar ainda mais a molécula de FVIII
(XTEN)/VWEF, poderiamos potencialmente atingir ainda mais ti. de
FVIIIl, e oferecer aos pacientes HemA uma proteina FVIII que requer
apenas regime de administracdo de uma vez semanal ou menos fre-
quente.

TABELA 20. FVII-XTEN t12 em camundongos DKO FVIII/VWF ex-
pressando D'D3

# de ti2 (h) ti2 (h) t12 (h)

FVIILXTEN ID inser- |Sitio de|Tamanho Camun- |pLIVE-D'D3/ |Camun-
coes insercdos |XTEN dongos |Camundon- |dongos
XTEN DKO gos DKO 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 sequéncia XTEN (por exemplo, 144) é inserida imedia-
tamente a jusante do residuo de aminoacido 745 correspondente a
sequéncia 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 plasmatica de variantes de proteina rFVIIIFc
foi testada em plasma de camundongos duplo knockout (DKO)
FVIII/VWE. Para o ensaio de estabilidade, as células HEK293 foram
co-transfectadas com plasmideos para dirigir a expresséo de rFVIlIFc
ou FVIII-169 (rFVIlIIFc com 288 AE XTEN inserida na jungédo com o
dominio B) e os plasmideos que dirigem a expressao de IgG-Fc ou
VWF-031 (regido VWF D’D3 fundida com IgG-Fc). No quarto dia apds
a transfeccao, o meio de cultura de células foi colhido e concentrado a
30 IU/mL com base na atividade cromogénica do FVIIl. Meio de cultura
celular concentrado foi entdo adicionado em plasma de camundongo
DKO, para gerar uma atividade de FVIIl de 5 IU/ml e incubadas a
37°C. As aliquotas foram coletadas em diferentes pontos do tempo
para medicao da atividade por ensaio cromogénico. Atividade em cada
ponto de tempo foi medida em duplicada e a atividade média foi repre-
sentada graficamente como uma fungdo do tempo. A atividade de
FVIIIFc, uma molécula de FVIII de cadeia dupla (dc) em que as cadei-
as leve e pesada sao mantidas juntas por interagdo nao covalente, di-
minui com o tempo em plasma de camundongo DKO (Figura 10). A
atividade de FVIII-169: Fc, que contém uma insercao de 288 AE XTEN
na jungao com o dominio B, decai a uma taxa reduzida em relagéo a
rEVIIIFc, indicando que a estabilidade melhorada é conferida pela in-
sercao 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
FVIIl e o elemento VWF D’'D3 sdo fundidos com respectivos hemi-
dominios de Fc, apresentou estabilidade do plasma adicional em rela-
¢ao ao FVIII-169: Fc, indicando que o dominio de VWF D’'D3 e XTEN
tem um efeito sinérgico sobre a estabilidade do plasma de rFVIlIFc.

Exemplo 11: O efeito sobre a meia-vida de FVIII da fuséo Fc, inser¢éo
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XTEN e o fragmento de D’'D3 de VWF.

[000371] Para avaliar o efeito de fusdo Fc, insercdo XTEN e frag-
mento D’'D3 de VWF na meia-vida do FVIII, as propriedades farmaco-
cinéticas do FVIII recombinante sem o dominio B (rBDD-FVIII),
rFVIIIFe, 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 unica admi-
nistragdo intravenosa de 200 IU/kg de proteinas de FVIII, e amostras
plasmatica foram colhidas em pontos de tempo designados como indi-
cado na Figura 11. A atividade de FVIII das amostras plasmaticas foi
analisada por ensaio cromogénico FVIII e meia-vida foi calculada utili-
zando o programa WinNonlin-Phoenix. Os parametros de farmacociné-
tica das moléculas testadas estdo listados na Tabela 21. A curva de
regressao de tempo de atividade de FVIIlI no plasma para cada varian-
te de FVIII foi representada graficamente na Figura 11.

[000373] BDD-FVIII ndo modificado tinha uma meia-vida de 0,23 ho-
ras em camundongos DKO, a proteina de fusdo FVIIIFc tem uma lon-
ga meia-vida de 1,66 horas em camundongos DKO devido a recicla-
gem da proteina FVIIIFc através da interacdo Fc: FcRn. Quando um
residuo 288 de polipeptideo AEXTEN foi incorporado na regido do
dominio B de FVIII dentro da molécula FVIlIFc, a meia-vida da protei-
na FVIII169/Fc resultante foi ampliada para 7,41 h em camundongos
DKO. Finalmente, com a adicdo do dominio D’'D3 de VWF, a meia-vida
de heterodimero FVIII169/VWF031 atingiu 17,9 h em camundongos
DKO (Figura 11, Tabela 21). Além da meia-vida, todos os outros pa-
rametros PK melhoraram também proporcionalmente com a adi¢céo de
cada elemento (Tabela 21). FVIII pode tolerar multiplos elementos de
extensdo da meia-vida, e este efeito sinérgico dos trés elementos em
extensao da meia-vida de FVIII, permitiu a melhoria da meia-vida do
heterodimeros VWF FVIII-XTEN.
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Tabela 21: Parametros de PK de variantes FVIII

Inser¢des XTEN

Isoforma T.. |[MRT |[CI Vss AUC_D
FVill Comprimento

FVIII Sitio (h) |(h)  |(mL/h/kg) (mL/kg) |kg*h/mL

XTEN

BDD-FVIII dc 0,23 (0,24 (407,72 |97,42 |0,0025
FVIlIFc dc 1,66 [2,06 [62,66 128,82 0,0161
FVIII169/Fc sc B* |AE288 741 16,67 16,24 41,61 |0,1603
FVIII169/VWF031|sc B* |AE288 17,94 |20,1 4,06 81,69 |0,2463

* B indica uma sequéncia XTEN (por exemplo, 144) é inserida imedia-
tamente a jusante do residuo de aminoacido 745 correspondente a
sequéncia madura de FVIII.

Exemplo 12: Propriedades farmacocinéticas de diferentes heterodime-
ros de FVIII-XTEN_VWF

[000374] Para avaliar o efeito combinado do fragmento VWF-D’D3 e
insercdes XTEN sobre a meia-vida do FVIII, as propriedades farmaco-
cinéticas de heterodimeros FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc foram testadas em
camundongos HemA e comparados com os da isoforma de cadeia
unica do BDD-FVIII (scBDD-FVIII) e FVIII-169: VWF-031 (exemplo 10).
Sete novos constructos FVIII-XTEN-Fc foram gerados (sequéncias de
proteinas foram listadas na Tabela 24). Diagramas esquematicos des-
tes constructos estdo apresentados na Figura 14A-H. FVIIl 195 e o
FVIII-199, respectivamente, sdo a cadeia dupla de FVIII e isoformas de
cadeia unica que contém cada duas insercbes XTEN nas posicoes
1900 e 1656. FVIII-196 e o FVIII-201, respectivamente, sdo a cadeia
dupla de FVIII e isoformas de cadeia unica que cada uma contém trés
insercbes XTEN nas posic¢des 26, 1656 e 1900. FVIII-203, -204 e -205
sao moléculas sc-FVIIIFc com duas insergcdes XTEN na juncao de do-
minio B e nas posi¢des 1900, 403 ou 18, respectivamente. Cada cons-
tructo de FVIII-XTEN-Fc foi co-expresso com VWF-031 em células
HEK293 para produzir proteinas heterodiméricas FVIII-XTEN-Fc/VWF.

No quarto dia apos a transfecgdo, meio de cultura celular foi colhido e
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concentrado a 20 IU/mL com base na atividade cromogénica de FVIII
(FVII-195: VWF-031, FVIII-196: VWF-031, FVIII-199: VWF-031, FVIII-
203: VWF-031 e FVIII-204: VWF-031) ou purificado (scBDD-FVIII,
FVII-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 endogeno pelo fragmento de D’D3 no heterodimero
FVIII-XTEN-Fc: Fc-VWF (FVIII-169: VWF-031, Exemplo 5), camun-
dongos HemA foram escolhidos para as avaliagdes de PK. A proteina
purificada ou concentrada de meio de cultura de células foi administra-
da em camundongos HemA de 8-12 semanas de idade por adminis-
tracdo intravenosa, em uma dose de 200 |U/10 mL/kg. As amostras
plasmatica foram coletadas em 5 min, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h, 48 h, 72 h,
e 96 horas apdés a administracdo. Atividade de FVIII das amostras
plasmatica foi analisada por ensaio cromogénico de FVIII e meia-vida
foi calculada utilizando o programa WinNonlin-Phoenix. Os parametros
farmacocinéticos das moléculas testadas estéo 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 posi¢cdes 1900 e 1656 (FVIII-
195, FVIII-199) foi observada melhoria moderada da meia-vida para a
isoforma scFVIIl (FVIII-199: VWF-031) em comparagdao 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 unica pode ser significativamente mais estavel do que a cor-
respondente isoforma de cadeia dupla (Tabela 22 e Figura 12A).
Quando uma terceira insergdo XTEN foi incorporada em FVIII-199 na
posicao 26, a meia-vida da molécula resultante FVIII-201: VWF-031
atingiu 24,6 h, que representa mais do que uma melhora de trés vezes

na meia-vida em relagao a scBDD-FVIII (Tabela 22 e Figura 12C). No6s
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também testamos o efeito de extensdo da meia-vida da segunda in-
sercdo XTEN na posicdo 403 (dominio A2), 1900 (dominio A3) e 18
(dominio A1) cada uma em combinagcdo com inser¢do XTEN de domi-
nio B. Embora a adi¢gdo da inser¢do A2 ou A3 XTEN n&o confere um
beneficio adicional de meia-vida (Tabela 22, Figura 12b), a adigdo da
insercdo A1 estendeu ainda mais a meia-vida do heterodimero FVIII-
XTEN-Fc: Fc-VWF para 29,4 horas (Tabela 22, Figura 12C), que é
mais do que trés vezes maior do que o de scBDD-FVIII.

[000376] Quando XTENs foram incorporadas no constructo de hete-
rodimero FVIIIFc/VWF, o grau de melhoria da meia-vida das moléculas
resultantes era variavel, e nao foi observada nenhuma correlagcédo 6b-
via entre as meia-vidas e o local ou numero de inser¢gdo XTEN, suge-
rindo que a meia-vida do heterodimero FVIII-XTEN-Fc/VWF é determi-
nada pela integridade da molécula inteira, em vez de pelo numero ou a
colocacgao de insergdes XTEN.

[000377] As meias-vidas de 24,6 h e 29,4 h observadas para hetero-
dimeros FVIII-XTEN-Fc:VWF-Fc excederam claramente a limitacao de
1,6 a 2 vezes em extensdao da meia-vida de FVIIl. Se esta descoberta
se traduz para pacientes HemA, ela permitira a administracdo uma vez
por semana ou menos frequente para a profilaxia de FVIII.

Tabela 22: Parametros de PK de heterodimeros FVIII-XTEN-Fc/VWEF-

Fc
Inser¢cbes XTEN
FVilI T, |[MRT Cl Vss [AUC_D
FVII Comprimento
Isoforma|  Sitio (h) | (h) [(mL/h/kg)(mL/kg)kg*h/mL
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
AG144/
FVII195/VWF031] dc |1656/1900 12,56|13,88 9,04 |125,48| 0,11
AE144
AG144/
FVII199/VWF031] sc  |1656/1900 18,57|20,09 6,24 |125,28| 0,16
AE144
FVIII201/VWF031| sc 26/1656/ AG144/AG144/24,63|133,67 1,9 63,97 | 0,53
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1900 AE144
FVII203/VWFO031[ sc 403/B* (AE144/AE288(15,52| 18 3,65 [65,61| 0,27
FVIII204/VWF031| sc 1900/B* (AE144/AE288(16,3 |120,63| 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 sequéncia XTEN (por exemplo, 144) é inserida imedia-
tamente a jusante do residuo de aminoacido 745 correspondente a
sequéncia madura de FVIII.

[000378] Além da incorporacdo de XTEN na molécula de FVIII, tam-
bém avaliamos o potencial de beneficio de extensdo da meia-vida ao
incorporar XTEN como um ligante entre o fragmento de D’'D3 e Fc.
FVIII-155 (scFVIlIFc) foi co-expresso com VWF-034 (VWF-Fc com AE
288 XTEN mais um ligante clivavel trombina de 35 residuos) em célu-
las HEK293. No dia 4 pd6s a transfeccdo, 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 o0 meio
de cultura celular concentrado a 200 IU/10 mi/kg com uma unica inje-
cao intravenosa. As amostras plasmaticas foram coletadas em 5 min,
8 horas, 24 horas, 48 horas, 72 horas € 96 horas ap6s a administra-
cao. A atividade de FVIII de amostras plasmatica foi analisada por
analise cromogénica do FVIII, e a curva de regressao de atividade de
FVIII no plasma como uma fungédo 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 jungcdo de dominio B do FVIIl, como ilustrado pelas curvas de
regressao sobrepostas para as duas moléculas (Figura 13). A demons-
tracdo de que insercdo de XTEN no polipeptideo de VWF-Fc confere
melhoria da meia-vida de uma magnitude semelhante ao conferido pe-
la insercdo XTEN na juncdo de dominio B do polipeptideo FVIII sugere
gue outra melhora da meia-vida pode ser possivel em uma molécula
heterodimérica em que insercdo XTEN intramolecular no polipeptideo

de FVIIlI € combinada com insercdo XTEN interdominios entre os ele-
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mentos de VWF e Fc do polipeptideo Fc-VWF.

Exemplo 13A: Propriedades farmacocinéticas de heterodimeros FVIII-
XTEN_VWEF adicionais

[000379] Para além dos heterodimeros de FVIII-XTEN VWF que fo-
ram listados na Tabela 22, os heterodimeros de FVIII-XTEN VWF con-

tendo diferente composicéo de inser¢cdes XTEN, versdo de cadeia uni-

ca e cadeia dupla de FVIII (Tabela 23A) sao testados ou seréo testa-
dos em HemA por suas propriedades farmacocinéticas. Varios cons-
tructos de FVIII (Tabela 23B) e constructos de VWF (Tabela 23C) séo
também descritos abaixo. Camundongos HemA serdo tratados com
uma dose unica de administracéo intravenosa das proteinas heterodi-
méricas a 200 IU/10 mL/kg. As amostras plasmatica irdo depois ser
recolhidas em 5 min, 24, 48, 72, 96 e 120 horas apds a dosagem. Ati-
vidade de FVIII das amostras plasmatica sera analisada por ensaio
cromogénico FVIIl e meia-vida sera calculada utilizando o programa
WinNonlin-Phoenix. As sequéncias de proteinas dos heterodimeros
listados foram listadas na Tabela 25.

Tabela 23A. Combinagdes plausiveis de heterodimero 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 t128,7 h
- Camundongos | A ser testado -
DKO
pSYN FVIII 155 t126.3 h t1210,8 h t1218,6 h t1213,3 h
Camundongos | Camundongos | Camundongos | Camundongos
DKO HemA HemA HemA
pSYN FVIII 169 ** t1216,7 h t1231,1h
- Camundongos | Camundongos | -
HemA HemA
pSYN FVIII 173 ** t1215,2 h t1228,9 h
- Camundongos | Camundongos | A ser testado
DKO HemA
pSYN FVIII 205 t1229,4 h t1232,4 h t1229,7 h
- Camundongos | Camundongos | Camundongos
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pSYN VWF-015 | pSYN VWF-031 | pSYN VWF-034 | pSYN VWF-036
HemA HemA HemA
pSYN FVIII 266 t1224,5h t1227,4 h
- Camundongos Camundongos -
HemA HemA
pSYN FVII 267 - t1223,0h t1225,7h
Camundongos | Camundongos
HemA HemA
pSYN FVIII 268
- A ser testado A ser testado A ser testado
Isoforma de ca-
deia dupla de A ser testado A ser testado A ser testado
pSYN FVIII 268

**comprimento de XTEN pode ser alterado para 72, 144, 288, 324, 333, 576, ou 864.

Tabela 23B. Constructos FVIII:

pPSYN FVIII 010

cadeia dupla FVIIIFc

pPSYN FVIII 169

Cadeia simples FVIIIFc com 288 AE XTEN em dominio B

pPSYN FVIII 173

cadeia dupla FVIlIFc com 288 AE XTEN em dominio B

pSYN FVIII 195

cadeia dupla FVIlIFc com duas 144 XTENs em aminoacido
1656 e 1900

pPSYN FVIII 196

cadeia dupla FVIIIFc com trés 144 XTENs em aminoacido 26,
1656 e 1900

pSYN FVIII 199

Cadeia simples FVIlIFc com duas 144 XTENs em aminoacido
1656 e 1900

pSYN FVIIl 201

Cadeia simples FVIIIFc com trés 144 XTENs em aminoacido
26, 1656 e 1900

pSYN FVIII 203

Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoacido
1900 e 288 AE XTEN em dominio B

pSYN FVIII 204

Cadeia simples FVIlIIFc com 144 AE XTEN em aminoacido 403
e 288 AE XTEN em dominio B

pSYN FVIII 205

Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoacido 18 e
288 AE XTEN em dominio B

pSYN FVIII 207

Cadeia simples FVIII (sem Fc, sem XTEN)

pSYN FVIII 266

Cadeia simples FVIIIFc com 42 AE XTEN em aminoacido 18 e
288 AE XTEN em dominio B

pSYN FVIII 267

Cadeia simples FVIIIFc com 72 AE XTEN em aminoacido 18 e
288 AE XTEN em dominio B

pSYN FVIIl 268

Cadeia simples FVIIIFc com 144 AE XTEN em aminoacido 18

pSYN FVIII 269

Cadeia simples FVIIIFc com 72 AE XTEN em aminoacido 18

pSYN FVIII 271

Cadeia simples FVIIIFc com 42 AE XTEN em aminoacido 18
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PSYN FVIII 272 | Cadeia simples FVIIl com 144 AE XTEN em aminoacido 18 e
288 AE XTEN em dominio B (no Fc)

Tabela 23C. Constructos VWF:

PSYN VWF031 | VWF-D1D2D'D3- 48aa de comprimento clivavel por trombina
GS ligante-Fc com C1099A/C1142A

PSYN VWF034 | VWF-D1D2D'D3- 288AE XTEN +35aa de comprimento clivavel
por trombina GS ligante-Fc com C1099A/C1142A

PSYN VWF035 | VWF-D1D2D'D3- 72aa de comprimento clivavel por trombina
GS ligante-Fc com C1099A/C1142A

PSYN VWF036 | VWF-D1D2D'D3- 98aa de comprimento clivavel por trombina
GS ligante-Fc com C1099A/C1142A

PSYN VWF041 | VWF-D1D2D'D3 com 288 AE XTEN in D3 e 48aa de compri-
mento clivavel por trombina GS ligante apés D3-Fc com
C1099A/C1142A

Exemplo 13B: Propriedades farmacocinéticas de heterodimeros adici-
onais FVIII-XTEN_VWF

[000380] Heterodimeros FVIII-XTEN_VWF foram testados em ca-
mundongos HemA para suas propriedades farmacocinéticas. Os hetero-
dimeros testados sédo FVIII169/VWF034, FVIII205/VWF034, FVIII205/
VWFO036 e FVIII266/VWF031. Camundongos HemA foram administra-

dos com uma dose unica intravenosa de varias proteinas de heterodi-

mero a 200 1U/10 mL/kg. As amostras plasmaticas foram coletadas em
5 min, 24, 48, 72, 96 e 120 hrs apds a dosagem. A atividade de FVIII
das amostras plasmaticas foi analisada por ensaio cromogénico de
FVIII, e meias-vidas foram calculadas usando o programa WinNonlin-
Phoenix. Os resultados de PK s&o mostrados na Tabela 24.

Tabela 24. FVIII-XTEN_VWF adicionais - PK em Camundongos HemA

Vezes de

5min HL MRT | clI Vss AUC_D aumento

FVII
ScBDD-FVIII 7,16 10,16 | 4,83 44,44 0,23 -
FVIII169/VWF034 | 76 311 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
FVI111266/VWF031 66 2445 | 22,75 | 2,67 60,83 0,37 34

pSYNFVIII 010 sequéncia de nucleotideo-(Cadeia dupla FVIIIFc)
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1 ATCCARATAG
TGCGATTCTG
51 CTTTAGTGCC
CTGTCATGGG
101 ACTATATGCA
AAGATTTCCT
151 CCTAGAGTGC
TGTACARAAAR
201 GACTCTGTTT
GCTAAGCCAL
251 GGCCACCCTG
TGAGGTTTAT
301 GATACAGTGG
CTGTCAGTCT
351 TCATGCTGTT
GCTGALATATG
401 ATGATCAGAC
CTTCCCTGGT
451 GGAAGCCATA
GTCCAATGGC
501 CTCTGACCCA
GTGGACCTGG
551 TAARARGACTT
ATGTAGAGRR
601 COECAGTCTGE
TTATACTACT
651 TTTTGCTGTA
ACAARLAGAACT
701 CCTTGATGCA
GCCTAAARATG
751 CACACAGTCA
TGATTGGATG
801 CCACAGGARR
ACCACTCCTG
851 AAGTGCACTC
GAGGAACCAT
901 CGCCAGGCZGT
CTGCTCARAC
951 ACTCTTGATG
ATCTCTTCCC
1001 ACCAACATGA
CTGTCCAGAG
1051 GAACCCCAAC
ACTATGATGA
1101 TGATCTTACT
GATGACARACT
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AGCTCTCCAC

ACCAGAAGAT

ALGTGATCTC

CAARATCTTT

GTAGAATTCA

GATGGETCTG

TCATTACACT

GETGETATCCT

CAGTCARRAGG

CATATGTCTG

CTGETGCCTTA

GAATTCAGGC

CCAAGGAAAA

TTTGATGARG

GGATAGGGAT

ATGGTTATGT

TCAGTCTATT

ALTATTCCTC

CCTTGGARAT

GACCTTGGAC

TGGCATGGARA

TACGAATGAA

GATTCTGAAA

CTGCTTCTTT

ACTACCTGGG

GGTGAGCTGC

TCCATTCARC

CGGATCACCT

CTAGGTCCTA

TAAGAACATG

ACTGGAARAGT

GRGAAMAGARAG

GCAGGTCCTG

CCTACTCATA

CTCATTGGAG

GCACACAGACTC

GGARMAGTTG

GCTGCATCTG

AARCAGGTCT

GGCATGTGAT

GARAGGTCACHA

CTCGCCAATA

AGTTTCTACT

GCTTATGTCA

AAATAATGAA

TGGATGTGGT

CTGTGCCTTT

TGCAGTGGAR

CTGTGGACGC

ACCTCAGTCG

TTTCAACATC

CCATCCAGGC

GCTTCCCATC

TTCTGAGGGA

ATGATARRAGT

ARRGAGAATG

TCTTTCTCAT

CCCTACTAGT

TTGCACARAT

GCACTCAGAR

CTCGGECCTG

CTGCCAGGTC

TGGAATGGEGC

CATTTCTTGT

ACTTTCCTTA

GTTTTGTCAT

AMGTAGACAG

GAAGCGGAAG

CAGGTTTGAT
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1151 CTCCTTCCTT TATCCARATT CGCTCAGTTG CCAAGARGCA
TCCTAAAACT

1201 TGGGTACATT ACATTGCTGC TGAAGAGGAG GACTGGGACT
ATGCTCCCIT

1251 AGTCCTCGCC CCCGATGACA GAAGTTATAR ARGTCAATAT
TTGAACAATG

1301 GCCCTCAGCGE GATTGGTAGG AAGTACAAAA AAGTCCGATT
TATGGCATAC

1351 ACAGATGAAR CCTTTAAGAC TCGTGAAGCT ATTCAGCATG
AATCAGGRAT

1401 CTTGGGACCT TTACTTTATG GGGAAGTTGG AGACACACTG
TTGATTATAT

1451 TTAAGAATCA AGCAAGCAGA CCATATAACA TCTACCCTCA
CGGAATCACT

1501 GATGTCCGTC CTTTGTATTC AAGGAGATTA CCARARGGTG
TAAAACATTT

1551 GAAGGATTTT CCAATTCTGC CAGGAGRAAT ATTCARATAT
ARATGGACAG

1601 TGACTGTAGA AGATGGGCCA ACTAAATCAG ATCCTCGGTG
CCTGACCCGC

1651 TATTACTCTA GTTTCGTTAAR TATGGAGAGA GATCTAGCTT
CAGGACTCAT

1701 TGGCCCTCTC CTCATCTGCT ACARAGAATC TGTAGATCAR
AGAGGARRCC

1751 AGATAATGTC AGACAAGAGG AATGTCATCC TGTTTTCTGT
ATTTGATGAG

1801 AACCGAAGCT GGTACCTCAC AGAGAATATA CAACGCTTTC
TCCCCAATCC

1851 AGCTGGAGTG CAGCTTGAGG ATCCAGAGTT CCAAGCCTCC
AACATCATGC

1901 ACAGCATCARA TGGCTATGTT TTTGATAGTT TGCAGTTGTC
AGTTTGTTTG

1951 CATGAGGTGG CATACTGGTA CATTCTAAGC ATTGGAGCAC
AGACTGACTT

2001 CCTTTCTGTC TTCTTCTCTG GATATACCTT CAARACACARR
ATGGTCTATG

2051 ARGACACACT CACCCTATTC CCATTCTCAG GAGARACTGT
CTTCATGTICG

2101 ATGGAAARACC CAGGTCTATG GATTCTGGGG TGCCACARCT
CAGACTTTCG

2151 GAACAGAGGC ATGACCGCCT TACTGAAGGT TTCTAGTTGT
GACAAGARACA

2201 CTGGTGATTA TTACGAGGAC AGTTATGARG ATATTTCAGC
ATACTTGCTG

2251 AGTAAAAMCA ATGCCATTGA ACCAAGAAGC TTCTCTCARA
ACCCACCAGT

2301 CTTGARACGC CATCAACGGG ARATAACTCG TACTACTCTT
CAGTCAGATC

2351 ARGAGGAARART TGACTATGAT GATACCATAT CAGTTGARAT
GAAGAAGGARA
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2401 GATTTTGACA TTTATGATGA GGATGAARAAT CAGAGCCCCC
GCAGCTTTCA

2451 AARGAARARCA CGACARCTATT TTATTGCTGC AGTGGAGAGG
CTCTGGGATT

2501 ATGGGATGAG TAGCTCCCCA CATGTTCTAA GARACAGGGC
TCAGAGTGGC

25531 AGTGTCCCTC AGTTCAAGAA AGTTGTTTTC CAGGAATTTA
CTGATGGCTC

2601 CTTTACTCAG CCCTTATACC GTGGAGAACT ARATGAACAT
TTGGGACTCC

2651 TGGGGCCATA TATARGAGCA GAAGTTGAAG ATAATATCAT
GGTAACTTITC

2701  AGAARATCAGG CCTCTCGTCC CTATTCCTTC TATTCTAGCC
ITATTTCITA

2751 TGAGGAARGAT CAGAGGCAAG GAGCAGAACC TAGARRAARAC
TTTGTCAAGC

2801 CTAATGAARAC CAAARCTTAC TTTTGGAAARG TGCARCATCA
TATGGCACCC

2851 ACTAARGATG AGTTTGACTG CAARGCCTGG GCTTATTTCT
CTGATGTTGA

2901 CCTGGAARAR GATGTGCACT CAGGCCTGAT TGGACCCCTT
CTGGTCTGCC

2951 ACACTRACAC ACTGRACCCT GCTCATGGGA GACARGTGAC
AGTACAGGAA

3001 TTTGCTCTGT TTTTCACCAT CTTTGATGAG ACCAARAGCT
GGTACTTICAC

3051 TGAAAATATG GARAGAAACT GCAGGGCTCC CTGCAATATC
CAGATGGAAG

3101 ATCCCACTTT TAARAGAGAAT TATCGCTTCC ATGCAATCAA
TGGCTACATA

3151 ATGGATACAC TACCTGGCTT AGTAATGGCT CAGGATCARR
GGATTCGATG

3201 GTATCTGCTC AGCATGGGCA GCAATGRAAR CATCCATTCT
ATTCATTTCA

3251 GTGGACATGT GTTCACTGTA CCARARAARAG AGGAGTATAA
ARTGGCACTG

3301 TACRATCTCT ATCCAGGTGT TTTTGAGACA GTGGARATGT
TACCATCCARA

3351 AGCTGGAATT TGGCGGGTGG AATGCCTTAT TGGCGAGCAT
CTACATGCTG

3401 GGATGAGCAC ACTTTTTCTG GTGTACAGCA ATAAGTGTCA
GACTCCCCTG

3451 GGAATGGCTT CTGGACACAT TAGAGATTTT CAGATTACAG
CTTCAGGACA

3501 ATATGGACAG TGGGCCCCAA AGCTGGCCAG ACTTCATTAT
TCCGGATCAA

3551 TCAATGCCTG GAGCACCAAG GAGCCCTTTT CTTGGATCAR
GGTGGATCTG

3601 TTGGCACCAR TGATTATTCA CGGCATCAAG ACCCAGGGTG
CCCGTCAGAR
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3651 GTTCTCCAGC CTCTACATCT CTCAGTTTAT CATCATGTAT
AGTCTTGATG

3701 GGRAAGAAGTGE GCAGACTTAT CGAGGAAATT CCACTGGAAC
CITTRATGGTC

3751 TTCTTTGGCA ATGTGGATTC ATCTGGGATA AARCACALTA
TTTTTAACCC

3801 TCCAATTATT GCTCGATACA TCCGTTTGCA CCCARACTCAT
TATAGCATTC

3851 GCAGCACTCT TCGCATGGAG TTGATGGGCT GTGATTTARA
TAGTTGCAGC

3201 ATGCCATTGG GAATGGAGAG TAAAGCAATA TCAGATGCAC
AGATTACTGC

3251  TTCATCCTAC TTTACCAATA TGTTTGCCAC CTGGTCTCCT
TCARRAGCTC

4001 GACTTCACCT CCARGGGAGS AGTAATGCCT GGAGACCTCA
GGTGAATAAT

4051 CCRAARAGAGT GGCTGCAAGT GGACTTCCAG AAGACAATGA
BAGTCACAGG

4101 AGTARCTACT CAGGGAGTAR AATCTCTGCT TACCAGCATG
TATGTGAAGG

4151 AGTTCCTCAT CTCCAGCAGT CAAGATGGCC ATCAGTGGAC
TCTCTTTTTT

4201 CAGAATGGCA RAAGTARAGGT TTTTCAGGGA AATCAAGACT
CCTTCACACC

4251 TGIGGTGAAC TCTCTAGACC CACCGTTACT GACTCGCTAC
CTTCGAATTC

4301 ACCCCCAGAG TTGGGTGCAC CAGATTGCCC TGAGGATGGA
GGETTCTGGEEE

4351 TGCGAGGCAC AGGACCTCTA CGACARRACT CACACATGCC
CACCGTGCCC

4401 AGCTCCAGAA CTCCTGGGCG GACCGTCAGT CTTCCTCTTC
CCCCCARARRAC

4451 CCAAGGACAC CCTCATGATC TCCCGGACCC CTGAGGTCAC
ATGCGTGGTG

4501 GTGGACGTGA GCCACGAAGA CCCTGAGGTC AAGTTCAACT
GGTRACGTGGA

4551 CGGCGTGGAG GTGCATAATG CCAAGACARA GCCGCGGGAG
GAGCAGTACA

4601 ACAGCACGTA CCGTGTGGTC AGCGTCCTCA CCGTCCTGCA
CCARGGACTGG

4651 CTGAATGGCA AGGAGTACAAR GTGCAAGGTC TCCAACAAMG
CCCTCCCAGE

4701 CCCCATCGAG ARARACCATCT CCAARGCCAA AGGGCAGCCC
CGAGAACCAC

4751 AGGTGTACAC CCTGCCCCCA TCCCGGGATG AGUTGACCRR
GAACCAGGTC

4801 AGCCTGACCT GCCTGGTCAAR AGGCTTCTAT CCCAGCGACA
TCGCCGTGGA

4851 GTGGGAGAGC AATGGGCAGC CGGAGAACAA CTACAAGACC
RCGCCTCCCG

4901 TGTTGGACTC CGACGGCTCC TTCTTCCTCT ACAGCAARGCT
CACCGTGGAC

4951 ARGAGCAGGT GGCAGCAGGGE GARCGTCTTC TCATGCTCCG
TGATGCATGA

5001 GGCTCTGCAC AAMACCACTACA CGCAGARGAG CCTCTCCCTG
TCTCCGGGTA

2051 AATGA
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pSYNFVIIl 010 sequéncia de proteina-(Cadeia dupla FVIIIFc)

ID NO: 126)

1 MQIELSTCFF LCLLRFCF5A TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL

GELPVDARFP
51 PRVPKSFPFN
LGPTIQAEVY
101 DTVVITLKNM
EKEDDKVFPG
151 GSHTYVWQVL
LIGALLVCRE
201 GSLAKEKTQT
AASARAWPKM
251 HTVNGYVNRS
EGHTFLVRNH
301 RQASLEISPI
AYVKVDSCPR
351 EPQLRMKNNE
RSVAKKHPKT
401 WVHYIAAEEE
KYKKVRFMAY
451 TDETFKTREA
PYNIYPHGIT
501 DVRPLYSRRL
TKSDPRCLTR
551 YYSSFVNMER
NVILFSVFDE
6501 NRSWYLTENI
FDSLOLSVCL
£51 HEVAYWYILS
PFSGETVFMS
701 MENPGLWILG
SYEDISAYLL
751 SKNNAIEPRS
DTISVEMKKE
801 DFDIYDEDEN
HVLRNRAQSG
851 SVPQFKKVVF
EVEDNIMVTE
9501 RNQASRPYSF
FWKVQHHMAP
951 TKDEFDCKAW
AHGRQVTVOQE
1001 FALFFTIFDE
YRFHAINGYI
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TSVVYKKTLF
ASHPVSLHAV
KENGPMASDP
LHKFILLFAV
LEGLIGCHRK
TFLTAQTLLM
EAEDYDDDLT
DWDYAPLVLA
TQHESGILGP
PKGVKHLKDF
DLASGLIGPL
ORFLPNPAGY
IGAQTDFLSV
CHNSDFRNRG
FSONPPVLKR
OSPRSFQKKT
QEFTDGSFTQ
YSSLISYEED
AYFSDVDLEK

TESWYFTENM

VEFTDHLEFNI
GVSYWKASEG
LCLTYSYLSH
FDEGKSWHSE
SVYWHVIGMG
DLGQFLLEFCH
DSEMDVVRED
FDDRSYESQY
LLYGEVGDTL
FPILPGEIFEY
LICYRKESVDD
QLEDPEFQOAS
FFEGYTEFEHE
MTALLEVSSC
HOREITRTTL
RHYFIRAVER
PLYRGELNEH
QROGAEPREN
DVHSGLIGFL

FENCRAPCNT

AKPRFPWMGL
AEYDDQTSQR
VDLVEDLNSG
TENSLMODED
TTPEVHSIFL
I55HOHDGHME
DDNSPSFIQI
LNNGFORIGR
LITIFKNQASR
EWTVTVEDGPE
RGNOIMSDER
NIMHSINGYV
MVYEDTLTLE
DENTGDYYED
QSDOEEIDYD
LWDYGMS55F
LGLLGPYIRA
FVEPNETETY
LVCHTNTLNE

CMEDFTFEEN
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1051 MDTLPGLVMA QDQORIRWYLL SMGSNENIHS IHFSGHVETV
REEKEEYEMAL

1101 Y¥YNLYPGVFET VEMLPSKAGI WRVECLIGEH LHAGMSTLFL
VYSNKCQTPL

1151 GMASGHIRDE QITASGOYGED WAPKLARLHY SGSINAWSTE
EPFSWIKVDL

1201 LAPMITHGIK TOQGARQKFSS LYISQFIIMY SLDGEEWOQTY
RGNS TGTLMV

1251 FFGNVDSSGI KHNIFNFPII ARYIRLHPTH YSIRSTLRME
LMGCDLNSCS

1301 MPLGMESKAI SDAQITASSY FTNMFATWSE SKARLHLOQGR
SNAWRPOVNN

1351 PKEWLQUVDFQ KTMKVTGVTT QGVKSLLTSM YVKEFLISSS
ODGHOWTLEF

1401 QNGEVEVFQG NQDSFTPVVN SLDPPLLTRY LRIHPQSWWVH
OIALRMEVLG

1451 CEAQDLYDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLEF PPKPEDTLMI
SRTPEVTCVV

1501 VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SVLTVLHQDW

1551 LNGKEYKCKV SNKALPAPIE KTISKAKGQOP REPQVYTLPEP
SRDELTENQV

1601 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TEPVLDSDGS
FFLYSKLTVD

1651 KSRWQOGNVE SCSVMHEALH NHYTQESLSL SPGE*

Exemplo 14: Uma nova classe de moléculas de fator VIl de coagula-
cao com mais do que trés vezes a extensido meia-vida em camundon-
gos com hemofilia A

[000381]

conter dois polipeptideos; um que consiste em um FVIII sem o dominio

A nova classe de moléculas de FVIIlI foi concebida para

B de cadeia unica (BDD) com XTEN inserida em um ou mais locais
dentro da sequéncia de FVIII, e um que € um composto da regido de
D’D3 de VWF. Cada polipeptideo foi também fundido de modo recom-
binante com a regido Fc da IgG1 para permitir que a regidao D’'D3 seja
corretamente alinhada para ligar a fracdo de FVIIl. As variantes de
FVIII resultantes foram expressas em células HEK 293, por transfec-

cao transitoria, e purificadas a partir do meio condicionado. Atividade
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de FVIII foi avaliada por ensaio cromogénico de FVIIlI e as proprieda-
des farmacocinéticas foram avaliadas em ambos camundongos
knockout FVIII (HemA) e duplo knockout FVIII/VWF (DKO).

[000382] Incorporar regidao XTEN e D'D3 de VWF em rFVIIl levou ao
desacoplamento da eliminacdo das proteinas de fusao de VWF endo-
geno enquanto estende sua meia-vida de circulagdo. FVIII nesta confi-
guracéao de fusdo esta completamente protegido contra a interagir com
VWF, como medido por analise de interferometria de biocamada (Oc-
teto). Consistente com isto, os perfis farmacocinéticos em camundon-
gos HemA e DKO foram considerados idénticos, indicando que a sua
taxa de eliminagdo em camundongos foi efetivamente desconectada
do VWF. Otimizacdo de comprimento XTEN e os sitios de insercao
XTEN identificaram um subconjunto de proteinas que excedeu o limite
de VWF (16 horas), atingindo uma meia-vida de circulagdo de até 30
horas em camundongos HemA que representam uma melhoria de 4
vezes em relagdo a BDD- FVIII. E importante notar que estas protei-
nas mantiveram a sua funcionalidade, como avaliado por ensaio cro-
mogénico de FVIII.

[000383] A dependéncia VWF estabeleceu uma limitacido fundamen-
tal para a meia-vida do FVIII terapéutico. O desacoplamento de FVIII
de vias de eliminagcao de VWF enquanto estende a meia-vida pela fu-
sao da regiao D'D3 de VWF e XTEN gerou uma nova molécula de
FVIIIl com uma extensao meia-vida de 4 vezes. Este € o primeiro rela-
tério de um FVIII modificado que tenha excedido o limite de meia-vida
observada através de esforcos de toda a industria no desenvolvimento
de FVIII de longa duracdo, o que representa um avanco significativo

no tratamento potencialmente profilatico de hemcofilia A.
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Tabela 25: As sequéncias de proteinas de FVIII-XTEN-Fc e Fc-VWF

constructos

FVIII 195 sequéncia de proteina (cadeia dupla FVIIIFc com duas 144
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AE XTENs em aminoacido 1656 e 1900) (SEQ ID NO: 105)

1 MOIELSTCEFF LCLLEFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMOSD

GELPVDAREP
51 PEVPESFPEN
LGPTIQAEVY
101 DTVVITLENM
EXKEDDEVEPG
151 GSHTYVWQVL
LIGALLVCRE
201 GSLAKEKTQT
ARSARAWPEM
251 HTVNGYVNRS
EGHTELVENH
301 ROASLEISPI
AYVEVDSCPE
351 EPQLRMENNE
REVAKKHPET
401 WVHY TAAEEE
EYRRVEEFMAY
451 TDETFKETREA
PYNIYPHGIT
501 DVRPLYSRRL
TESDPRCLTR
531  YYSSFVNMER
NVILESVEDE

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 267/308

TEVVYEETLE

ASHPVSLHAV

KENGPMASDF

LHKFILLFAY

LPGLIGCHRE

TFLTAQTLLM

EAEDYDDDLT

DWDYAPLVLA

ICHESGILGE

PEGVEHLEDF

DLASGLIGPL

VEFTDHLEMNI

GVSYWEASEG

LCLTYSYLSH

FDEGKSWHSE

SVYWHVIGMG

DLGOQFLLECH

DSEMDVVEED

PDDRSYKSQY

LLYGEVGDTL

PILPGEIFEY

LICYKESVDQ

AKPRPPWMGL

AEYDDQTSQOR

VDLVEDLNSG

TENSLMQDRD

TTPEVHSTIFL

IS5HOHDGME

DDNSPSEFIQI

LNNGPQRIGR

LITFENQASE

EWTVTVEDGFE

RGNQIMSDER



601

NESWYLTENI

FDSLOLSVCL

651

HEVAYWYILS

PFSGETVFMS

701

MENPGLWILG

SYEDISAYLL

751

SKENNATEPRS

TASS5PGASPE

801

GTS5TGSPGAR

GTGPGTPGSG

851

TAS55PGASP

SPGSSTPSGA

501

TGSEGSSTPS

DTISVEMKKE

951

DFDIYDEDEN

HVLRNRAQSG

1001

SVPOQFEEVVE

EVEDNIMVTE

1051

RNQASRPYSF

FWEVOHHMAP

1101

TEDEFDCEAW

AHGROVTVOE

1151

FALFFTIFDE

SEPATSGSET

1201

PGTSESATPE

TEPSEGSAPG

1251

TSESATPESG

SPTSTEEGTS

1301

ESATPESGPG

YRFHAINGYI

1351

MDTLPGLVMA

REKEEYEKMAL

1401

YNLYPGVEFET

VYSNKCOTPL

1451

GMASGHIRDE

EPFSWIKVDL

1501

LAPMITHGIE

RGNSTGTLMV

1551

FFGNVDS5GT

LMGCDLNSCS

1601

MPLGMESKAT

SNAWRPQVNN

1651

PREWLOVDEQ

ODGHOWTLEE

1701

ONGEVEVEQG

QIALRMEVLG

1751

CEAQDLYDEKT

SRTPEVICVV

1201

VDVSHEDPEV

QRFLENPAGY
IGAQTDFLSV
CHNSDFRNRG
FSONPPVLER
SPGTSSTGSP
GTSS5TGSPGA
GATGSPGASP
O5PREFQEKT
QEFTDGSETOQ
YS5LISYEED
AYFSDVDLEK
TESWYFTENM
SGPGSEPATS
PGSPAGSPTS
TSTEPSEGSA
ODORIRWYLL
VEMLPSKAGI
QITASGOYGO
TOGARQEFESS
KHNIFNPPITI
SDAQITASSY
KTMEVTGVTT
NODSEFTPVVN
HTCPPCPAPE

EFNWYVDGVE

262/292

QLEDPEFQAS
FFSGYTFKHK
MTALLKVSSC
HOREITRTTL
GASPGTSSTG
SPGTS5TGSP
GTSSTGESPAS
RHYFIAAVER
PLYRGELNEH
ORQGAEPRKN
DVHSGLIGPL
ERNCRGAPTS
GSETPGTSES
TEEGSPAGSP
PGASSAPCNI
SMGSNENIHS
WRVECLIGEH
WAPKLARLHY
LYTSQFITIMY
ARYIRLHPTH
FITNMEFATWS P
QGVKSLLTSM
SLDPELLTRY
LLGGPSVFLE

VHNAKTEFRE

NIMHSINGYV
MVYEDTLTLE
DENTGDYYED
QOGAPGTPGSG
SPGSSPSAST
GASPGTS5TG
SSDOEEIDYD
LWDYGMS55F
LGLLGPYIRA
FVEFNETKTY
LVCHTNTLNP
ESATPESGPG
ATPESGPGTS
TSTEEGSPAG
COMEDPTFEEN
THFSGHVETV
LHAGMSTLFL
SGSINAWSTEK
SLDGEEWQTY
YSTRSTLRME
SKARLHLOGR
YVKEFLISSS
LRIHPQSWVH
PPKPKDTLMI

EQYNSTYRVV

SVLTVLHQDW

1851 LNGKEYKCKV SNEALPAPIE KTISKAKGQF REPQVYTLPP
SRDELTENQV

1501 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSKLTVD

1951 KSRWQQGNVE SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK*
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FVIII 196 sequéncia de proteina (cadeia dupla FVIIIFc com trés 144
AE XTENs em aminoacido 26, 1656 e 1900) (SEQ ID NO: 106)

1 MOIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDI
GELPVGAPGS
51 SPSASTGTGP GSSPSASTGT GPGASPGTSS TGSPGASPGT
SS5TGSPGSST
101 PSGATGSPGS SPSASTGTGP GASPGTSSTG SPGSSPSAST
GTGPGTPGSG
151 TASSSPGSST PSGATGSPGS STPSGATGSP GASPGTSSTG
SPASSDARFP
201 PRVPKSFPFN TSVVYKKTLF VEFTDHLFNI AKPRPPWMGL
LGETIQREVY
251 DTVVITLENM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDOTSOR
EKEDDKVFPG
301 GSHTYVWQVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG
LIGALLVCRE
351 GSLAKEKTOT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TENSLMODRD
ALSARAWPEKM
401 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRE SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL
RGHTFLVRNH
451 ROQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGQFLLFCH I13SHQHDGME
AYVKVDSCPE
501 EPQLRMKNNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRFD DDNSPSFIQI
RSVAKKHPKT
551 WVHYIAAFEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSOY LNNGPORIGR
KYKKVRFMLY
601 TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LIIFKNQASR
PYNIYPHGIT
651 DVRPLYSRRL PKGVKHLKDF PILPGEIFKY KWTVTVEDGP
TKSDPRCLTR
701 YYSSFVNMER DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR
NVILEFSVFDE
751 NRSWYLTENI QRFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV
FDSLOLSVCL
801 HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSGYTFKHK MVYEDTLTLF
PFSGETVFMS
851 MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLKVSSC DENTGDYYED
SYEDISAYLL
901 SKNNAIEPRS FSQNPPVLER HOREITRTTL QGAPGTEGSG
TASSSPGASP
951 GTSSTGSPGA SPGTSSTGSP GASPGTSSTG SPGSSPSAST
GTGPGTPGSG
1001 TASSSPGASP GTSSTGSPGA SPGTSSTGSP GASPGTSSTG
SPGSSTPSGA
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1051 TGSPGSSTPS
DTISVEMKKE
1101 DFDIYDEDEN
HVLRNRAQSG
1151 SVPQFKKVVE
EVEDNIMVTF
1201 RNQASRPYSF
FIWKVOHHMAP
1251 TKDEFDCKAW
AHGROVTVOE
1301 FALFFTIFDE
SEPATSGSET
1351 PGTSESATPE
TEPSEGSAPG
1401 TSESATPESG
SPTSTEEGTS
1451 ESATPESGPG
YRFHAINGYI
1501 MDTLPGLVMA
RKKEEYKMAL
1551 YNLYPGVFET
VYSNKCQTPL
1601 GMASGHIRDE
EPFSWIKVDL
1651 LAPMIIHGIK
RGNSTGTLMYV
1701 FFGNVDSSGI
LMGCDLNSCS
1751 MPLGMESKAI
SNAWRPQVNN
1801 PKEWLQVDFQ
ODGHOWTLEF
1851 QNGKVKVFQG
QIALRMEVLG
1901 CEAQDLYDKT
SRTPEVTCVV
1951 VDVSHEDPEV
SVLTVLHQDW
2001 LNGKEYKCKV
SRDELTKNQV
2051 SLTCLVKGFY
FFLYSKLTVD
2101 KSRWQQGNVF
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GATGSPGASP
QSPRSFQKKT
QEFTDGSFTQ
YSSLISYEED
AYFSDVDLEK
TKSWYFTENM
SGPGSEPATS
PGSPAGSPTS
TSTEPSEGSA
ODORIRWYLL
VEMLPSKAGI
QITASGQYGQ
TQGARQKFSS
KHNTFNPPTT
SDAQITASSY
KTMKVTGVTT
NQDSFTPVVN
HTCPPCPAPE
KENWYVDGVE
SNKALPAPIE
PSDIAVEWES

SC5VMHEALH

GTS5TGSPRAS
BEHYFIAAVER
PLYRGELNEH
DROGAEPREN
DVHSGLIGEL
EENCRGAFPTS
GSETPGTSES
TEEGSPAGSE
PGASSAPCNI
SMGSNENTHS
WRVECLIGEH
WAPKLARLHY
LYTSQFIIMY
ARYTRLHPTH
FTNMEFATWSE
LEVESLLTSM
SLDPPLLTRY
LLGGPSVELE
VHNAKTKEPEE
KTISKAKGOF
NGQPENNYKT

NHYTQKELSL

SSDQEEIDYD
LWDYGMSSSP
LGLLGPYIRA
FVKPNETKTY
LVCHTNTLNP
ESATPESGEG
ATPESGPGTS
TSTEEGSPAG
QMEDPTFKEN
THFSGHVFTV
LHAGMSTLFL
SGSINAWSTK
SLDGKKWQTY
YSTRSTLRME
SKARLHLOGR
YVKEFLISSS
LRIHPQSWVH
PPKPKDTLMI
EQYNSTYRVV
REPQVYTLPP
TEPVLDSDGS

SPGK*
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FVIII 199 sequéncia de proteina (cadeia simples FVIIIFc com trés 144
AE XTENs em aminoacido 1656 e 1900) (SEQ ID NO: 107)

1 MOIELSTCEFE LCLLRECESA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL
ELPVDAREP

51 PRVPKSFPFN TSVVYEKTLF VEFTDHLFNI AKPRPPWMGL
LGPTIQAEVY

101 DTVVITLENM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDOTSOR
EFKEDDEVEPG

151 GEHTYWVWOWVL KENGPMASDFE LCLTYSYLSH WVDLWVEDLNSG
LIGALLVCRE

201 GSLAKEKTOT LHKFILLFAYV FDEGKSWHSE TENSLMQDRD
ARSARAWPEM

251 HTVNGYWVNES LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTFEVHSIFEL
EGHTELVERNEH

301 ROASLEISPTI TFLTAQTLLM DLGOFLLEFCH ISSHQHDGME
AYVEVDSCPE

351 EPQLERMENMNE EAEDYDDDLT DSEMDVVEED DDMSEFSEIQT
RSVAKEKHPET

401 WYHY IAAERE DWDYAPLWVLA PDDRSYKSQOY LNMGPORIGR
EYKEWVREMAY

451 TDETFETREA ITCHESGILGE LLYGEVGDTL LITFEMNCASR
PYNIYPHGIT

501 DWVRPLYSRERL PEGVEHLEDE PILPGEIFEKY EWITVIVEDGFE
TESDPRCLTR

551 ¥YYSSFVNMER DLASGLIGPL LICYEESVDD RGNOTMSDER
NVILESWVEDE

601 NREWYLTENT QOREFLPNFAGYV QLEDPEFQAS NIMHSINGYWV
FDSLOLSWVCL

551 HEVAYWYTILS TIGAQTDFLSV FFSGYTFKHK MVYEDTLTLE
PFSGETVEMS

To1 MEWNPGLWILG CHNSDEFRNRG MTALLEKWVSSC DENTGDYYED
SYEDISAYLL

751 SENNATEPRS FSOQNPPVLEKR HQAETTRTTL QGAPGTPGSG
TASSSPGASPE

201 GTSSTGSPGA SPGTSSTGSPE GASPGTSSTS SPGSSPSAST
GTGPETPGEG

851 TASSSPCASE GTSSTGCSPGRA SPGTSSTGEFR GASPGTSETG
SPGSS5TPSGA

201 TE3PG33TES GATGSPGASPE GTS3TGSPFAS S353DOEEIDYD
DTISVEMEKE

251 DFDIYDEDEN QSPRSFQEKT RHYFIAAVER LWDYGMSSSFE
HVLEMNRAOSG

1001 SVPOFEKYVWVE QEFTDGSEFTQ PLYRGELNEH LGLLGPYIRA
EVEDNIMVTE

1051 RNOASRFPYSE ¥SSLISYEED QOROGAEPREN WVEPNETETY
FWENQOHHMAPR

1101 TEDEFDCEAW AYFPFSDVDLEK DVASGLIGPL LVCHTNTLMNE
AHGROVTVOER

1151 FALFFTIFDE TESWYFTENM ERNCRGAPTS ESATPESGEG
SEPATSGSET

1201 PGTSESATPE SGPGSEPATS GSETPGTSES ATPESGPGTS
TEPSEGSAPG

1251 TSESATPESS PGSPAGSPTS TEEGSPAGSP TSTEEGSPAG
SPTSTEEGTS

1301 ESATPESGPG TSTEFPSEGSA PGASSAPCNI QMEDPTEFEEN
YRFHAINGY I
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1351 MDTLPGLVMA QDORIRWYLL SMGSNENIHS IHFSGHVETV
REKEEYKMAL

1401 YNLYPGVFET VEMLPSKAGI WRVECLIGEH LHAGMSTLFL
VYSNKCQTPL

1451 GMASGHIRDE QITASGQYGD WAPKLARLHY SGSINAWSTE
EPFSWIKVDL

1501 LAPMITHGIEK TQGARQKFSS LYISQFIIMY SLDGKEWQTY
RGNSTGTLMV

1551 FFGNVDSSGI EHNIFNPPII ARYIRLHPTH YSIRSTLRME
LMGCDLNSCS

1601 MPLGMESKAI SDAQITASSY FTNMFATWSP SEKARLHLQGR
SNAWRPOVNN

1651 PEEWLOQVDEFQ KTMEVTGVTT QGVESLLTSM YWVKEFLISSS
QDGHOWTLEF

1701 ONGEVEVFQG NQDSFTEFVVN SLDPPLLTRY LRIHFOSWVH
QIALRMEVLG

1751 CEAQDLYDKT HTCPPCPAPE LLGGP3SVFLEF PPKPKDTLMI
SRTPEVTCVV

1801 VDVSHEDPEV EFNWYVDGVE VHNAKTKPFRE EQYNSTYRWVY
SVLTVLHQDW

1851 LNGEEYKCKV SNEALPAPIE KTISKAKGQP REPOVYTLFEP
SRDELTENQWV

1201 SLTCLVEGEY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSELTVD

1951 KSRWQOGNVE SCSVMHEALH NHYTQKESLSL SPGE*

FVIIl 201 sequéncia de proteina (cadeia simples FVIIIFc com trés 144
AE XTENs em aminoacido 26, 1656 & 1900) (SEQ ID NO: 108)

1 MQOIELSTCFEF LCLLRFCEFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL
GELPVGAPGS

51 SPSASTGTGP GSSPSASTGT GPGASPGTSS TGSPGASPGT
SSTGSPGSST

101 PSGATGSPGS SPSASTGTGP GASPGTSSTG SPGSSPSAST
GTGPGTPGSG

151 TAS5SPGSST PSGATGSPGS STPSGATGSFE GASPGTSSTG
SPASSDARFP

201 PRVPESFPFN TSVVYKKTLF VEFTDHLFNI AKPRPPWMGL
LGPTIQAEVY

251 DTVVITLKNM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDQOTSQOR
EKEDDEVFPG

301 GSHTYVWQVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG
LIGALLVCRE

351 GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMCDRD
AARSARAWPEM

401 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL
EGHTFLVRNH

451 RQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGQFLLFCH ISSHQHDGME
AYVKVDSCPE

501 EPQLRMENNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRED DDNSPSFIQI
RSVRAKKHPKT
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551 WVHYIRAFEEE
KYKEVRFMAY
01 TDETFKTREA
PYNIYPHGIT
651 DVRELYSRRL
TESDPRCLTR
701  YYSSFVNMER
NVILESVEDE
751 NRSWYLTENI
FDSLOLSVCL
801 HEVAYWYILS
PFSGETVEMS
851 MENPGLWILG
SYEDISAYLL
901 S3EKENNAIEFRS
TAS55PGASP
951 GTSSTGSPGAR
GTGPGTPGSG
1001 TASSSPGASP
SPGSSTPSGA
1051 TGSPGS5TPS
DTISVEMKKE
1101 DFDIYDEDEN
HVLRNRAQSG
1151 SVPQFKKVVE
EVEDNIMVTE
1201 RNQASRPYSF
FWKVQHHMAP
1251 TEDEFDCEAW
AHGROVTVQOE
1301 FALFFTIFDE
SEPATSGSET
1351 PGTSESATPE
TEPSEGSAFG
1401 TSESATPESG
SPTSTEEGTS
1451 ESATPESGPG
YREHAINGYI
1501 MDTLPGLVMA
REKKEEYKMAL
1551 YNLYPGVFET
VYSNEKCQTPL
1601 GMASGHIRDF
EPFSWIKVDL
1651 LAPMITHGIK
RGNSTGTLMV
1701 FFGNVDSSGI
LMGCDLNSCS
1751 MPLGMESKAT
SNAWRPQVNN
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DWDYAPLVLA
ICHESGILGP
PEGVKHLKDF
DLASGLIGPL
ORFLPNPAGV
IGAQTDEFLEV
CHNSDFRNRG
FSONPPVLER
SPGT55TGSP
GTS35TGSPGA
GATG5PGASPE
QSPRSFQEKT
QEFTDGSETO
YSSLISYEED
AYFSDVDLEE
TEKSWYFTENM
SGPGSEPATS
PGSPAGSFTS
TSTEPSEGSA
QDORIEWYLL
VEMLPSKAGT
OITASGOYGD
TOGARQKESS
KHNIFNPPITI

SDAQITASSY

267/292

PDDRSYKSQY
LLYGEVGDTL
FPILPGETFEY
LICYKESVDO
QLEDPEFQAS
FFSGYTFKHK
MTALLKVSSC
HOAEITRTTL
GASPGTS5TG
SEGTS5TGSE
GTS5TGSEAS
EHYFIARVER
FLYRGELNEH
QROGAEPREN
DVHSGLIGFL
ERNCRGAFTS
GSETPGTSES
TEEGSPAGSFE
PGASSAPCNI
SMGSNENIHS
WRVECLIGEH
WAPKLARLHY
LYTSQFTIMY
ARYTIRLHPTH

FTNMEATWSPE

LNNGPQRIGR
LIIFKNQASR
KWTVTVEDGP
RGNQIMSDKR
NIMHSINGYV
MVYEDTLTLF
DKNTGDYYED
QGAPGTEGSG
SPGSSPSAST
GASPGTSSTG
SSDQEEIDYD
LWDYGMSSSP
LGLLGPYIRA
FVKPNETKTY
LVCHTNTLNF
ESATPESGEG
ATPESGPGTS
TSTEEGSPAG
QMEDPTFKEN
IHFSGHVETV
LHAGMSTLFL
SGSINAWSTK
SLDGKKWQTY
YSTRSTLRME

SKARLHLOQGR
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1801 PKEWLQVDFQ KTMKVTGVTT QGVKSLLTSM YVKEFLISSS
QDGHOWTLEF

1851 QNGKVKVFQG NQDSFTPVVN SLDPPLLTRY LRIHPQSWVH
QIALRMEVLG

1901 CEAQDLYDKT HTCEPCEAPE LLGGESVFLE EBEKEKDTLMI
SRTPEVTCVV

1951 VDVSHEDPEV KFNWYVDGVE VHNAKTKPRE EQYNSTYRVV
SVLTVLHQDW

2001 LNGKEYKCKV SNKALFAPIE KTISKAKGQP REPQVYTLPP
SRDELTKNQV

2051 SLTCLVKGFY PSDIAVEWES NGQPENNYKT TPPVLDSDGS
FFLYSKLTVD

2101 KSRWQQGNVF SCSVMHEALH NHYTQKSLSL SPGK*

FVIIlI 203 sequéncia de proteina (cadeia simples FVIIIFc com duas AE

XTENs: uma 288AE XTEN em dominio B e uma 144 AE XTEN em

aminoacido 1900) (SEQ ID NO: 109)

1 MQIELSTCFF LCLLRFCF3A TRRYYLGAVE L3WDYMQSDL
GELPVDARE'P

51 PRVPKSFPFN TSVVYRKTLE VEFTDHLENI AKPREPPWMGL
LGPTIQAEVY

101 DTVVITLENM ASHPVSLHAV GV3YWKASEG AEYDDOTSOR
EKEDDEVEPG

151 GSHTYVWOVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVEDLNSG
LIGALLVCRE

201 GSLAKEKTQT LHKFILLFAYV FDEGKSWHSE TENSLMQDED
ARLSARAWPEM

251  HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL
EGHTEFLVENH

301 ROQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGOFLLEFCH ISSHOHDGME
AYVEVDSCPE

351 EPQLRMKENNE EAEDYDDDLT DSEMDVVREFD DDNSESFICT
REVAKEHPKT

401 WVHYIAAFEE DWDYAPLVLA PDDRESYESQY LNNGPORIGE
EYKKEVREFMAY

451 TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LITFENQASR
PYNIYPHGIT

501 DVRPLYSRRL PEGVKHLEDEF PILPGEIFEY KWTVTVEDGP
TESDPRCLTR

551 YYSSFVNMER DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDER
NVILESVEDE

501 NESWYLTENI QRFLPNPAGY QLEDPEFQAS NIMHSINGYY
FDSLOLSVCL

6531 HEVAYWYILS IGAQCTDFLSV FFSGYTFEHE MVYEDTLTLE
PFSGETVEMS

701 MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLKVSSC DENTGDYYED
SYEDISAYLL

751 SENNATIEPRS FSQNGAPGTS ESATPESGPEG SEPATSGSET
PGTSESATPE

801 SGPGSEPATS GSETPGTSES ATPESGPGTS TEPSEGSAPG
SPAGSPTSTE
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851 EGTSESATPE
AGSPTSTEEG
901 SPAGSPTSTE
ATPESGPGTS
951 ESATPESGEG
TSTEEGTSTE
1001 PSEGSAPGTS
SGPGTSTEPS
1051 EGSAPASSPP
MKKEDFDIYD
1101 EDENQSPRSF
AQSGSVPQOFK
1151 KVVFQEFTDG
MVTFRNQASR
1201 PYSFYSSLIS
HMAPTKDEFD
1251 CKAWAYFSDV
TVOEFALFFT
1301 IFDETKSWYF
GSETPGTSES
1351 ATPESGPGSE
SAPGTSESAT
1401 PESGPGSPAG
EGTSESATPE
1451 SGEGTSTEPS
NGYIMDTLEG
1501 LVMAQDORIR
KMALYNLYPG
1551 VFETVEMLES
OTPLGMASGH
1601 IRDFQOITASG
KVDLLAPMI I
1651 HGIKTQGRRQ
TLMVFFGNVD
1701 SSGIKHNIFN
NSCSMPLGME
1751 SKAISDAQIT
QVNNPKEWLO
1801 VDFQKTMKVT
TLEFQNGKVK
1851 VFQGNQDSET
EVLGCEAQDL
1901 YDKTHTCPEC
TCVVVDVSHE
1951 DPEVKENWYV
HODWLNGKEY
2001 KCKVSNEALP
KNQVSLTCLV
2051 KGFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ
2101 GNVFSCSVMH

Peti¢&o 870220077525, de 29/08/2022, pag. 275/308

269/292

SGPGSEPATS
EGTSTEPSEG
SEPATSGSET
TEPSEGSAPG
VLERHQAETT
OEKTEHYFTIA
SFTQPLYRGE
YEEDQRQGAE
DLEKDVHSGL
TENMERNCRG
PATSGSETPG
SPTSTEEGSP
EGSAPGASSA
WYLLSMGSNE
EAGIWEVECL
OYGOWAPKLA
KFS55LYIS0OF
PPITARYIRL
ASSYFTNMEA
GVTTOGVESL
PVWNSLDPPL
PAPELLGGPS
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQPEN

EALHNHYTOK

GSETPGTSES
SAPGTSESAT
PGSEPATSGS
SEPATSGSET
RTTLQOSDQEE
AVERLWDYGM
LNEHLGLLGE
PRKNFVKPNE
IGPLLVCHTN
APTSESATEE
TSESATPESG
AGSPTSTEEG
PCNIQMEDET
NIHSIHFSGH
IGEHLHAGMS
RLHYSGSINA
IIMYSLDGKK
HPTHYSIRST
TWSPSKARLH
LTSMYVKEFL
LTRYLRIHPQ
VFLFPPKPKD
KPREEQYNST
KGQPREPQVY
NYKTTPPVLD

SL3LSPGE™*

ATPESGPGSP
PESGPGTSES
ETPGSPAGSP
PGTSESATPE
IDYDDTISVE
SSSPHVLRNR
YIRAEVEDNT
TKTYFWKVQH
TLNPAHGRQV
SGEGSEPATS
PGTSTEPSEG
SPAGSPTSTE
FKENYRFHAI
VFTVRKKEEY
TLFLVYSNKC
WSTKEPFSWI
WOTYRGNSTG
LRMELMGCDL
LOGRSNAWRP
ISSSODGHOW
SWVHQIALRM
TLMISRTPEV
YRVVSVLTVL
TLEPSRDELT

SDGSFFLYSK
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FVIII 204 sequéncia de proteina (cadeia simples FVIIIFc com duas AE
XTENs: uma 288AE XTEN em dominio B e uma 144 AE XTEN em

aminoacido 403) (SEQ ID NO: 110)

1 MOIELSTCEFF LCLLRFCESA TERYYLGAVE

ELPVDARFP
51 PRVPESFPEN
LGPTIQAEVY
101  DTVVITLKNM
EKEDDEVEPG
151 GSHTYVWOVL
LIGALLVCRE
201 GSLAKEKTQT
ALSARAWPEM
251  HTVNGYVNES
EGHTFLVENH
301 RQASLEISPI
AYVKVDSCPE
351 EPOLRMENNE
RSVAKKHPKT
401 WVHYIAREEE
GSPTSTEEGT
451 STEPSEGSAP
SEGSAPGTSE
501  SATPESGPGS
GSAPGTSESA
551 TPESGPGTSE
KYKKVREMAY
601 TDETFKTREA
PYNIYFPHGIT
651 DVRPLYSRRL
TKSDPRCLTR
701 YYSSEFVNMER
NVILESVEDE
751 NRSWYLTENT
FDSLOLSVCL
801 HEVAYWYILS
PESGETVEMS
851 MENPGLWILG
SYEDISAYLL
901 SENNATEPRS
PGTSESATPE
951 SGPGSEPATS
SPAGSPTISTE
1001 EGTSESATPE
AGSPTSTEEG
1051 SPAGSPTSTE
ATPESGPGTS
1101 ESATPESGPG
ITSTEEGTSTE
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TSVVYKKTLE

ASHPVSLHAV

KENGPMASDP

LHEFILLFAV

LPGLIGCHRK

TFLTAQTLLM

EAEDYDDDLT

DWDYAPLVLA

GTSTEPSEGS

EPATSGSETP

SATPESGPGA

IQHESGILGP

PEGWVEHLEDF

DLASGLIGPL

QRFLPNPAGV

TGAQTDFLSV

CHNSDEFENRG

FSONGAPGTS

GSETPGTSES

SGPGSEPATS

EGTSTEPSEG

SEPATSGSET

VEFTDHLENT

GVSYWKASEG

LCLTYSYLSH

FDEGKSWHSE

SVYWHV IGMG

DLGQFLLFCH

DSEMDVVEED

PDGRPTSTEP

APGTSESATP

GTSTEPSEGS

SSDRSYKSQY

LLYGEVGDTL

PILPGEIFEY

LICYKESVDQ

QLEDPEFQAS

FFSGYTFKHE

MTALLEVSSC

ESATPESGPG

ATPESGPGTS

GSETPGTSES

SAPGTSESAT

PGSEPATSGS

LSWDYMQSDL

AKPRPPWMGL

AEYDDOTSOR

VDLVEDLNSG

TENSLMODRD

TTPEVHSIFL

ISSHOHDGME

DDNSPSFIQT

SEGSAPGSPA

ESGPGTSTEP

APGTSTEFSE

LNNGPQRIGR

LITFENQASR

EWTVTVEDGE

RGNQIMSDER

NIMHSINGYV

MVYEDTLTLE

DENTGDYYED

SEPATSGSET

TEPSEGSAPG

ATPESGPGSPE

PESGPGTSES

ETPGSPAGSF



1151 PSEGSAPGTS
SGPGTSTEPS
1201 EGSAPASSPP
MKXEDFDIYD
1251 EDENQSPRSF
AQSGSVPQFK
1301 KVVFQEFTDG
MVTEFRNQASR
1351 PYSFYSSLIS
HMAPTKDEFD
1401 CKAWAYFSDV
TVOEFALFFT
1451 I1FDETKSWYF
NGYIMDTLPG
1501 LVMAQDORIR
KMALYNLYPG
1551 VFETVEMLPS
QTPLGMASGH
1601 IRDFQITASG
KVDLLAPMII
1651 HGIKTQGARQ
TLMVFEGNVD
1701 SSGIKHNIFN
NSCSMPLGME
1751 SKAISDAQIT
QVNNPKEWLO
1801 VDFQKTMKVT
TLFFONGKVK
1851 VFQGNQDSFT
EVLGCEAQDL
1901 YDKTHTCPPC
TCVVVDVSHE
1951 DPEVKFNWYV
HODWLNGKEY
2001 KCKVSNKALP
KNOVSLTCLYV
2051 KGFYPSDIAV
LTVDKSRWQQ
2101 GNVFSCSVMH
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TEPSEGSAPG
VLKRHQAEIT
OKKTRHYFIA
SFTQPLYRGE
YEEDQRQGAE
DLEKDVHSGL
TENMERNCRA
WYLLSMGSNE
KAGIWRVECL
OY GOWAPKLA
KFSSLYISQF
PPIIARYIRL
ASSYFTNMFA
GVTTOGVKSL
PVVNSLDPPL
PAPELLGGES
DGVEVHNAKT
APIEKTISKA
EWESNGQOPEN

EALHNHYTQOK

SEFATSGSET
RTTLQSDQEE
AVERLWDYGM
LNEHLGLLGP
PRENFVEENE
IGPLLWVCHTN
PCNIQMEDPT
NIHSTHESGH
IGEHLHAGMS
RLHYSGSINA
IIMY5SLDGEK
HETHYSIRST
TWSPSKARLH
LTSMYVKEFL
LTRYLRIHFPO
VEFLFPPEPED
KPREEQYNST
KGOPREPOQVY
NYKTTFPVLD

SLSLSPGK*

FGTSESATFE
IDYDDTISVE
S5S5PHVLRENR
YIRAEVEDNT
TETYFWEVQH
TLNFPAHGRQWV
FEENYRFHAT
VFTVREKREEY
TLFLVYSNEKC
WSTKEPFSWI
WOTYRGNSTG
LEMELMGCDL
LOGRSNAWRE
1555QDGHOW
SWVHCIALRM
TLMISRTPEWV
YRVWVSVLTVL
TLPPSRDELT

SDGSFFLYSK
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FVIIl 205 sequéncia de proteina (cadeia simples FVIIIFc com duas AE
XTENs: uma 288AE XTEN em dominio B e uma 144 AE XTEN em
aminoacido 18) (SEQ ID NO: 111)

1 MQIELSTCEF LCLLEFCESA TRRYYLGAVE LSWDYMOGAFP
TSESATPESG
51 PG3EPATSGS ETPGTSESAT PESGPGSEPA TSGSETPGTS
ESATPESGPG
101 TSTEFSEGSA PGSPAGSPTS TEEGTSESAT PESGPGSEFRA
TS5GSETPGTS

151 ESATPESGPG SPAGSPTSTE EGSPAGSPTS TEEGASSSDL
GELPVDARFP
201 PRVPKSFPFN TSVVYKKTLF VEFTDHLFNI AKPRPPWMGL
LGPTIQREVY
251 DTVVITLKNM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDOTSOR
EKEDDEVEPG
301 GSHTYVWOVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG
LIGALLVCRE
351 GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMQDRD
AASARAWPKM
401 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL
EGHTFLVRENH
451 RQASLEISPI TFLTAQTLLM DLGQFLLFCH ISSHOHDGME
AYVKVD3CPE
501 EPQLRMEKNNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRED DDNSPSFIQI
RSVAKKHPKT
551 WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR
KYKKVRFMAY
601 TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LIIFKNQASR
PYNIYPHGIT
651 DVRPLYSRRL PKGVKHLKDF PILPGEIFKY KWTVTVEDGP
TKSDPRCLTR
701  YYSSFVNMER DLASGLIGPL LICYKESVDQ RGNQIMSDKR
NVILFSVEDE
751 NRSWYLTENI QRFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV
FDSLOL3VCL
801 HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSGYTFKHK MVYEDTLTLE
PFSGETVFMS
851 MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLKVSSC DENTGDYYED
SYEDISAYLL
901 SKNNAIEPRS FSONGAPGTS ESATPESGPG SEPATSGSET
PGTSESATPE
951 SGPGSEPATS GSETFGTSES ATPESGEGTS TEPSEGSAPG
SPAGSPTSTE
1001 EGTSESATPE SGPGSEPATS GSETPGTSES ATPESGPGSP
AG3PTSTEEG
1051 SPAGSPTSTE EGTSTEPSEG SAPGTSESAT PESGPGTSES
ATPESGPGTS
1101 ESATPESGPG SEPATSGSET PGSEPATSGS ETPGSPAGSPE
TSTEEGTSTE
1151 FSEGSAPGTS TEPSEGSAPG SEPATSGSET PGTSESATEE
SGPGTSTEPS
1201 EGSAPASSPP VLKRHQAEIT RTTLQSDQEE IDYDDTISVE
MKKEDEDIYD
1251 EDENQSPRSF QOKKTRHYFIA AVERLWDYGM SSSPHVLRNR
AQSGSVPQFK
1301 VVEQEFTDG SFTQPLYRGE LNEHLGLLGE YIRAEVEDNI
MVTERNQASR
1351 PYSFYSSLIS YEEDQRQGAE PRENFVEPNE TKTYFWKVQH
HMAPTKDEFD
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1401 CEAWAYESDV
TVOEFALFFT
1451 IFDETKSWYF
NGYIMDTLPG
1501 LVMAQDORIR
KMALYNLYPG
1551 VFETVEMLPS
OTPLGMASGH
1601 IRDEFQITASG
KVDLLAPMITI
1651 HGIKTQGARD
TLMVEFGNVD
1701 S5GIKHNIFN
NSCSMPLGME
1751 SEAISDAQIT
QOVNNPEEWLO
1801 VDFQETMEVT
TLEFONGKVEK
1851 VFQGNQDSFET
EVLGCEAQDL
1501 YDKTHTCPPC
TCVVVDVSHE
1251 DPEVKENWYV
HODWLNGEEY
2001 KCKVSNEKALP
KNQVSLTCLV
2051 KGFYP3DIAV
LTVDESRWOO
2101 GNVFSCSVMH

pSYN FVIII 266 sequéncia de proteina (FVIII Fc com 42 AE-XTEN em

DLEKDVHSGL

TENMERNCRA

WYLLSMGSNE

KAGIWRVECL

OYGOWAPKLA

KFS55LYISQF

FFITARYIRL

ASSYFTNMEA

GVTTOGVESL

PVVNSLDPPL

PAPELLGGPS

DGVEVHNAKT

APIEKTISKA

EWESNGOPEN

EALHNHYTQK

273/292

IGPLLVCHTN
PCNICMEDPT
NIHSTHFSGH

IGEHLHAGMS

TLNPAHGROV

FEENYRFHAT

VETVRKKEEY

TLFLVYSNKC

RLHYSGSTINA WSTKEPESWI

ITMYSLDGKK

HPTHYSIRST

TWSPSEARLH

LTSMYVEEFL

LTRYLRIHPQ

VFLFPPKPKD

KPREEQYNST

KGQPREPQVY

NYRTTPPVLD

SLSLSPGK*

WOTYRGNSTG

LEMELMGCDL

LOGRSNAWRE

I5550DGHOW

SWVHQIALRM

TLMISRTPEV

YRVVSVLTVL

TLPPSEDELT

SDGSFFLYSK

aminoacido 18 e 288 AE XTEN em dominio B) SEQ ID NO: 112

1 MOIELSTCEFE
GSPAGSPTST
51 EEGTSESATP
FPPRVPESEP
101  FNTSVVYEKT
VIDTVVITLE
151 NMASHFVSLH
PGGSHTYVWQ
201 VLEENGPMAS
REGSLAKEKT
251 QTLHKFILLF
EMHTVNGYWVN
301 RSLPGLIGCH
NHROASLEIS
351 PITFLTAQTL
PEEPOLEMEN

401 NEEAEDYDDD
KTWVHYIAAE
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LCLLRFCESA

ESGPGSEPAT

LFVEFTDHLEF

AVGVIYWEAS

DPLCLTYSYL

AVFDEGEKSWH

RESVYWHVIG

LMDLGQFLLE

LTDSEMDVVER

TRRYYLGAVE

SGSETPASSS

NIAKPRPPWIM

EGAEYDDOTS

SHYVDLVEKDLN

SETENSLMQD

MGTTPEVHSI

CHISSHQHDG

FDDDNSPSEL

LSWDYMOGAP

DLGELPVDAR

GLLGPTIQAE

QREKEDDEVE

SGLIGALLVC

RDAASARAWP

FLEGHTFLVE

MEAYVEVDSC

QIRSVAKKHP



451 EEDWDYAPLV
AYTDETFKTR
501 EAICHESGIL
ITDVRPLYSR
551 RLPKGVKHLK
TRYYSS5EWVNM
601 ERDLASGLIG
DENRSWYLTE
651 NIQRFLPNPA
CLHEVAYWYI
701 LSIGAQTDEL
MSMENPGLWI
751 LGCHNSDFRN
LLSKNNAIEP
801 R3FSONGAPG
PESGPGSEPA
851 TSGSETPGTS
TEEGTSESAT
901 PESGPGSEPA
EGSPAGSPTS
9551 TEEGTSTEES
TSESATPESG
1001 PGSEPATSGS
TEPSEGSAFG
1051 TSTEPSEGSA
PSEGSAPASS
1101 PPVLKRHQAE
YDEDENQSPR
1151 SFCEETRHYF
FEEVVEQEET
1201 DGSFTQPLYR
SRPYSFYSSL
1251 ISYEEDQRQG
FDCEAWAYFES
1301 DVDLEKDVHS
FTIFDETKSW
1351 YFTENMERNC
PGLVMAQDOR
1401 IRWYLLSMGS
PGVFETVEML
1451 PSKEAGIWRVE
GHIRDEFQITA
1501 SGOYGOWAPK
ITHGIKTQGA
1551 RQEFSSLYIS
VDSSGIKHNI
1601 FNPPIIARYI
MESKAISDAD
1651 ITASSYFTNM
LOVDFQKETMK
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LAPDDRSYES
GPLLYGEVGD
DFPILPGEIF
PLLICYKESV
GVQLEDPEFQ
SVEFFSGYTEFK
RGMTALLKVS
TSESATPESG
ESATPESGPG
TS5GSETPGTS
EGSAPGTSES
ETPGSEPATS
PGSEPATSEGSE
ITRTTLOSDO
IAAVERLWDY
GELNEHLGLL
ABEPEENFVEP
GLIGPLLVCH
RAPCNIQMED
NENTHSTIHFES
CLIGEHLHAG
LARLHYS5GST
QFTITMYSLDG
RELHPTHYSIR

FATWSPSKAR

274/292

QYLNNGEQRI
TLLIIFENQA
EYEWTVIVED
DORGNOQIMSD
ASNIMHSING
HEMVYEDTLT
SCDKNTGDYY
PGSEPATSGS
TSTEPSEGSA
ESATPESGPG
ATPESGPGTS
GSETPGSPAG
ETPGTSESAT
EEIDYDDTIS
GMS55PHVLR
GPYIRAEVED
NETETYEFWEY
TNTLNPAHGR
PTFEENYRFH
GHVFTVREEKE
MSTLFLVY 3N
NAWSTEEPFEFS
EEMQTYRGNS
STLEMELMGC

LHLOGRSNAW

GREKYEKKVEREFM
SRPYNIYPHG
GPTESDPRCL
KENVILESVE
YVEFDSLQLSV
LFPFSGETVE
EDSYEDISAY
ETPGTSESAT
PGSPAGSPTS
SPAGSPTSTE
ESATPESGPG
SPTSTEEGTS
PESGPGTSTE
VEMEKEDFDI
NEAQSGSVPQ
NIMVTEFRNQA
QHHMAPTEDE
QVTVQEFALF
ATNGY IMDTL
EYEMALYNLY
KCOTPLGMAS
WIKVDLLAPM
TETLMVEEGN
DLNSCSMPLG

REQVNNFEEW
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1701 VTGVTTOGVK SLLTSMYVKE FLISSSODGH OWTLFFONGK
VKVEQGNOQDS

1751 FTPVVNSLDP PLLTRYLRIH PQSWVHQIAL RMEVLGCEAQ
DLYDKTHTCP

1801 PCPAPELLGG PSVFLFPPKP KDTLMISRTP EVTCVVVDVS
HEDPEVKENW

1851 YVDGVEVHNA KTKPREEQYN STYRVVSVLT VLHQDWLNGK
EYKCKVSNKA

1901 LPAPIEKTIS KAKGQPREPQ VYTLPPSRDE LTKNQVSLTC
LVKGEFYPSDI

1951 AVEWESNGQP ENNYKTTPPV LDSDGSFFLY SKLTVDKSRW
OOGNVFSCSV

2001 MHEALHNHYT OKSLSLSPGK *

pSYN FVIIl 267 sequéncia de proteina (FVIIl Fc com 72 AE-XTEN em
aminoacido 18 e 288
AE XTEN em dominio B) SEQ ID NO: 113

1 MOIELSTCEE LCLLRFCESA TRERYYLGAVE LSWDYMOGAP
TSESATPESG
51 FPGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGSEPA TSGSETPEGTS
ESATPESGPG

101 TSTEPSEGSA PGASSSDLGE LEVDARFPPR VPESEPENTS
VVYEKTLEVE

151 FTDHLEFNIAK PRPPWMGLLG PTIQAEVYDT VVITLENMAS
HPVSLHAVGV

201 SYWKASEGAE YDDQTSQREK EDDEVEFPGGS HTYVWQVLEE
NGPMASDPLC

251 LTYSYL3HVD LVEDLNSGLI GALLVCREGS LAKEKTQOTLH
KFILLFAVED

301 EGKSWHSETK NSLMQDRDAA SARAWPEMHT VNGYWVNRSLFP
GLIGCHRESWY

351 YWHVIGMGTT PEVHSIFLEG HTELVENHRY ASLEISPLITE
LTAQTLLMDL

401 GQFLLFCHIS SHQHDGMEAY VEVDSCPEEFP QLRMENNEEA
EDYDDDLTDS

451 EMDVVRFDDD NSPSFIQIRS VAKKHPKTWY HYTAAREEEDW
DYAPLVLAPD

501 DRESYESQYLN NGPORIGEEY EKEVEFMAYTD ETFETREEAIQ

HESGILGPLL

551 YGEVGDTLLI IFENQASRPY NIYPHGITDV RPLYSRRLPK
GVEHLKDEPI

601 LPGEIFKYEW TVTVEDGPTEK SDPRCLTRYY SSEVNMERDL
ASGLIGPLLI

651 CYKESVDQRG NQIMSDKRENYV ILEFSVFDENR SWYLTENIOR
FLENPAGVQL

701 EDPEFQASNI MHSINGYVED SLOLSVCLHE VAYWYILSIG
AQTDFLSVEFE

751 SGYTFEHEMV YEDTLTLFPEF SCGETVEFMSME NPGLWILGCH
NSDERNRGMT

801 ALLEKVS3CDK NTGDYYEDSY EDISAYLLSK NNATEPRSFES
CONGAPGTSES
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8§51 ATPESGEGSE
ETPGTSESAT
901 PESGPGTSTE
PGSEPATSGS
951 ETPGTSESAT
TSTEPSEGSA
1001 PGTSESATPE
PATSGSETEG
1051 SEPATSGSET
PSEGSAPGSE
1101 PATSGSETPG
KRHQAEITRT
1151 TLOSDQEEID
KTRHYFIAAV
1201 ERLWDYGMSS
TOPLYRGELN
1251 EHLGLLGPYI
EDQRQGAEPR
1301 KNFVKPNETK
EKDVHSGLIG
1351 PLLVCHTNTL
NMERNCRAPC
1401 NIQMEDPTFK
LLSMGSNENI
1451 HSIHFSGHVFE
GIWRVECLIG
1501 EHLHAGMSTL
GOWAPKLARL
1551 HYSGSINAWS
SSLYISQFIT
1601 MYSLDGKKWO
ITARYIRLHP
1651 THYSIRSTLR
SYFTNMFATW
1701 SPSKARLHLO
TTOGVKSLLT
1751 SMYVKEFLIS
VNSLDPPLLT
1801 RYLRIHPOSW
PELLGGPSVF
1851 LFPPKPKDTL
VEVHNAKTKP
1901 REEQYNSTYR
IEKTISKAKG
1951 QPREPQVYTL
ESNGQPENNY
2001 KTTPPVLDSD
LHNHYTQKSL
2051 SLSPGK*
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PATSGSETPG
PSEGSAPGSP
PESGPGSPAG
SGPGTSESAT
PGSPAGSPTS
TSESATPESG
YDDTISVEMK
SPHVLRNERAQ
RAEVEDNIMV
TYFWKVOHHM
NPAHGROVTV
ENYRFHATNG
TVREKEEYEM
FLVYSNKCQT
TEEPFSWIKV
TYRGNSTGTL
MELMGCDLNS
GRSNAWRPQV
SSQDGHOWTL
VHOTALRMEW
MISRTPEVTC
VVSVLTVLHO
PPSRDELTEN

GSFFLYSKLT

TSESATPESG
AGSPTSTEEG
SPTSTEEGSP
PESGPGTSES
TEEGTSTEPS
PGTSTEPSEG
KEDFDIYDED
SGSVPQFKKY
TFRNQASRPY
APTKDEFDCK
QEFALFFTIF
YIMDTLPGLV
ALYNLYPGVF
PLGMASGHIR
DLLAPMIIHG
MVFFGNVDSS
CSMPLGMESK
NNPKEWLQVD
FFONGKVKVE
LGCEAQDLYD
VVVDVSHEDP
DWLNGKEYKC
QVSLTCLVKG

VDKSRWQQGN

PGSEPATSGS
TSESATPESG
AGSPTSTEEG
ATPESGPGSE
EGSAPGTSTE
SAPASSPPVL
ENQSPRSFQK
VFQEFTDGSF
SFYSSLISYE
AWAYFSDVDL
DETKSWYFTE
MAQDQRIRWY
ETVEMLPSKA
DFQITASGQY
IKTQGARQKF
GIKHNIFNPP
AISDRQITAS
FOKTMKVTGV
QOGNQDSFTPV
KTHTCPPCPA
EVKFNWYVDG
KVSNKALPAP
FYPSDIAVEW

VESCSVMHER
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pSYN FVIII 268 sequéncia de proteina (FVIIl Fc com 144 AE-XTEN

em aminoacido 18) SEQ ID NO: 114
1 MQIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQGAP
TSESATPESG

51 PGSEPATSGS ETPGTSESAT FESGPGSEPA TSGSETPGTS

ESATPESGPG

101  TSTEPSEGSA PGSPAGSPTS TEEGTSESAT PESGPGSEPA
TS5GSETPGTS

151 ESATPESGPG SPAGSPTSTE EGSPAGSPTS TEEGASSSDL
GELPVDAREF

201  PRVPESFPEN TSVVYKKTLE VEFTDHLEFNI AKPRPPWMGL
LGPTIQAEVY

251 DIVVITLENM ASHPVSLHAV GVSYWKASEG AEYDDOTSOR
EEKEDDEVEPG

301 GSHTYVWOVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLN3G
LIGALLVCRE

351 GSLAKEETQT LHEFILLFAV FDEGESWHSE TENSLMQDED
ARSARARWPEM
401 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL
EGHTFLVRENH
451 FEOASLEISPEL THFLTAQTLLM DLGOFLLECH I55HOHDGME
AYVEVDSCPE
501 EPQLRMENNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRFD DDNSPSFIQI
RSVAKKHPEKT
551 WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA PDDESYKSQY LNNGPORIGR
KYKKEVRFMAY
501 TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LITFENQASRE
PYNIYPHGIT
651 DVRPLYSRRL PEGVEHLKDF PILPGEIFKY KWTVTVEDGP
TESDPRCLTR
101 YYSSEVNMER DLASGLIGPL LICYEESVDD RGNOIMSDER
NVILFSVFDE
751 NRSWYLTENI QRFLFNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV
FDSLOLSVCL
801 HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FEFSGYTEFKHK MVYEDTLTLE
PESGETVEMS
851 MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLEVSSC DENTGDYYED
SYEDISAYLL
201 SENNATIEPRS FSONPPVLER HQAEITRTTL QSDOEEIDYD
DTISVEMEEKE
951 DFDIYDEDEN QSPESFQKKT RHYFIAAVER LWDYGMSSSP
HVLRNRAOSG
1001  SVPQFERVVE QEFTDGSFTQ PLYRGELNEH LGLLGPYIRA
EVEDNIMVTE
1051 RNQASRFYSEF YSSLISYEED QROGAEFPREN FVKPNETKTY
FWEVOHHMAP
1101 TEDEFDCEAW AYFSDVDLEEK DVHSGLIGPL LVCHTNTLNE
AHGROVTVQOE
1151 FALFEFTIFDE TKSWYFTENM ERNCRAPCNI QMEDPTFKEN
YRFHATNGYI
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1201 MDTLPGLVMA QDORIRWYLL SMGSNENIHS IHESGHVETY
REKEEYEMAT

1251 YNLYPGVFET VEMLPSEAGI WRVECLIGEH LHAGMSTLFL
VYSNKCQTPL

1301 GMASGHIRDE QITASGOYGD WAPKLARLHY SGSINAWSTE
EPFSWIKVDL

1351 LAPMITHGIK TOQGARQKFSS LYISQFIIMY SLDGEEWOTY
RGNS5TGTLMY

1401 FFGNVDSSGT EHNIFNPPIT ARYTIRLHPTH YSTRSTLRME
LMGCDLNSCS

1451 MPLGMESEAI SDAQITASSY FTNMEFATWSFE SEARLHLOGR
SNAWRPQVNN

1501 PKEWLQVDFQ KTMKVTGVTT QGVKSLLTSM YVKEFLISSS
QDGHOWTLFF

1551 ONGEVEVEFQG NQDSFTPVVN SLDPPLLTRY LREIHPQSWVH
CIALRMEVLG

1601 CEAQDLYDKT HTCPPCPAPE LLGGPSVFLF PPEPEDTLMI
SRTEPEVTCVV

1651 VDVSHEDPEYV EFNWYVDGEVE VHNAKTEPRE EQYNSTYRVY
SVLTVLHODW

1701 LNGEKEYKCEV SNEALPAFPIE KTISKAKGQOFP REPOVYTLFEP
SRDELTENQV

1751 SLTCLVEGEY PSDIAVEWES NGQPENNYET TPPVLDSDGS
FFLYSKLTVD

1801 EKSEWQQGNVE SCSVMHEALH NHYTOKSLSL SPGE*

pSYN FVIII 269 sequéncia de proteina (FVIII Fc com 72 AE-XTEN em
aminoacido 18) SEQ ID NO: 115

1 MQIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQGAP
TSESATPESG
51 PGSEPATSGS ETPGTSESAT PESGPGSEPA TSGSETPGTS
ESATPESGPG

101 TSTEPSEGSA PGASSSDLGE LPVDARFPPR VPKSFPENTS
VVYRKTLEVE

151 FTDHLFNIAK PRPPWMGLLG PTIQAEVYDT VVITLENMAS
HPVSLHAVGV

201 SYWKASEGAE YDDQTSQREK EDDEVFPGGS HTYVWOVLEKE
NGPMASDPLC

251 LTYSYLSHVD LVKDLNSGLI GALLVCREGS LAKEKTOQTLH
KFILLFAVED

301 EGKSWHSETEK NSLMQDRDAA SARAWPEMHT VNGYVNRESLE
GLIGCHRESV

351 YWHVICMGETT PEVHSIFLEG HTFLVRNHRQ ASLEISPITE

LTAQTLLMDL

401 GQFLLECHIS SHQOHDGMEAY VEVDSCPEEP QOLRMENNEEA
EDYDDDLTDS

451 EMDVVREDDD NSPSFIQIRS VAKEKHPETWY HY IAAEEEDW

DYAPLVLAPD
501 DRSYKSQYLN MNGPOQRIGRKY EKEVRFMAYTD ETFETREAIQ
HESGILGPLL
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551 YGEVGDTLLI
GVKHLKDFPI
601 LPGEIFKYKW
ASGLIGPLLI
6§51 CYKESVDQRG
FLPNPAGVOL
701 EDPEFQASNI
AQTDFLSVEF
751 SGYTFKHKMV
NSDFRNRGMT
8§01 ALLKVSSCDK
ONPPVLKRHOQ
851 AEITRTTLQS
PRSFOKKTRH
901 YFIAAVERLW
FTDGSFTQPL
951 YRGELNEHLG
SLISYEEDQR
1001 QGAEPRKNFV
FSDVDLEKDV
1051 HSGLIGPLLV
SWYFTENMER
1101 NCRABPCNIQM
QRIRWYLLSM
1151 GSNENIHSIH
MLPSKAGIWR
1201 VECLIGEHLH
TASGQYGOWA
1251 PKLARLHYSG
GARQKFSSLY
1301 ISQFIIMYSL
NIFNPPIIAR
1351 YIRLHPTHYS
AQITASSYFT
1401 NMFATWSPSK
MKVTGVTTQG
1451 VKSLLTSMYV
DSFTPVVNSL
1501 DEPLLTRYLR
CPPCPAPELL
1551 GGPSVFLFPP
NWYVDGVEVH
1601 NAKTKPREEQ
KALPAPIEKT
1651 ISKAKGQPRE
DIAVEWESNG
1701 QPENNYKTTP
SVMHEALHNH
1751 YTQKSLSLSP
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IFENQASRPY
TVIVEDGPTE
NOQIMSDKRNV
MHSINGYVED
YEDTLTLFPF
NTGDYYEDSY
DQEEIDYDDT
DYGMS55PHV
LLGPFYIRAEV
KPNETKTYFEW
CHTNTLNPAH
EDFTFEENYR
FSGHVETVEE
AGMSTLFLVY
SINAWSTEEP
DGEEWQTYRG
IRSTLRMELM
ARLHLOGRSN
KEFLISS5QD
THPQSWVHOI
KPEDTLMISR
YNSTYRVVSEV
POQVYTLPPSR
FVLDSDGSFY

GE*

279/292

NIYPHGITDV
SDPRCLTRYY
ILFSVEFDENR
SLOLSVCLHE
SGETVFMSME
EDISAYLLSK
[5VEMKKEDF
LRNEAQSGSEV
EDNIMVTEFRN
KVQOHHMAPTEK
GROVIVOEFA
FHATNGYIMD
KEEYKMALYN
SNKCQTPLGM
FSWIEKVDLLA
NSTGTLMVEF
GCDLNSCSMP
AWRPOVNNPE
GHOWTLEFQON
ALEMEVLGCE
TPEVTCVVVD
LTVLHQDWLN
DELTENQVSL

LYSKLTVDES

RELYSRELFK
S5FVNMERDL
SWYLTENIQR
VAYTWYILSIG
NPGLWILGCH
NNAIEPRESFS
DIYDEDENQS
POQFEEVVEQE
OASRPYSFYS
DEFDCEAWAY
LFFTIFDETK
TLEPGLVMAQD
LYPGVEFETVE
ASGHIRDFQI
FMITHGIKETO
GNVD55GIKH
LGMESEATSD
EWLOVDFQRT
GEVEVEQGNQ
AROQDLYDETHT
VSHEDPEVEF
GKEYKCEKVSN
TCLVEGEYPS

RWQQGNVESC
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pSYNFVIIl 271 sequéncia de proteina (FVIII Fc com 42 AE-XTEN em
aminoacido 18) SEQ ID NO: 116

1 MOIELSTCFF LCLLRECFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQOGAP
GSPAGSPTST
51 EEGTSESATP ESGPGSEPAT SGSETPASSS DLGELPVDAR
FPPRVPKSEP
101 FNTSVVYKET LEFVEFTDHLF NIAKPRPPWM GLLGPTIQAE
VYDTVVITLE
151 NMASHPVSLH AVGVSYWKAS EGAEYDDQTS QREKEDDEVE
PGGSHTYVWG
201 VLEENGPMAS DPLCLTYS3YL SHVDLVEKDLN SGLIGALLVC
REGSLAKEKT
251 QTLHEFILLF AVFDEGKSWH SETENSLMQD RDAASARAWE
KMHTVNGYVN
301 RSLPGLIGCH REKSVYWHVIG MGTTPEVHSI FLEGHTFLVR
NHRQASLEIS
351 PITFLTAQTL LMDLGQFLLE CHISSHQHDG MEAYVEVDSC
PEEPQOLRMEN
401 NEEAEDYDDD LTDSEMDVVR FDDDNSPSEI QIRSVAKKHP
KTWVHY IARE
451 EEDWDYAPLYV LAPDDRSYKS QYLNNGPQRI GRKYKKVREM
AYTDETFETR
501 EAIQHESGIL GPLLYGEVGD TLLIIFENCA SREYNIYPHG
ITDVRPLYSR
551 RLPKGVEKHLK DFPILPGEIF KYKWIVTVED GPTKSDPRCL
TRYYSSEVNM
601 ERDLASGLIG PLLICYKESYV DQRGNQIMSD KENVILESVE
DENRSWYLTE
651 NIQRFLPNPA GVQLEDPEFQ ASNIMHSING YVFDSLOLSV
CLHEVAYWYI
101 LSIGAQTDEL SVEFEFSGYTFK HKMWVYEDTLT LFPESGETVE
MSMENPGLWI
751 LGCHNSDFEN RGMTALLEVS SCDENTGDYY EDSYEDISAY
LLSKNNAIEP
801 RSF3ONPPVL ERHQAEITRET TLOSDOEEID YDDTISVEMK
KEDFDIYDED
851 FENQSPRSFQK KTRHYFIAAV ERLWDYGMSS SPHVLRNRAQ
SGSVPOFEEV
201 VEQEFTDGSE TOPLYRGELN EHLGLLGPYI RAEVEDNIMV
TERNQASRPY
951 SFYSSLISYE EDQRQGAEPR ENFVEPNETE TYEFWEVOHHM
APTEDEFDCK
1001 AWAYFSDVDL EKDVHSGLIG PLLVCHTNTL NPAHGROVTV
QEFALFFTIF
1051 DETKSWYFTE NMERNCRAPC NIQMEDFTEFK ENYRFHAING
YIMDTLPGLV
1101 MAQDQRIRWY LLSMGSNENI HSIHFSGHVE TVREKKEEYKM
ALYNLYPGVE
1151 ETVEMLPSKA GIWRVECLIG EHLHAGMSTL FLVYSNECOT
PLGMASGHIR
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1201 DEFQITASGOY
DLLAPMITIHG
1251 IETQGARQKF
MVEFGNVDSS
1301 GIKHNIFNEE
CSMPLGMESK
1351 AISDAQITAS
NNPEEWLOVD
1401 FQETMEVTGY
FEONGEVEVE
1451 QGNQDSETPV
LGCEAQDLYD
1501 KTHTCPECPA
VVVDVSHEDP
1551 VEFNWYVDG
DWLNGEEYEKC
1601 KVSNKALPAP
OVSLTCLVKG
1651 FYPSDIAVEW
VDESEWOOGN
1701 VFSCSVMHEA

pSYN FVIIl sequéncia de proteina 272 (FVIIl com 144 AE XTEN em ami-

GOWAPKLARL

SSLYTISQFIT

ITARYTIRLHE

SYFTNMEATW

TTOGVESLLT

WVNSLDPPLLT

PELLGGPSVE

VEVHNAKTEP

IEKTISKAKG

ESNGQPENNY

LHNHYTQOKSL

281/292

HYSGSINAWS
MYSLDGEEWD
THYSIRSTLR
SPSKARLHLO
SMYVEEFLIS
RYLRIHPQSW
LFPPKPEDTL
REEEQYNSTYR
OPREPQVYTL
KTTPEVLDSD

SLSPGEK*

TEEPEFSWIKVY

TYRGNSTGTL

MELMGCDLNS

GRSNAWRPOQV

S5QDGHOWTL

VHOIALEMEWY

MLISRTPEVTC

VVSVLTVLHQ

PESRDELTEN

GSFFLYSELT

noacido 18 e 244 AE XTEN em dominio B - sem Fc) SEQ ID NO: 117

1 MOIELSTCHFE LCLLRECESA

TSESATPESG
51 PGSEPATSGS
ESATPESGPG
101 TSTEPSEGSA
TSGSETPGTS
151 ESATPESGEG
GELPVDARFP
201 FPRVPESFPFN
LGPTIQAEVY
251 DTV ITLENM
EKEDDEVEPG
301  GSHTYVWOVL
LIGALLVCRE
351 GSLAEEKTQT
ARSRARAWPEM
401 HTVNGYVNRS
EGHTEFLVENH
451 ROASLEISFI
AYVEVDSCFEE
501 EPQLRMENNE
RSVAKEHPKT
551 WVHYIAAEEE
KYREVEFMAY
501 TDETFETREA
PYNIYPHGIT
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ETPGTSESAT

PGSPAGSPTS

SPAGSPTSTE

TSVVYEKTLE

ASHPVSLHAV

EENGFMASDPE

LHEFILLFAV

LPGLIGCHREEK

TFLTAQTLLM

EAED

DWDYAPLVLA

IQHESGILGE

DDDLT

TRRYYLGAVE

PESGPGSEPAR

TEEGTSESAT

EGSPAGSFPTS

VEFTDHLEFNI

GVSYWKASEG

LCLTYSYLSH

FDEGKESWHSE

SVYWHVIGMG

DLGOFLLEFCH

DSEMDVVEFD

PDDRSYKSOY

LLYGEVGDTL

LSWDYMOGAP

TSGSETPGTS

PESGPGSEPA

TEEGASS5DL

AKPRPPWMGL

ARYDDOTSOR

VDLVEDLNSG

TENSLMODRD

TTPEVHSIFL

T SSHOHDGME

DDNSPSFIQI

LNNGPORIGR

LITFENOASE



651 DVRPLYSRRL
TKSDPRCLTR
701 YYSSFVNMER
NVILFSVEFDE
751 NRSWYLTENT
FDSLQLSVCL
801 HEVAYWYILS
PFSGETVEMS
851 MENPGLWILG
SYEDISAYLL
901 SKNNAIEPRS
PGTSESATPEE
951 SGPGSEPATS
SPAGSPTSTE
1001 EGTSESATPE
AGSPTSTEEG
1051 SPAGSPTSTE
ATPESGPGTS
1101 ESATPESGPG
TSTEEGTSTE
1151 PSEGSAPGTS
SGPGTSTEPS
1201 EGSAPASSPE
MKKEDFDIYD
1251 EDENQSPRSF
ROSGSVEQFK
1301  KVVFQEFTDG
MVTEFRNQASR
1351 PYSFYSSLIS
HMAPTKDEFD
1401 CKAWAYFSDV
TVQEFALFFT
1451 IFDETKSWYF
NGYIMDTLPG
1501 LVMAQDQRIR
KMALYNLYPG
1551 VFETVEMLPS
QTPLGMASGH
1601 TIRDFQITASG
KVDLLAPMII
1651 HGIKTQGARQ
TLMVEFGNVD
1701 SSGIKHNIFN
NSCSMPLGME
1751 SKAISDAQIT
QVNNPKEWLOQ
1801 VDFQKTMKVT
TLEFQNGKVE
1851 VFQGNQDSFT
EVLGCEAQDL
1901 Y=
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PEGVEHLEDE
DLASGLIGPL
QRFLENPAGY
IGAQTDFLSV
CHNSDEFRNRG
FSONGAPGTS
GSETPGTSES
SGPGSEPATS
EGTSTEPSEG
SEPATSGSET
TEPSEGSAPG
VLKRHOQAEIT
OEKTRHYFIA
SFTQPLYRGE
YEEDQRQGAE
DLEKDVHSGL
TENMERNCEA
WYLLSMGSNE
KAGIWRVECL
OYGOWAPKLA
KFSSLYISQF
FPITARYIRL
ASSYFTNMEFA
GVTTOGVESL

PVVNSLDFPL

282/292

PILPGEIFKY
LICYKESVDQ
QLEDPEFQAS
FFSGYTFKHK
MTALLKVSSC
ESATPESGPG
ATPESGPGTS
GSETPGTSES
SAPGTSESAT
PGSEPATSGS
SEPATSGSET
RTTLOSDOEE
AVERLWDYGM
LNEHLGLLGP
PRENFVKPNE
IGPLLVCHTN
PCNIQMEDPT
NIHSIHFSGH
IGEHLHAGMS
RLHYSGSINA
I IMYSLDGKK
HPTHYSIRST
TWSPSKARLH
LTSMYVKEFL

LTRYLRIHEFQ

EWTVTVEDGP
RGNQIMSDER
NIMHSINGYWV
MVYEDTLTLF
DENTGDYYED
SEPATSGSET
TEPSEGSAPG
ATPESGPGSP
PESGPGTSES
ETPGSPAGSP
PGTSESATEE
IDYDDTISVE
555PHVLENR
YTIRAEVEDNI
TETYFWEVCH
TLNPAHGROWV
FEENYRFHAT
VEFTVREKEEY
TLFLVYSNEC
WSTEEPEFSWI
WOTYRGNSTG
LRMELMGCDL
LOGRSNAWRP
I5550DGHOW

SWVHOIALRM
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pSYN VWF 031 sequéncia de proteina ( VWF D1D2D'D3- 48aa de
comprimento GS ligante-Fc clivavel por trombina) SEQ ID NO: 118

1 MIPARFAGVL LALALILPGT LCAEGTRGRS STARCSLEGS

DEVNTFDGSM
51 YSFAGYCSYL LAGGCQKRSF SIIGDFQNGK RVSLSVYLGE
FFDIHLEFVNG
101 TVTOGDQORVS MPYASKGLYL ETEAGYYKLS GEAYGFVARI
DGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCG LCGNFNIFAE DDFMTQEGTL TSDPYDFANS
WALSSGEQWC
201 ERASPPSSSC NISSCEMQKG LWEQCQLLKS TSVFARCHPL
VDPEPFVALC
251 EKTLCECAGG LECACPALLE YARTCAQEGM VLYGWTDHSA
CSPVCPAGME
301 YRQCVSPCAR TCQSLHINEM CQERCVDGCS CPEGQLLDEG
LCVESTECEC
351 VHSGKRYPPG TSLSRDCNTC ICRNSQWICS NEECPGECLV
TGQOSHFKSED
401 NRYFTFSGIC QYLLARDCQD HSFSIVIETV QCADDRDAVC
TRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLKH GAGVAMDGQD IQLPLLKGDL RIQHTVTASV
RLSYGEDLQOM
501 DWDGRGRLLV KLSPVYAGKT CGLCGNYNGN QGDDFLTPSG
LAEPRVEDFG
551 NAWKLHGDCQ DLOKQHSDPC ALNPRMTRFS EEACAVLTSP
TFEACHRAVS
601 PLPYLRNCRY DVCSCSDGRE CLCGALASYA AACAGRGVRV
AWREPGRCEL
651 NCPKGOVYLQ CGTPCNLTCR SLSYPDEECN EACLEGCFCE
PGLYMDERGD
701 CVPKAQCPCY YDGEIFQPED IFSDHHTMCY CEDGFMHCTM
SGVPGSLLPD
751 AVLSSPLSHR SKRSLSCRPP MVKLVCPADN LRAEGLECTK
TCONYDLECM
801 SMGCVSGCLC PPGMVRHENR CVALERCPCF HQGKEYAPGE
TVKIGCNTCV
851 CRDRKWNCTD HVCDATCSTI GMAHYLTFDG LKYLFPGECOQ
YVLVQDYCGS
901 NPGTFRILVG NKGCSHPSVK CKKRVTILVE GGEIELFDGE
VNVKRPMKDE
951 THFEVVESGR YIILLLGKAL SVVWDRHLSI SVVLKQTYQRE
KVCGLOGNFED
1001 GIQNNDLTSS NLQVEEDPVD FGNSWKVSS5Q CADTRKVPLD
3SPATCHNNI
1051 MKQTMVDSSC RILTSDVFQD CNKLVDPEPY LDVCIYDTCS
CESIGDCAAF
1101 CDTIAARYAHV CAQHGKVVTW RTATLCPQSC EERNLRENGY
EAEWRYNSCA
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1151 PACOVTCQHF EPLACPVQCYV EGCHARHCFPPG KILDELLQTC
VDPEDCPVCE

1201 WAGRRFASGK KVTLNPSDPE HCQICHCDVYV NLTCEACQEP
I5GGGGE5GG6G

1251 GSGGGG5GGG GSGGGGSGGG GSLVPRGSGG GGSGGGGSDK
THTCPPCPAP

1301 ELLGGPSVFL FPPKPKDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE
VEEFNWYVDGWV

1251 EVHNAKTEKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHOD WLNGEKEYKCE
VSNEKALPAPI

1401 EEKTISKAKGQ PREFPQVYTLF PSRDELTENQ VSLTCLVEKGE
YPSDIAVEWE

1451 SNGQPENNYK TTPPVLD5DG SFFLYSKLTV DESRWQOQGNWY
FSCSVMHEAL

1501 HNHYTOEKSLS LSPGE*

pSYN VWF 034 sequéncia de proteina (VWF D1D2D'D3- 288AE
XTEN- 35aa de comprimento GS ligante-Fc clivavel por trombina) SEQ

ID NO: 119

1 MIPARFAGVL LALATLILPGT LCAEGTRGRS STARCSLEGS
DEVNTFEFDGSM
51 YSFAGYCSYL LAGGCQKRSE SIIGDFONGK RVSLSVYLGE
FEDIHLEVNG

101 VTQGDORVS MPYASKGLYL ETEAGYYELS GEAYGEVARI
DGSGNEQOVLL

151 SDRYFPMETCG LUGNENIFAE DDEFMTOQEGTL TSDEYDEANGS
WALSSGEQWC

201 ERASPP333C NISSGEMQKG LWEQCQLLES TSVFARCHPL
VDPEPEVALC

251 EKTLCECAGG LECACPALLE YARTCAQEGM VLYGWTDHSA
CSPVCPAGME

301 YROCV3PCAR TCOSLHINEM CQERCVDGCS CPEGQOLLDEG
LCVESTECPC

351 VWVHSGERYPPG TSLSRDCHNTC ICRNSOWICS NEECPGECLV
TGOSHERSED

401 NRYFTFSGIC QYLLARDCOD HSFSIVIETV QCADDRDAVC
TRSVTVRLEG

451 LHNSLVELKH GAGVAMDGOD IQLPLLKGDL RIQHTVTASVY
RLSYGEDLCM

501 DWDGRGRLLYV KLSPVYAGET CGLCGNYNGM QGDDELTESG
LAEPRVEDEG

551 NAWEKLHGDCQ DLOKQHSDPC ALNPRMTRES EEACAVLTSP
TFEACHRAVS

601 PLPYLRNCRY DVCSCS5DGRE CLCGALASYA AACAGRGVRY
AWREPGRCEL

651 NCPEGQVYLQ CGTPCNLTCR SLSYPDEECN EACLEGCECPE
PGLYMDERGD

701 CVPEAQCPCY YDGEIFQPED IFSDHHTMCY CEDGFMHCTM
SGVPGSLLPD

751 AVLS5SPLSHR SKRSLSCRPP MVKLVCPADN LRAEGLECTEK
TCONYDLECM
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801 SMGCVSGCLC PPGMVRHENR CVALERCPCF HQGKEYAPGE
TVKIGCNTCV

851 CRDRKWNCTD HVCDATCSTI GMAHYLTFDG LKYLFPGECQ
YVLVQDYCGS

901 NPGTFRILVG NKGCSHPSVK CKKRVTILVE GGEIELFDGE
VNVKRPMKDE

951 THFEVVESGR YIILLLGKAL SVVWDRHLSI SVVLKQTYQE
KVCGLCGNED

1001 GIQNNDLTSS NLQVEEDPVD FGNSWKVSSQ CADTRKVPLD
SSPATCHNNI

1051 MKQTMVDSSC RILTSDVFQD CNKLVDPEPY LDVCIYDTCS
CESIGDCAAF

1101 CDTIAAYAHV CAQHGKVVTW RTATLCPQSC EERNLRENGY
EAEWRYNSCA

1151 PACQVTCQHP EPLACPVQCV EGCHAHCPPG KILDELLQTC
VDPEDCPVCE

1201 VAGRRFASGK KVTLNPSDPE HCQICHCDVV NLTCEACQEP
ISGTSESATP

1251 ESGEGSEPAT SGSETPGTSE SATPESGEGS EPATSGSETP
GTSESATPES

1301 GPGTSTEPSE GSAPGSPAGS PTSTEEGTSE SATPESGPGS
EPATSGSETP

1351 GTSESATPES GPGSPAGSPT STEEGSPAGS PTSTEEGTST
EPSEGSAPGT

1401 SESATPESGP GTSESATPES GPGTSESATE ESGPGSEPAT
SGSETPGSEP

1451 ATSGSETPGS PAGSPTSTEE GTSTEPSEGS APGTSTEPSE
GSAPGSEPAT

1501 SGSETPGTSE SATPESGPGT STEPSEGSAP DIGGGGGSGG
GGSLVPRGSG

1551 GDKTHTCPPC PAPELLGGPS VFLFPPKPKD TLMISRTPEV
TCVVVDVSHE

1601 DPEVKFNWYV DGVEVHNAKT KPREEQYNST YRVVSVLTVL
HODWLNGKEY

1651 KCKVSNKALP APIEKTISKA KGQPREPQVY TLPPSRDELT
KNQVSLTCLV

1701 KGFYPSDIAV EWESNGQPEN NYKTTPPVLD SDGSFFLYSK
LTVDKSRWQQ

1751 GNVFSCSVMH EALHNHYTQK SLSLSPGK*
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pSYN VWF 036 sequéncia de proteina (VWF D1D2D'D-98aa de com-
primento GS ligante-Fcclivavel por trombina) SEQ ID NO: 120

1 MIPARFAGWVL
DEVNTEFDGSM
51 ¥YSFAGYCZSYL
FFEFDIHLEVNG
101 WTQGDORWVS
DGSGNEFQOVLL
151 SDRYFNETCG
WALSSGEQWC

201 ERASPPSSS5C
VDPEPFVAL
251 EKTLCECAGG
CSPVCPAGME
301 YRQCVSPCAR
LCVESTECPC
351 VHSGERYPPG
TGOQSHFKESED
401 NRYFTEFSGIC
TRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLEKH
RLSYGEDLQM
201 DWDGRGRLLV
LAEPRVEDEG
551 NAWKLHGDCQ
TFEACHRAVS
601 PLPYLRNCRY
AWREPGRCEL
651 NCPEGQVYLOQ
PGLYMDERGD
701 CVPKAQUPCY
SGVPGSLLPD
751 VL3S3PLSHR
TCONYDLECM
801 SMGCVSGCLC
TVKIGCNTCV
851 CRDREKWNCTD
YVLVQDYCGS
201 NPGTFRILVG
VNVERFMEDE
951 THFEVVESGR
KVCGLCGNED
1001 GIQNNDLTSS
SSPATCHNNI
1051 MKQTMVDSSC
ESIGDCAAF
1101 CDTIAAYAHV
EAEWRYNSCA
1151 PACQOVTCOHF
VDPEDCPVCE
1201 VAGRRFASGK
I5GGGGSGGG
1251 GSGGGGSGGGE
G5GGGEGEGGGE
1301 GSGGGGSGGG
THTCPPCPAP
1351 ELLGGPSVEL
VEENWYVDGV
1401 EVHNAKTEPR
VSNKALPAPI
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LALATLILEPGT
LAGGCOKRSE
MPYASKGLYL

LOCGNENIEAE

NISSGEMOKG

LECARCPALLE

TCOSLHINEM

TSLSRDCNTC

OYLLARDCQD

GAGVAMDGQD

KLSPVYAGET

DLOKQHSDPC

DVCSCS5DGRE

CGTPCNLTCR

YDGEIFQFPED

SERSLSCRPP

PPGMVEHENR

HWVCDATCSTI

NEGCSHPSVE

YIILLLGKAL

NLOQVEEDPWVD

RILTSDVEQD

CAQHGEVVTW

EPLACFEVQCV

KVTLNFSDFEE

GEGGGGEGGEGE

GSGGGGEEGGGE

FPEPKPKDTLM

EEQYNSTYRV

LCAEGTRGRE

SITGDEFONGE

ETEAGYYKLS

DDEFMTOEGTL

LWEQCQLLKS

YARTCAQEGM

CQERCVDGCS

ICERNSQWICS

HSFSIVIETV

IQLPLLKGDL

CGLCGNYNGN

ALNFEMTRES

CLCGALASYA

SLSYPDEECN

IFSDHHTMCY

MVKLVCPADN

CVALERCPCE

GMAHYLTFDG

CEERVTILVE

SVVWDRHLST

FGNSWEKVSSQ

CNELVDFPFEPY

RTATLCPQSC

EGCHAHCFPG

HCQICHCDVV

GEGGGGEGGEGE

GSLVPRGSGG

ISRTPEVTCV

VSVLTVLHQD

STARCSLEFGS
RVESLEVYLGE
GEAYGEFWVART

TSDPYDEFANS

TSVFARCHPL

VLYGWTDHSA

CPEGQLLDEG

NEECPGECLV

QCADDRDAVC

RIQHTVTASV

QGDDFLTPSG

EEACAVLTSP

ARCAGRGVRV

EACLEGCEFCP

CEDGFMHCTM

LRAEGLECTK

HOGEEYAPGE

LEKYLFPGECO

GGEIELFDGE

SVVLEQTYQE

CADTREVPLD

LDVCIYDTCS

EERNLRENGY

KILDELLQTC

NLTCEACQEP

GEGGEGGEGGEGE

GGSGGGG5DK

VVDVSHEDPE

WLNGEEYEKCK
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1451 EKTISKAKGQ PREPQVYTLP PSRDELTKNQ VSLTCLVKGE
YPSDIAVEWE

1501 SNGQPENNYK TTEPVLDSDG SFFLYSKLTV DKSRWQQGNV
FSCSVMHEAL

1551 HNHYTQKSLS LSPGK*

pSYN Fc-015 sequéncia de proteina (dominio IgG-Fc) SEQ ID NO:

121

1 METDTLLLWV LLLWVPGSTG DKTHTCPPCP APELLGGPSV
FLEPPEFPKDT

51 LMISRTPEVT CVVVDVSHED PEVEFNWYVD GVEVHNAKTE
PEEEQYMNSTY

101 RVVSVLTVLH QDWLNGEEYK CEVSNEALPA PIEKTISKAK
GOPREPQOVYT

1531 LPPSRDELTK NQVSLTCLVE GFYPSDIAVE WESNGQPENN
YKTTPPVLDS

201 DGSFFLYSEL TVDESRWQQG NVFSCSVMHE ALHNHYTQKS

LSLSPGE*

Exemplo 15: heterodimeros FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc tiveram mantidas
as atividades especificas de FVIII normal, em comparacdo com o tipo
selvagem do BDD-FVIII.

[000384] A atividade especifica FVIII de heterodimeros FVIII-XTEN-
Fc:VWEF-Fc foi determinada. Heterodimeros foram purificados utilizan-
do um processo de cromatografia em duas etapas. Uma resina de tro-
ca anidnica fraca foi utilizada, seguido por cromatografia de afinidade.
O produto final purificado tinha pureza aceitavel por SEC-HPLC. A ati-
vidade especifica foi comparada com o FVIlIl sem dominio B (BDD-
FVIII), como medido pelo ensaio cromogénico de FVIII e concentracéo
de A280. Os dados sao apresentados na Tabela 26. Todas as molécu-
las testadas demonstraram atividades especificas de FVIII compara-
veis para o BDD-FVIII. A pureza e a presenga de cada fracdo das mo-

léculas foram confirmadas por SDS-PAGE e Western blotting.
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Tabela 26: atividade especifica de FVIII de heterodimeros FVIII-XTEN-

Fc:VWF-Fc
FVII FVIII FVIII
FVIII 207 FVIII-66 FVIII 155 FVIII 169
Constructo 155/ 205/ 169/
scBDDFVIII | dcBDD FVIII) | / vWF31 / VWF31
vWF39 vWF31 | vWF34
Atividade
especi-fica
1473 1592 1534 1796 1511 1345 1505
medida
(IlU/nmol)

[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- 5 minutos Recu- | HL | MRT | ClI Vss AUC_D
mento peracao (%) (h) | (h) (mL/h/kg) | (mL/kg) | (h*kg*mIU/mL/mIU)
BDD-FVIII | 89 76 | 11 4,5 49,2 0,22
rEVIIFc 78 16 | 20 2,9 57,8 0,35
rEVIII-
86 30 | 36 1,8 63,4 0,57
XTEN/D'D3

Exemplo 16: poténcia de heterodimero FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc (ativi-
dade de FVIIlI) na hemostasia como medido pelo ensaio de TTPA de
uma fase

[000386] A poténcia de heterodimeros FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc na
hemostasia foi avaliada pela sua atividade aPTT especifica de FVIII co-
mo resumido na Tabela 28. Como demonstrado na Tabela 28, enquanto
que a adicao do fragmento VWF D’D3 e a inser¢do de XTEN nas intra-
dominios de FVIII reduz a atividade de aPTT especifica de FVIII dos he-
terodimeros (como indicado pelos dados FVIII155/VWF031 e os dados
FVII1I205/VWFQ031), insergdes XTEN na regido do dominio B do FVIII
ou C-terminal do fragmento VWF D’'D3 ndo tem nenhum efeito negati-
vo sobre a atividade especifica aPTT de FVIII (como indicado pelos
dados FVIII169/VWFO031 e os dados FVIII169/VWF034). Em compara-
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¢ao com BDD-FVIII de cadeia dupla (dcBDD-FVIII), FVIII155/VWF031,
FVIII169/VWF031, FVIII169/VWF034 e VWF205/VWF031 mostrou re-
ducao da atividade aPTT especifica por 2,5 vezes, 2,8 vezes, 2,6 ve-
zes e 5,5 vezes, respectivamente.

Tabela 28: atividade aPTT especifica de FVIII de heterodimeros FVIII-
XTEN-Fc:VWF-Fc

FVIII FVIII
FVIII 207 | FVIII-66 FVIIl 155 FVIIl 169
Constructo 169 /1205 /
scBDD-FVIIl | deBDD-FVIII | / VWF31 / VWF34
VWF31 | VWF31
Atividade
especifica 416 + 214 %
818 + 153 1188 + 213 | 448 + 111 436 + 189
de aPTT 70 38
(IlU/nmol)

Ensaio aPTT especifico de FVIII
[000387] As variantes de FVIIl foram diluidas com tampao de aPTT
(0,15 M de NacCl, 0,05 M Tris-HCI, 1% BSA, pH 7,4) para o ensaio de

faixa linear (200- 1,6 mU/mL). 50 uL de amostras diluidas ou padrdes

foram misturados sequencialmente, com 50 yL de 37°C plasma agru-
pado de HemA humano naive, 50 uL de reagente 37°C aPTT (ACTIN®
FSL reagente ativado cefaloplastina - Dade Behring, referéncia #
B4219-2) e incubados a 37°C por 4 minutos. 50 ul de CaCl2 20 mM
(Dade Behring [referéncia ORFO37 #]) foi entdo adicionada a mistura
de reagao para iniciar as reagdes de coagulagao. Usando o tempo de
coagulacao de cada amostra (o intervalo de tempo desde a adigéo de
CaCl; até o inicio da formagao de coagulo), a atividade APTT foi calcu-
lada contra o padrao que foi gerada com o 8° padrao internacional
concentrado de FVIIl. Atividade especifica aPTT foi calculada por
comparagao com a concentragcdo de proteina de cada molécula medi-
do por OD280.

Exemplo 17: eficacia in vivo de heterodimero FVIII-XTEN-Fc: VWF-Fc
em modelo de sangramento em clip de cauda de camundongos HemA

[000388] Para acessar ainda mais a poténcia da hemostasia dos he-
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terodimeros, a eficacia aguda de FVIII169/VWF034 e FVIII205/
VWFO031 foi avaliada em comparagdo com BDD-FVIII no modelo de
sangramento de clipe em cauda de camundongos HemA. Camundon-
gos HemA foram tratados com uma unica injecéo IV de BDD-FVIIl em
200, 65 e 20 IU/kg para gerar o nivel de controle de perda de sangue
da lesdo do clipe apds 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-FVIIl para avaliar a sua poténcia na hemostasia.
Animais tratados com veiculo foram usados para gerar a perda de
sangue de linha de base para o modelo. Como mostrado na Figura 16,
a reducgao significativa da perda de sangue foi observada a partir de
todos os grupos de tratamento em comparagao com a de FVIIl dos
animais tratados com veiculo (p <0,05). Ambos FVIII169/VWF034 e
FVIII205/VWF031 sao eficazes no modelo de clipe na cauda de ca-
mundongos HemA. Em comparagédo com o BDD-FVIII, cerca de 3 ve-
zes menor poténcia foi observado para FVIII169/VWF034, como de-
monstrado pela redugao de perda de sangue semelhante conseguida
por 65 |U/kg de BDD-FVIII e 200 IU/kg de FVIII169/VWF034. Como
para FVIII205/VWF034, foi observada uma redugao de poténcia de 10
vezes, como demonstrado pela redugado de perda de sangue seme-
Ihante conseguida por 20 IU/kg de BDD-FVIII e 200 1U/kg de FVIII205/
VWFO031.

[000389] Embora FVIII6O/VWF034 e FVIII205/VWF031 tiveram ativi-
dade cromogénica de FVIIlI especifica semelhante em comparagao
com rBDD-FVIIl, sua atividade aPTT de FVIII e poténcia in vivo foram
ambas reduzidas devido as modificacbes das moléculas. Estes dados
indicam que a atividade aPTT de uma molécula de FVIIl € uma medi-
¢ao mais precisa em prever sua poténcia in vivo na hemostasia do que

a atividade cromogénica 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 lesdo 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 agua
37°C durante 10 minutos para dilatar a veia lateral. Apds a dilatagao
venosa, rFVIIl ou solugdo veiculo 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 fisiolégico morno a 37°C 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
mudanga 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 alteracéo de peso = 1 mL perda de
sangue).

[000391] A descricao anterior das modalidades especificas ira reve-
lar tdo plenamente a natureza geral da invengao que outros podem,
por aplicacdo do conhecimento dentro da especialidade da técnica,
prontamente modificar e/ou adaptar para varias aplicacbes tais moda-
lidades especificas, sem experimentagao indevida, sem se afastar do
conceito geral da presente invengao. Por conseguinte, estas adapta-
cdes e modificacbes pretendem estar dentro do significado e faixa de
equivalentes das especificacdes reveladas, com base nos ensinamen-
tos e orientagcbes aqui apresentados. Deve ser compreendido que a
fraseologia ou terminologia aqui utilizada é para o propdsito de descri-
cao e nao de limitacao, de tal modo que a terminologia ou fraseologia

da presente especificacdo deve ser interpretada pelo especialista a luz
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dos ensinamentos e orientacéo.

[000392] Outras modalidades da invencédo serdo evidentes para os
especialistas na técnica a partir da consideracéo do relatério descritivo
e da pratica da invencdo aqui revelada. Pretende-se que a especifica-
¢ao e os exemplos sejam considerados como apenas exemplificativos,
com o verdadeiro escopo e espirito da invencio indicados pelas rei-
vindicagdes que se seguem.

[000393] Todas as patentes e publicagdes aqui citadas sao aqui in-

corporadas por referéncia na sua totalidade.
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REIVINDICAGOES

1. Proteina quimérica, caracterizada pelo fato de que com-
preende (i) uma primeira cadeia polipeptidica e (ii) uma segunda ca-
deia polipeptidica,
em que a primeira cadeia polipeptidica compreende

(1) um fragmento de Fator de von Willebrand (VWF) com-
preendendo um dominio D’ e um dominio D3 de VWF,

(2) uma primeira sequéncia de polipeptideo de comprimen-
to estendido (XTEN),

(3) uma primeira regiao Fc, e
em que o segundo polipeptideo compreende

(4) uma proteina de fator VIII (FVIII),

(5) um segundo XTEN, e

(6) uma segunda regiao Fc;

em que a proteina FVIII compreende uma delecio total ou
parcial do dominio B; em que o fragmento de VWF compreende ami-
noacidos correspondendo aos aminoacidos 764 a 1240 da SEQ ID
NO: 2, em que o fragmento de VWF compreende uma substituicdo de
um aminoacido diferente de cisteina na posicao correspondente ao
residuo 1099, residuo 1142 ou ambos os residuos 1099 e 1142 da
SEQ ID NO: 2, em que o fragmento de VWF inibe a interagédo da prote-
ina FVIII com VWF endoégeno e em que a primeira sequéncia de XTEN
é ligada ao C-terminal do fragmento de VWF, e em que a primeira re-
gido Fc esta ligada ao C-terminal da primeira sequéncia XTEN por um
ligante clivavel e em que a primeira regido Fc esta associada a segun-
da regiao Fc por uma ligagao covalente.

2. Proteina quimérica, de acordo com a reivindicagao 1, ca-
racterizada pelo fato de que o fragmento de VWF contém uma alanina
nos residuos correspondentes ao residuo 1099 e residuo 1142 da
SEQ ID NO: 2.
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3. Proteina quimérica, de acordo com a reivindicagdo 1 ou
2, caracterizada pelo fato de que o primeiro XTEN compreende a se-
guéncia de aminoacidos 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 combinacéo das
mesmas.

4. Proteina quimérica, de acordo com a reivindicacdo 1 ou
2, caracterizada pelo fato de que o segundo XTEN compreende a se-
quéncia de aminoacidos 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 combinacéo das
mesmas.

5. Proteina quimérica, de acordo com qualquer uma das
reivindicacdes 1 a 4, caracterizada pelo fato de que a primeira ou se-
gunda sequéncia XTEN & SEQ ID NO: 39 ou SEQ ID NO: 131.

6. Proteina quimérica, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 5, caracterizada pelo fato de que o segundo XTEN é
inserido dentro da proteina FVIIlI imediatamente a jusante de um sitio
de insergao correspondente ao residuo 745 de FVIII humano maduro
nativo (SEQ ID NO: 4).

7. Proteina quimérica, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 6, caracterizada pelo fato de que a segunda regido
Fc esta ligada ao C-terminal da proteina FVIII.

8. Proteina quimérica, de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizada pelo fato de que a proteina FVIII

compreende uma deleg¢ao parcial do dominio B.
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9. Proteina quimérica, de acordo com a reivindicagéo 1, ca-
racterizada pelo fato de que

a primeira cadeia polipeptidica compreende uma sequéncia
de aminoacidos conforme apresentada na SEQ ID NO: 119; e

a segunda cadeia polipeptidica compreende uma sequéncia
de aminoacidos conforme estabelecido na SEQ ID NO: 103.

10. Proteina quimérica, caracterizada pelo fato de que
compreende (i) uma primeira cadeia polipeptidica e (ii) uma segunda
cadeia polipeptidica,

a primeira cadeia polipeptidica compreendendo

(1) um fragmento de VWF compreendendo uma sequéncia
de aminoacidos de acordo com os aminoacidos 764 a 1240 da SEQ ID
NO: 119,

(2) um primeiro XTEN compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos 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 combinacédo das mesmas, e

(3) uma primeira regiao Fc;

a segunda cadeia polipeptidica compreendendo

(4) uma proteina FVIII compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos de acordo com os aminoacidos 1 a 745 e 1649-2332 de
FVIII humano maduro nativo (SEQ ID NO: 4),

(5) um segundo XTEN compreendendo uma sequéncia de
aminoacidos 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 combinacdo das mesmas, e

(6) uma segunda regiéo Fc;

em que a primeira sequéncia XTEN esta ligada ao C-
terminal do fragmento VWF,

em que o fragmento de VWF inibe a interagdo da proteina
FVIII com o VWF enddgeno; em que a primeira regido Fc esta ligada
ao C-terminal da primeira sequéncia XTEN por um ligante clivavel,

em que a segunda regido Fc esta ligada ao C-terminal da
proteina FVIII;

em que a proteina FVIII compreende uma delegéao total ou
parcial do dominio B;

em que o segundo XTEN ¢ inserido dentro da proteina FVIII
em um local de insergao imediatamente a jusante do aminoacido 745
de acordo com FVIII humano maduro nativo (SEQ ID NO: 4), e

em que a primeira regiao Fc e a segunda regido Fc estao
associadas por uma ligacao dissulfeto.

11. Proteina quimérica, de acordo com a reivindicacao 10,
caracterizada pelo fato de que a primeira regido Fc e a segunda regiao
Fc estdo associadas por duas ligagdes dissulfeto.

12. Composicdo farmacéutica, caracterizada pelo fato de
gue compreende a proteina quimérica como definida em qualquer uma

das reivindicacdes 1 a 11, e um veiculo farmaceuticamente aceitavel.
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