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DESCRIPCION
Gen del factor VIl optimizado
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La via de coagulacién de la sangre implica, en parte, la formacion de un complejo enzimatico del factor Villa (FVllia)
y el factor IXa (FIXa) (complejo Xasa) sobre la superficie de las plaquetas. El FIXa es una serina proteasa con actividad
catalitica relativamente débil sin su cofactor FVllla. El complejo Xasa escinde el factor X (FX) en el factor Xa (FXa),
que a su vez interacciona con el factor Va (FVa) para escindir protrombina y generar trombina. La hemofilia A es un
trastorno hemorragico provocado por mutaciones y/o deleciones en el gen FVIII (FVIIl) que da como resultado una
deficiencia de actividad de FVIII (Peyvandi et al. 2006). En algunos casos, los pacientes tienen niveles de FVIII
reducidos debido a la presencia de inhibidores de FVIII, tales como anticuerpos anti-FVIII.

La hemofilia A se caracteriza por hemorragia espontanea y excesivo sangrado. Con el tiempo, el sangrado repetido
en musculos y articulaciones, que frecuentemente empieza en la segunda infancia, da como resultado artropatia
hemdéfila y dafio articular irreversible. Este dafio es progresivo y puede conducir a una movilidad fuertemente limitada
de articulaciones, atrofia muscular y dolor crénico (Rodriguez-Merchan, E.C., Semin. Thromb. Hemost. 29:87-96
(2003).

La enfermedad se puede tratar por tratamiento sustitutivo que se dirige a la restauracion de la actividad de FVIII al 1
a 5 % de los niveles normales para prevenir el sangrado espontaneo (véase, por ejemplo, Mannucci, P.M., et al., N.
Engl. J. Med. 344:1773-9 (2001). Estan disponibles productos derivados del plasma y de FVIIl recombinante para
tratar episodios hemorragicos a demanda o para prevenir que ocurran episodios hemorragicos tratando
profilacticamente. Basandose en la semivida de estos productos (10-12 hy (White G.C., et al., Thromb. Haemost.
77:660-7 (1997); Morfini, M., Haemophilia 9 (supl 1):94-99; discusién 100 (2003)), las pautas de tratamiento requieren
una frecuente administracién intravenosa, cominmente dos a tres veces a la semana para la profilaxis y de una a tres
veces al dia para el tratamiento a demanda (Manco-Johnson, M.J., et al., N. Engl. J. Med. 357:535-544 (2007)). Dicha
administracién frecuente es poco practica y cara.

Un impedimento importante en proporcionar una proteina FVIII recombinante de bajo coste a los pacientes es el alto
coste de la produccién comercial. La proteina FVIII se expresa débilmente en los sistemas de expresion heterdloga,
dos a tres 6rdenes de magnitud menos que las proteinas de tamafio similar (Lynch et al., Hum. Gene. Ther.; 4:259-72
(1993). La mala expresion de FVIII es debida en parte a la presencia de elementos que actian en cis en la secuencia
codificante de FVIII que inhiben la expresién de FVIII, tal como los elementos silenciadores transcripcionales (Hoeben
et al., Blood 85:2447-2454 (1995)), secuencias de tipo union a la matriz (MAR) (Fallux et al., Mol. Cell. Biol. 16:4264-
4272 (1996)) y elementos inhibidores de la elongacion transcripcional (Koeberl et al., Hum. Gene. Ther.; 6:469-479
(1995)).

Los avances en el entendimiento de los presentes inventores de la biologia de la expresion de FVIII han conducido al
desarrollo de variantes de FVIII mas potentes. Por ejemplo, estudios bioquimicos demostraron que el dominio B de
FVIIl era dispensable para la actividad del cofactor FVIII. La delecion del dominio B produjo un aumento de 17 veces
en los niveles de ARNm a lo largo de FVIII natural de longitud completa y un aumento del 30 % en proteina secretada.
(Toole et al., Proc Natl Acad Sci USA 83:5939-42 (1986)). Esto condujo al desarrollo de un concentrado de proteina
FVIII de dominio B delecionado (BDD), que ahora se usa ampliamente en la clinica. Estudios recientes, sin embargo,
indican que FVIlIh de longitud completa y BDD se plegaron erréneamente en la luz del RE, dando como resultado la
activacion de la respuesta a proteinas desplegadas (UPR) y la apoptosis de hepatocitos murinos. Los documentos de
patente WO2011005968 y US2009042283 desvelan factor VIII optimizados por codones con delecion del dominio B.

Asi, existe una necesidad en la técnica de secuencias de FVIIl que se expresen eficientemente en sistemas
heterologos.

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucleétidos al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, en donde la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido con
actividad de factor VIII. En otra realizacién, la invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que
comprende una secuencia de nucleétidos al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos
99 % o al menos 100 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones, la invencién proporciona una molécula de
acido nucleico aislada que comprende SEQ ID NO: 1.

La presente invencion también proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucleétidos al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 %, o al menos 100 % idéntica
a SEQ ID NO: 2, en donde la secuencia de nucleotidos codifica un polipéptido con actividad de factor VIII. En una
realizacion, la invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién tiene un indice de adaptacion de
codones humanos que es elevado con respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico
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aislada de la invenci6n tiene un indice de adaptacion de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,75,
al menos aproximadamente 0,76, al menos aproximadamente 0,77, al menos aproximadamente 0,78, al menos
aproximadamente 0,79, o al menos aproximadamente 0,80. En otras realizaciones mas, la molécula de acido nucleico
aislada de la invenci6n tiene un indice de adaptacion de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,80,
al menos aproximadamente 0,81, al menos aproximadamente 0,82, al menos aproximadamente 0,83, al menos
aproximadamente 0,84, al menos aproximadamente 0,85, al menos aproximadamente 0,86, al menos
aproximadamente 0,87, o0 al menos aproximadamente 0,88.

En ciertas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién contiene un mayor porcentaje de
nucleétidos G/C en comparacion con el porcentaje de nucleétidos G/C en SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la
molécula de acido nucleico aislada de la invencion contiene un porcentaje de nucleétidos G/C que es al menos
aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 46 %, al menos aproximadamente 47 %, al menos
aproximadamente 48 %, al menos aproximadamente 49 %, o al menos aproximadamente 50 %.

En otras realizaciones mas, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién contiene menos secuencias
MARS/ARS (SEQ ID NO: 5 y 6) con respecto a SEQ ID NO: 3. En aln otras realizaciones, la molécula de &cido
nucleico aislada de la invencion contiene como maximo una secuencia MARS/ARS. En algunas realizaciones, la
molécula de acido nucleico aislada de la invencién no contiene una secuencia MARS/ARS.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién no contiene el sitio de corte y empalme
GGTGAT (SEQ ID NO: 7).

En ciertas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién contiene menos secuencias
desestabilizantes (SEQ ID NO: 8 y 9) con respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la molécula de acido
nucleico aislada de la invencién contiene como maximo 4 secuencias desestabilizantes. En otras realizaciones mas,
la molécula de acido nucleico aislada de la invencién contiene como maximo 2 secuencias desestabilizantes. En adn
otras realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién no contiene una secuencia desestabilizante.

En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién no contiene una secuencia de poli-T
(SEQ ID NO: 10). En aun otras realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién no contiene una
secuencia de poli-A (SEQ ID NO: 11).

En una realizacion, la molécula de acido nucleico aislada de la invencion comprende ademas una secuencia heterbloga
de nucleotidos. Por ejemplo, la secuencia heterb6loga de nucleétidos puede codificar una secuencia heterdloga de
aminoacidos que es un extensor de la semivida. En algunas realizaciones, la secuencia heterbloga de aminoacidos
es una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, transferrina, albimina, polipéptido de unién a
albdmina, una secuencia XTEN, Fc, el péptido del extremo C (CTP) de la subunidad B de gonadotropina coriénica
humana, o una secuencia PAS. En otras realizaciones, la secuencia heteréloga de aminoacidos es una region Fc o
un componente de unién a FcRn. En otras realizaciones mas, la secuencia heteréloga de aminoacidos se une al
extremo N o el extremo C de la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos o se inserta
entre dos aminoacidos en la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleotidos.

En una realizacién particular, la molécula de &cido nucleico aislada de la invencién codifica una molécula hibrida de
monémero-dimero que comprende el factor VIII.

En otra realizacion, la molécula de acido nucleico aislada de la invencién esta operativamente unida a al menos un
secuencia de control de la transcripcién.

La presente invencién también proporciona un vector que comprende la molécula de acido nucleico de la invencién.

La presente invencion también proporciona una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico de
la invencion. En algunas realizaciones, la célula hospedadora se selecciona del grupo que consiste en: una célula
CHO, una célula HEK293, una célula BHK21, una célula PER.C6, una célula NSO y una célula CAP.

La presente invencién también proporciona un método de produccion de un polipéptido con actividad de factor VIII,
que comprende: cultivar la célula hospedadora de la invencidén en condiciones por las cuales se produce un polipéptido
con actividad de factor VIII; y, recuperar el polipéptido con actividad de factor VIII. En otras realizaciones del método
de produccion de un polipéptido con actividad de factor VIII, la expresion del polipéptido con actividad de factor VIl es
elevada con respecto a una célula hospedadora cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia
de nucledtidos de referencia que comprende SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones del método, la célula hospedadora
es una célula CHO. En otras realizaciones del método, la célula hospedadora es una célula HEK293.

La presente invencion también proporciona un método de aumento de la expresion de un polipéptido con actividad de
factor VIl en un sujeto que comprende administrar la molécula de acido nucleico aislada de la invencién o el vector
de la invencién a un sujeto en necesidad del mismo, en donde la expresién del polipéptido con actividad de factor VIII
es elevada con respecto a una molécula de acido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 3 o el vector que
comprende la molécula de acido nucleico de referencia .
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La presente invencion también proporciona un método de aumento de la expresion de un polipéptido con actividad de
factor VIl que comprende cultivar la célula hospedadora de la invencién en condiciones por las cuales un polipéptido
con actividad de factor VIII se expresa por la molécula de &cido nucleico, en donde la expresion del polipéptido con
actividad de factor VIl es elevada con respecto a una célula hospedadora cultivada en las mismas condiciones que
comprende una secuencia de acidos nucleicos de referencia que comprende SEQ ID NO: 3.

La presente invencion también proporciona un método de mejora del rendimiento de un polipéptido con actividad de
factor VIII que comprende cultivar la célula hospedadora de la invencién en condiciones por las cuales se produce un
polipéptido con actividad de factor VIII por la molécula de acido nucleico, en donde el rendimiento del polipéptido con
actividad de factor VIl es elevada con respecto a una célula hospedadora cultivada en las mismas condiciones que
comprende una secuencia de acidos nucleicos de referencia que comprende SEQ ID NO: 3.

La presente invencién también proporciona un método de tratamiento de un trastorno hemorragico que comprende:
administrar a un sujeto en necesidad del mismo una molécula de acido nucleico de la invencion, un vector de la
invencion o un polipéptido de la invencién. En algunas realizaciones del método de tratamiento de un trastorno
hemorréagico, el trastorno hemorragico se caracteriza por una deficiencia en el factor VIIl. En algunas realizaciones, el
trastorno hemorragico es hemofilia. En algunas realizaciones, el trastorno hemorragico es hemofilia A.

En algunas realizaciones del método de tratamiento de un trastorno hemorragico, la actividad de factor VIl en plasma
24 horas después de la administracion es elevada con respecto a un sujeto administrado con una molécula de acido
nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 3, un vector que comprende la molécula de acido nucleico de
referencia, o un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de referencia.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La Figura 1 es un diagrama esquematico que muestra la localizacién de diversos sitios en la secuencia codificante
del factor VIII BDD. Estos sitios se retiraron durante el proceso de optimizacion por codones.

La Figura 2 es la secuencia de nucleétidos del factor VIII BDD (SEQ ID NO: 1), optimizado por codones por un
primer método de optimizacién por codones, descrito en el Ejemplo 1.

La Figura 3 es la secuencia de nucleétidos del factor VIII BDD (SEQ ID NO: 2), optimizado por codones por un
segundo método de optimizacién por codones, descrito en el Ejemplo 2.

Las Figuras 4 A-B muestran el ajuste del sesgo de uso de codones en la secuencia de FVII| BDD optimizado
(SEQ ID NO: 1). La Figura 4A muestra la frecuencia de codones relativa en la secuencia de FVIII BDD antes de
la optimizacion por codones. El indice de adaptacién de codones (IAC) humanos de la secuencia FVIII BDD de
partida es 0,74. La Figura 4B muestra la frecuencia de codones relativa en la secuencia de FVIII BDD optimizado
(SEQ ID NO: 1). La IAC humana de la secuencia optimizada resultante es 0,88. El eje X indica |a posicion relativa
de los codones a lo largo de la longitud de la secuencia de nucleétidos FVIII BDD. El eje Y indica la frecuencia
relativa del codén en cada posicion dentro del genoma humano.

Las Figuras 5 A-B muestran la frecuencia de codones humanos éptimos en la secuencia de FVIII BDD optimizado
(SEQ ID NO: 1). La Figura 5A muestra la frecuencia de codones 6éptimos en la secuencia de FVIII BDD antes de
la optimizacién por codones. La Figura 5B muestra la frecuencia de codones 6ptimos en la secuencia de FVIII
BDD después de la optimizacion por codones (SEQ ID NO: 1). El eje X indica la frecuencia de codones en el
genoma humano. El eje Y indica el porcentaje de codones en la secuencia de FVIII BDD que se clasifican en
cada categoria delineada en el eje X.

Las Figuras 6 A-B muestra el contenido de G/C de la secuencia de FVIII BDD optimizado (SEQ ID NO: 1). La
Figura 6A muestra el contenido de G/C de la secuencia de FVIII BDD antes de la optimizacién por codones. El
contenido de G/C de la secuencia de FVIII BDD inicial es 46,16 %. La Figura 6B muestra el contenido de G/C de
la secuencia de FVIII BDD después de de la optimizacion por codones (SEQ ID NO: 1). El contenido de G/C de
la secuencia FVIII BDD optimizado es 51,56 %. El gje X indica la posicion relativa de los codones a lo largo de la
longitud de la secuencia de nucledtidos de FVIII BDD. El gje Y indica el porcentaje de contenido de G/C.

La Figura 7 es un histograma que muestra la actividad de FVIII en plasma en ratones HemA 24 horas después
de la inyeccion hidrodindmica con plasmidos que contienen o la secuencia de FVIII BDD inicial (circulos),
secuencia de FVIII BDD optimizado (SEQ ID NO: 1) (cuadrados) o secuencia de FVIII BDD optimizado
(SEQ ID NO: 2) (triangulos).

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

Las construcciones a modo de ejemplo de la invencién se ilustran en las figuras adjuntas y el listado de secuencias.
Para proporcionar un claro entendimiento de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, a continuacién se
proporcionan las siguientes definiciones.
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|. Definiciones

Se debe observar que el término "un" o "una" entidad se refiere a uno o mas de esa entidad: por ejemplo, "una
secuencia de nucleétidos" se entiende que representa una o mas secuencias de nucleétidos. Como tales, los términos
"un” (o "una"), "uno o mas," y "al menos uno" se pueden usar indistintamente en el presente documento.

El término "aproximadamente" se usa en el presente documento para significar aproximadamente, alrededor o en las
regiones de. Cuando el término "aproximadamente" se usa junto con un intervalo numérico, modifica ese intervalo
extendiendo los limites por encima y por debajo de los valores numéricos expuestos. En general, el término
"aproximadamente" se usa en el presente documento para modificar un valor numérico por encima y por debajo del
valor establecido por una varianza del 10 por ciento, arriba o abajo (mas alto o0 mas bajo).

El término "aislado" para los fines de la presente invencién designa un material biolégico (célula, acido nucleico o
proteina) que se ha retirado de su entorno original (el entorno en el que esta naturalmente presente). Por ejemplo, un
polinucleétido presente en el estado natural en una planta o un animal no esta aislado, sin embargo, el mismo
polinucleétido separado de los acidos nucleicos adyacentes en los que estad naturalmente presente se considera
"aislado".

"Acido nucleico", "molécula de acido nucleico", "oligonucleétido" y "polinucledtido” se usan indistintamente y se refieren
a la forma polimérica de éster de fosfato de los ribonucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina; "moléculas
de ARN") o desoxirribonucledsidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina; "moléculas de
ADN"}, o cualquier analogo de fosfoéster de los mismos, tal como fosforotioatos y tioésteres, en cualquier forma
monocatenaria, o una hélice bicatenaria. Son posibles hélices de ADN bicatenario-ADN, ADN-ARN y ARN-ARN. El
término molécula de acido nucleico, y en particular ADN o molécula de ARN, solo se refiere a la estructura primaria y
secundaria de la molécula, y no lo limita a ninguna forma terciaria particular. Asi, este término incluye ADN bicatenario
encontrado, entre otros, en moléculas de ADN lineal o circular (por ejemplo, fragmentos de restriccidn), plasmidos,
ADN superenrollado y cromosomas. En la discusion de la estructura de moléculas de ADN bicatenario particulares,
las secuencias se pueden describir en el presente documento segun la convencién normal de dar solo la secuencia
en la direccion 5' a 3' a lo largo de la cadena no transcrita de ADN (es decir, la cadena que tiene un homologo de
secuencia al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante" es una molécula de ADN que ha experimentado una
manipulacién biolégica molecular. El ADN incluye, pero no se limita a, ADNc, ADN genémico, ADN de plasmido, ADN
sintético y ADN semisintético. Una "composicion de acido nucleico” de la invencién comprende uno o mas acidos
nucleicos como se describe en el presente documento.

Como se usa en el presente documento, una "regién codificante” o "secuencia codificante” es una porcion de
polinucleétido que consiste en codones traducibles en aminoacidos. Aunque un "codén de terminacién” (TAG, TGA o
TAA) no se traduce normalmente en un aminoacido, se puede considerar que es parte de una regioén codificante, pero
cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo promotores, sitios de unién al ribosoma, terminadores transcripcionales,
intrones y similares, no es parte de una regioén codificante. Los limites de una regién codificante normalmente se
determinan por un codon de iniciacion en el extremo 5', que codifica el extremo amino del polipéptido resultante, y un
codoén de terminacion de la traduccién en el extremo 3, que codifica el extremo carboxilo del polipéptido resultante.
Pueden estar presentes dos 0 mas regiones codificantes en una Unica construccion de polinucleétido, por ejemplo, en
un Unico vector, o en construcciones de polinucleétido separadas, por ejemplo, en vectores separados (diferentes).
De esto resulta, entonces, que un Unico vector puede contener solo una Unica regién codificante, o comprender dos o
mas regiones codificantes.

Ciertas proteinas secretadas por células de mamifero estan asociadas con un péptido sefial secretor que se escinde
de la proteina madura una vez se ha iniciado la exportacién de la cadena de proteina en crecimiento a través del
reticulo endoplasmatico rugoso. Los expertos habituales en la técnica conocen que los péptidos sefial, en general, se
fusionan con el extremo N del polipéptido, y se escinden del polipéptido completo o de "longitud completa" para
producir una forma secretada o "madura" del polipéptido. En ciertas realizaciones, se usa un péptido sefial nativo, o
un derivado funcional de esa secuencia que retiene la capacidad para dirigir la secrecién del polipéptido al que esta
operativamente asociado. Alternativamente, se puede usar un péptido sefial de mamifero heterdlogo, por ejemplo, un
activador de plasminégeno de tejido humano (TPA) o péptido sefial de B-glucuronidasa de ratén, o un derivado
funcional del mismo.

El término "en la direccién 3" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se localiza 3' con respecto a una secuencia
de nucleédtidos de referencia. En ciertas realizaciones, las secuencias de nucleétidos en la direccién 3' se refieren a
secuencias que siguen el punto de inicio de la transcripcién. Por ejemplo, el codén de iniciacion de la traduccion de
un gen se localiza en la direccion 3' del sitio de inicio de la transcripcion.

El término "en la direccién 5" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se localiza 5' con respecto a una secuencia
de nucleédtidos de referencia. En ciertas realizaciones, las secuencias de nucleétidos en la direccién 5' se refieren a
secuencias que se localizan en el lado 5' de una regién codificante o punto de inicio de la transcripcién. Por ejemplo,
la mayoria de los promotores se localizan en la direccién 5' del sitio de inicio de la transcripcion.

Como se usa en el presente documento, el término "region reguladora" se refiere a secuencias de nucleétidos
localizadas en la direccion 5' (secuencias no codificantes 5'), dentro de, o en la direccion 3' (secuencias no codificantes
3') de una region codificante, y que influyen en la transcripcion, procesamiento de ARN, estabilidad, o traduccion de la
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regién codificante asociada. Las regiones reguladoras pueden incluir promotores, secuencias conductoras de la
traduccion, intrones, secuencias de reconocimiento de la poliadenilacion, sitios de procesamiento de ARN, sitios de
unién a efector y estructuras de tallo-bucle. Si esta prevista una regién codificante para la expresion en una célula
eucariota, una sefial de poliadenilaciéon y secuencia de terminacién de la transcripcion se localizara normalmente 3'
con respecto a la secuencia codificante.

Un polinucleétido que codifica un producto génico, por ejemplo, un polipéptido, puede incluir un promotor y/u otros
elementos de control de la transcripcion o de la traduccién operativamente asociados a una o mas regiones
codificantes. En una asociacién operativa, una region codificante de un producto génico, por ejemplo, un polipéptido,
se asocia con una o mas regiones reguladoras de tal forma que pongan la expresién del producto génico bajo la
influencia o control de la(s) regién (regiones) reguladora(s). Por ejemplo, una regién codificante y un promotor estan
"operativamente asociados" si la induccion de la funcién de promotor da como resultado la transcripcién de ARNm que
codifica el producto génico codificado por la regién codificante, y si la naturaleza del enlace entre el promotor y la
regién codificante no interfiere con la capacidad del promotor para dirigir la expresion del producto génico o interferir
con la capacidad del molde de ADN a transcribir. También se pueden asociar operativamente otros elementos de
control de la transcripcion, ademas de un promotor, por ejemplo, potenciadores, operadores, represores y sefiales de
terminacién de la transcripcion, a una region codificante para dirigir la expresion del producto génico.

"Secuencias de control de la transcripcién" se refiere a secuencias reguladoras de ADN, tales como promotores,
potenciadores, terminadores y similares, que proporcionan la expresion de una secuencia codificante en una célula
hospedadora. Los expertos en la técnica conocen una variedad de regiones de control de la transcripcién. Estas
incluyen, sin limitacién, regiones de control de la transcripcion que funcionan en células de vertebrado, tales como,
pero no se limitan a, segmentos de promotores y potenciadores del citomegalovirus (el promotor temprano inmediato,
conjuntamente con el intrén A), virus 40 simio (el promotor temprano) y retrovirus (tales como el virus del sarcoma de
Rous). Otras regiones de control de la transcripcion incluyen las derivadas de genes de vertebrados tales como actina,
proteina de choque térmico, hormona de crecimiento bovina y B-globina de conejo, asi como otras secuencias capaces
de controlar la expresién génica en células eucariotas. Las regiones de control de la transcripcion adecuadas
adicionales incluyen promotores y potenciadores especificos de tejido, asi como promotores inducibles por linfocinas
(por ejemplo, promotores inducibles por interferones o interleucinas).

Similarmente, los expertos habituales en la técnica conocen una variedad de elementos de control de la traduccion.
Estos incluyen, pero no se limitan a, sitios de unién al ribosoma, codones de inicio y terminacién de la traduccién, y
elementos derivados de picornavirus (particularmente un sitio interno de entrada al ribosoma, o IRES, también
denominada una secuencia CITE).

El término "expresion", como se usa en el presente documento, se refiere a un proceso por el que un polinucleodtido
produce un producto génico, por ejemplo, un ARN o un polipéptido. Incluye, sin limitacién, la transcripcién del
polinucleétido en ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN de horquilla pequefia (ARNhp), ARN
interferente pequefio (ARNip), o cualquier otro producto de ARN, y la traduccién de un ARNm en un polipéptido. La
expresion produce un "producto génico". Como se usa en el presente documento, un producto génico puede ser o un
acido nucleico, por ejemplo, un ARN mensajero producido por transcripcion de un gen, o un polipéptido que se traduce
de un transcrito. Los productos génicos descritos en el presente documento incluyen ademas acidos nucleicos con
modificaciones postranscripcionales, por ejemplo, poliadenilacion o corte y empalme, o polipéptidos con
modificaciones postraduccionales, por ejemplo, metilacién, glucosilacion, la adicién de lipidos, asociacién con otras
subunidades de proteina, o escision proteolitica. El término "rendimiento", como se usa en el presente documento, se
refiere a la cantidad de un polipéptido producido por la expresién de un gen.

Un "vector" se refiere a cualquier vehiculo para la clonacion de y/o transferencia de un acido nucleico en una célula
hospedadora. Un vector puede ser un replicon al que se puede unir otro segmento de acido nucleico de manera que
provoque la replicacion del segmento unido. Un "replicén" se refiere a cualquier elemento genético (por ejemplo,
plasmido, fago, cosmido, cromosoma, virus) que actlla como una unidad de replicacion auténoma in vivo, es decir,
capaz de replicacién bajo su propio control. El término "vector" incluye tanto vehiculos virales como no virales para
introducir el acido nucleico en una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Se conocen un gran numero de vectores y se usan
en la técnica incluyendo, por ejemplo, plasmidos, virus eucariotas modificados, o virus bacterianos modificados. La
insercién de un polinucledtido en un vector adecuado se puede llevar a cabo uniendo los fragmentos de polinucleétidos
apropiados en un vector elegido que tiene extremos cohesivos complementarios.

Los vectores se pueden manipular para codificar marcadores o indicadores de seleccion que proporcionan la seleccion
o identificacién de células que han incorporado el vector. La expresion de marcadores o indicadores de seleccién
permite la identificacion y/o seleccion de células hospedadoras que incorporan y expresan otras regiones codificantes
contenidas en el vector. Los ejemplos de genes marcadores de seleccion conocidos y usados en la técnica incluyen:
genes que proporcionan resistencia a ampicilina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, el herbicida
bialafos, sulfonamida y similares; y genes que se usan como marcadores fenotipicos, es decir, genes reguladores de
antocianina, gen isopentanil transferasa y similares. Los ejemplos de indicadores conocidos y usados en la técnica
incluyen: luciferasa (Luc), proteina verde fluorescente (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), -galactosidasa
(LacZ), -glucuronidasa (Gus) y similares. También se puede considerar que los marcadores de seleccidn son
indicadores.
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El término "marcador de seleccion” se refiere a un factor identificador, normalmente un gen de resistencia a antibiéticos
o a productos quimicos, que es capaz de ser seleccionado para basarse en el efecto del gen marcador, es decir,
resistencia a un antibibtico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores fluorescentes
y similares, en donde el efecto se usa para hacer el seguimiento de la herencia de un &cido nucleico de interés y/o
para identificar una célula u organismo que ha heredado el &cido nucleico de interés. Los ejemplos de genes
marcadores de seleccion conocidos y usados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a ampicilina,
estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida y similares; y genes que se usan
como marcadores fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen isopentanil transferasa y similares.

El término "gen indicador" se refiere a un acido nucleico que codifica un factor identificador que es capaz de ser
identificado basandose en el efecto del gen indicador, en donde el efecto se usa para hacer el seguimiento de la
herencia de un acido nucleico de interés, para identificar una célula u organismo que ha heredado el acido nucleico
de interés, y/o para medir la induccién o transcripcién de la expresion génica. Los ejemplos de genes indicadores
conocidos y usados en la técnica incluyen: luciferasa (Luc), proteina verde fluorescente (GFP), cloranfenicol
acetiliransferasa (CAT), B-galactosidasa (LacZ), B-glucuronidasa (Gus) y similares. Los genes marcadores de
seleccion también se pueden considerar genes indicadores.

"Promotor" y "secuencia promotora" se usan indistintamente y se refieren a una secuencia de ADN capaz de controlar
la expresién de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante se localiza 3' con
respecto a una secuencia promotora. Los promotores se pueden obtener en su totalidad de un gen nativo, o estar
compuestos de elementos diferentes derivados de diferentes promotores encontrados en la naturaleza, o incluso
comprender segmentos de ADN sintético. Se entiende por los expertos en la técnica que los diferentes promotores
pueden dirigir la expresién de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes estadios de desarrollo, o
en respuesta a diferentes condiciones medioambientales o fisiolégicas. Los promotores que provocan que un gen se
exprese en la mayoria de los tipos de células en la mayoria de los casos se denominan cominmente "promotores
constitutivos". Los promotores que provocan que un gen se exprese en un tipo especifico de célula se denominan
comunmente "promotores especificos de célula" o "promotores especificos de tejido". Los promotores que provocan
que un gen se exprese en un estadio de desarrollo especifico o diferenciacién celular se denominan cominmente
"promotores especificos del desarrollo” o "promotores especificos de la diferenciacién celular". Los promotores que se
inducen y provocan que se exprese un gen después de la exposicién o tratamiento de la célula con un agente, molécula
biolégica, producto quimico, ligando, luz o similares que inducen el promotor se denominan comunmente "promotores
inducibles" o "promotores regulables". Se reconoce ademas que puesto que en la mayoria de los casos los limites
exactos de secuencias reguladoras no se han definido completamente, fragmentos de ADN de diferentes longitudes
pueden tener actividad de promotor idéntica.

La secuencia promotora normalmente esta unida en su extremo 3' por el sitio de iniciacién de la transcripcién y se
extiende aguas arriba (direccion 5') para incluir el nimero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la
transcripcion a niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrara un sitio de
iniciacion de la transcripcién (convenientemente definido, por ejemplo, por mapeo con nucleasa S1), asi como
dominios de unién a proteina (secuencias consenso) responsables de la unién de ARN polimerasa.

Los términos "endonucleasa de restriccion" y "enzima de restriccion” se usan indistintamente y se refieren a una
enzima que se une y corta dentro de una secuencia de nucledtidos especifica dentro de ADN bicatenario.

El término "plasmido” se refiere a un elemento extracromosémico que frecuentemente lleva un gen que no es parte
del metabolismo central de la célula, y normalmente en forma de moléculas de ADN bicatenario circular. Dichos
elementos pueden ser secuencias que se replican de forma auténoma, secuencias que se integran en el genoma,
secuencias de fagos o nucleétidos, lineales, circulares, o superenrolladas, de un ADN o ARN mono o bicatenario,
derivados de cualquier fuente, en las que varias secuencias de nucleétidos se han unido o recombinado en una Unica
construccion que es capaz de introducir un fragmento de promotor y secuencia de ADN para un producto génico
seleccionado junto con secuencia no traducida de 3' apropiada dentro de una célula.

Los vectores virales eucariotas que se pueden usar incluyen, pero no se limitan a, vectores de adenovirus, vectores
de retrovirus, vectores de virus adeno-asociado, poxvirus, por ejemplo, vectores de virus de la variolovacuna, vectores
de baculovirus, o vectores de virus del herpes. Los vectores no virales incluyen plasmidos, liposomas, lipidos
eléctricamente cargados (citofectinas), complejos de ADN-proteina y biopolimeros.

Un "vector de clonacion” se refiere a un "replicén”, que es una unidad de longitud de un acido nucleico que se replica
secuencialmente y que comprende un origen de replicacion, tal como un plasmido, fago o césmido, al que se puede
unir otro segmento de acido nucleico de manera que provoque la replicacion del segmento unido. Ciertos vectores de
clonacion son capaces de replicacién en un tipo de célula, por ejemplo, bacterias, y expresién en otro, por ejemplo,
células eucariotas. Los vectores de clonacion normalmente comprenden una 0 mas secuencias que se pueden usar
para la seleccién de células que comprenden el vector y/o uno o mas sitios de clonaciéon multiple para la insercion de
secuencias de acidos nucleicos de interés.
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El término "vector de expresién" se refiere a un vehiculo disefiado para permitir la expresién de una secuencia de
acidos nucleicos insertada tras la insercién en una célula hospedadora. La secuencia de acidos nucleicos insertada
se pone en asociacién operativa con regiones reguladoras, como se ha descrito anteriormente.

Los vectores se introducen en células hospedadoras por métodos bien conocidos en la técnica, por ejemplo,
transfeccion, electroporacion, microinyeccion, transduccion, fusién de células, DEAE-dextrano, precipitacién con
fosfato de calcio, lipofeccion (fusion de lisosomas), uso de una pistola de genes, o un transportador de vector de ADN.

"Cultivo", "para cultivar" y "cultivar", como se usan en el presente documento, significa incubar células en condiciones
in vitro que permite el crecimiento o divisién celular, 0 mantener las células en un estado vivo. "Células cultivadas”,
como se usa en el presente documento, significa células que son propagadas in vitro.

Como se usa en el presente documento, el término "polipéptido” pretende englobar un "polipéptido” singular, asi como
"polipéptidos” plurales, y se refiere a una molécula compuesta de monémeros (aminoacidos) linealmente unidos por
enlaces amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena o
cadenas de dos 0 mas aminoacidos, y no se refiere a una longitud especifica de producto. Asi, los péptidos, dipéptidos,
tripéptidos, oligopéptidos, "proteina”, "cadena de aminoacidos", o cualquier otro término usado para referirse a una
cadena o cadenas de dos 0 mas aminoacidos, estan incluidos dentro de la definicién de "polipéptido”, y el término
"polipéptido" se puede usar en lugar de, o indistintamente, con cualquiera de estos términos. El término "polipéptido”
también pretende referirse a los productos de modificaciones posteriores a la expresién del polipéptido, que incluyen,
sin limitacion, glucosilacién, acetilacion, fosforilacion, amidacién, derivatizacién por grupos protectores/de bloqueo
conocidos, escision proteolitica, o0 modificacion por aminoacidos que no existen de forma natural. Un polipéptido se
puede obtener de una fuente bioldégica natural o se produce por tecnologia recombinante, pero no se traduce
necesariamente de una secuencia de acidos nucleicos designada. Se puede generar de cualquier manera, incluyendo
por sintesis quimica.

El término "aminoacido" incluye alanina (Ala o A}; arginina (Arg o R); asparagina (Asn o N); acido aspartico (Asp o D);
cisteina (Cys o C); glutamina (GIn o Q); &cido glutamico (Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H}; isoleucina (lle
o l); leucina (Leu o L); lisina (Lys o K); metionina (Met o M); fenilalanina (Phe o F); prolina (Pro o P); serina (Ser o S);
treonina (Thr o T); triptéfano (Trp o W); tirosina (Tyr o Y); y valina (Val o V). También estan dentro del alcance de la
invencién los aminoacidos no tradicionales e incluyen norleucina, ornitina, norvalina, homoserina, y otros analogos de
restos de aminoacidos tales como los descritos en Ellman et al. Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para generar
dichos restos de aminoacidos que no existen de forma natural, se pueden usar los procedimientos de Noren et al.
Science 244:182 (1989) y Ellman et al., arriba. Brevemente, estos procedimientos implican activar quimicamente un
ARNt supresor con un resto de aminoacido que no existe de forma natural, seguido por transcripcion y traduccién in
vitro del ARN. La introduccién del aminoacido no tradicional también se puede lograr usando quimicas de péptidos
conocidas en la técnica. Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido polar” incluye aminoacidos
que tienen carga neta cero, pero tienen cargas parciales distintas de cero en diferentes porciones de sus cadenas
laterales (por ejemplo M, F, W, S, Y, N, Q, C). Estos aminoacidos pueden participar en interacciones hidréfobas e
interacciones electrostaticas. Como se usa en el presente documento, el término "aminoacido cargado” incluye
aminoacidos que pueden tener carga neta distinta de cero en sus cadenas laterales (por ejemplo, R, K, H, E, D). Estos
aminoacidos pueden participar en interacciones hidréfobas e interacciones electrostaticas.

Un polipéptido "aislado" o un fragmento, variante, o derivado del mismo, se refiere a un polipéptido que no esta en su
ambito natural. No se requiere nivel de purificacion particular. Por ejemplo, un polipéptido aislado se puede retirar
simplemente de su entorno nativo o natural. Los polipéptidos y proteinas recombinantemente producidos expresados
en células hospedadoras se consideran aislados para el fin de la invencién, ya que son polipéptidos nativos o
recombinantes que han sido separados, fraccionados, o parcialmente o sustancialmente purificados, por cualquier
técnica adecuada.

También se incluyen en la presente invencién fragmentos o variantes de polipéptidos, y cualquier combinacién de los
mismos. El término "fragmento” o "variante", cuando se refiere a dominios de unién a polipéptido o0 moléculas de unién
de la presente invencion, incluye cualquier polipéptido que retenga al menos algunas de las propiedades (por ejemplo,
afinidad de unién de FcRn por un dominio de unién de FcRn o variante de Fc¢, actividad de coagulacién para una
variante de FVIII, o la actividad de unién de FVIII para el fragmento de VWF) del polipéptido de referencia. Los
fragmentos de polipéptidos incluyen fragmentos proteoliticos, asi como fragmentos de delecién, ademas de los
fragmentos especificos de anticuerpo tratados en cualquier parte en el presente documento, pero no incluyen el
polipéptido de longitud completa que existe de forma natural (o polipéptido maduro). Las variantes de dominios de
union de polipéptido o moléculas de unién de la presente invencién incluyen fragmentos como se ha descrito
anteriormente, y también polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas debido a sustituciones de
aminoacidos, deleciones, o inserciones. Las variantes pueden existir de forma natural o no existir de forma natural.
Las variantes que no existen de forma natural se pueden producir usando técnicas de mutagénesis conocidas en la
técnica. Los polipéptidos de variante pueden comprender sustituciones conservativas o no conservativas de
aminoacidos, deleciones o adiciones.

Una "sustitucion de aminoacidos conservativa" es una en la que el resto de aminoacido se sustituye por un resto de
aminoacido que tiene una cadena lateral similar. Se han definido en la técnica las familias de restos de aminoacidos
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que tienen cadenas laterales similares, que incluyen cadenas laterales béasicas (por ejemplo, lisina, arginina, histidina),
cadenas laterales acidas (por ejemplo, acido aspartico, acido glutamico), cadenas laterales polares sin carga (por
ejemplo, glicina, asparagina, glutamina, serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (por ejemplo,
alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales beta-ramificadas (por
ejemplo, treonina, valina, isoleucina) y cadenas laterales aromaticas (por ejemplo, tirosina, fenilalanina, triptéfano,
histidina). Asi, si un aminoacido en un polipéptido se sustituye por otro aminoacido de la misma familia de cadena
lateral, se considera que la sustitucién es conservativa. En otra realizacién, una cadena de aminoacidos se puede
sustituir conservativamente con una cadena estructuralmente similar que se diferencia en orden y/o composicion de
los miembros de familia de la cadena lateral.

El término "porcentaje de identidad", como se conoce en la técnica, es una relacién entre dos 0 mas secuencias de
polipéptidos o dos 0 méas secuencias de polinucleétidos, como se determina comparando las secuencias. En la técnica,
"identidad" también significa el grado de vinculacién de secuencias entre secuencias de polipéptidos o polinucleétidos,
segun lo requiera el caso, como se ha determinado por el emparejamiento entre series de dichas secuencias. La
"identidad" se puede calcular facilmente por métodos conocidos, que incluyen, pero no se limitan a, los descritos en:
Computational Molecular Biology (Lesk, A. M., ed.) Oxford University Press, New York (1988); Biocomputing:
Informatics and Genome Projects (Smith, D. W., ed.) Academic Press, New York (1993); Computer Analysis of
Sequence Data, Parte | (Griffin, A. M., and Griffin, H. G., eds.) Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis
in Molecular Biology (von Heinje, G., ed.} Academic Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y
Devereux, J., eds.) Stockton Press, New York (1991). Los métodos preferidos para determinar la identidad se disefian
para dar el mejor emparejamiento entre las secuencias probadas. Los métodos para determinar la identidad estan
codificados en programas informaticos publicamente disponibles. Se pueden realizar alineamientos de secuencias y
calculos del porcentaje de identidad usando software de andlisis de secuencias, tal como el programa Megalign del
paquete de calculo bioinformatico LASERGENE (DNASTAR Inc., Madison, WI), el paguete de programas GCG
(Wisconsin Package version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX
(Altschul et al., J Mol. Biol. 215:403 (1990)) y DNASTAR (DNASTAR, Inc. 1228 S. Park St. Madison, W1 53715 EE.
UU.). Dentro del contexto de la presente solicitud se entendera que donde se usa el software de analisis de secuencias
para el analisis, que los resultados del analisis se basaran en los "valores por defecto" del programa referenciado, a
menos que se especifique de otro modo. Como se usa en el presente documento, "valores por defecto" significara
cualquier conjunto de valores o parametros que se cargan originalmente con el software cuando se inicia por primera
vez. A efectos de determinar el porcentaje de identidad entre una secuencia de FVIII BDD optimizado de la invencién
y una secuencia de referencia, solo los nucleétidos en la secuencia de referencia correspondientes a los nucleétidos
en la secuencia de FVIII BDD optimizado de la invencién se usan para calcular el porcentaje de identidad. Por ejemplo,
cuando se compara una secuencia de nucleodtidos de FVIII de longitud completa que contiene el dominio B con una
secuencia de nucleétidos de FVIII delecionado en el dominio B (BDD) optimizado de la invencién, la porcién del
alineamiento que incluye el dominio A1, A2, A3, C1 y C2 se usara para calcular el porcentaje de identidad. Los
nucleétidos en la porcién de la secuencia de FVIII de longitud completa que codifican el dominio B (que dara como
resultado un gran "hueco" en el alineamiento) no se contaran como un desapareamiento.

Como se usa en el presente documento, "nucleétidos correspondientes a nucleétidos en la secuencia de FVIII de BDD
optimizado de la invencién" se identifican por alineamiento de la secuencia de FVIII BDD optimizado de la invencién
para maximizar la identidad con la secuencia de FVIII de referencia. El nimero usado para identificar un aminoacido
equivalente en una secuencia de FVIII de referencia se basa en el nimero usado para identificar el aminoacido
correspondiente en la secuencia de FVIII BDD optimizado de la invencién.

Una proteina de "fusién" o "quimérica" comprende una primera secuencia de aminoacidos unida a una segunda
secuencia de aminoacidos con la que no se une naturalmente en la naturaleza. Las secuencias de aminoacidos que
normalmente existen en proteinas separadas se pueden poner juntas en el polipéptido de fusién, o las secuencias de
aminoacidos que normalmente existen en la misma proteina se pueden poner en una nueva disposicién en el
polipéptido de fusién, por ejemplo, fusién de un dominio de factor VIl de la invencién con un dominio Fc de Ig. Una
proteina de fusién se crea, por ejemplo, por sintesis quimica, o por creacién y traduccién de un polinucleétido en el
que las regiones de péptido estan codificadas en la relacién deseada. Una proteina quimérica puede comprender
ademas una segunda secuencia de aminoacidos asociada a la primera secuencia de aminoacidos por un enlace no
peptidico covalente, o un enlace no covalente.

Como se usa en el presente documento, el término "semivida" se refiere a una semivida biolégica de un polipéptido
particular in vivo. La semivida se puede representar por el tiempo requerido para que la mitad de la cantidad
administrada a un sujeto sea eliminada de la circulacién y/u otros tejidos en el animal. Cuando se construye una curva
de eliminacién de un polipéptido dado en funcién del tiempo, la curva es normalmente bifasica con una fase a rapida
y una fase B larga. La fase a normalmente representa un equilibrio del polipéptido de Fc administrado entre el espacio
intra- y extra-vascular y se determina, en parte, por el tamafio del polipéptido. La fase  normalmente representa el
catabolismo del polipéptido en el espacio intravascular. En algunas realizaciones, FVIIl y las proteinas quiméricas que
comprenden FVIII son monofasicas, y asi no tienen una fase alfa, sino solo la fase beta individual. Por tanto, en ciertas
realizaciones, el término semivida, como se usa en el presente documento, se refiere a la semivida del polipéptido en
la fase B.
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El término "unido", como se usa en el presente documento, se refiere a una primera secuencia de aminoacidos o
secuencia de nucledtidos covalentemente o no covalentemente unida a una segunda secuencia de aminoacidos o
secuencia de nucleétidos, respectivamente. La primera secuencia de aminoacidos o de nucleétidos se puede unir
directamente o yuxtaponer con la segunda secuencia de aminoacidos o de nucleétidos, o alternativamente una
secuencia intercalada puede unir covalentemente la primera secuencia con la segunda secuencia. El término "unido”
significa no solo una fusién de una primera secuencia de aminoacidos con una segunda secuencia de aminoacidos
en el extremo C o el extremo N, sino que también incluye la insercion de toda la primera secuencia de aminoacidos (o
la segunda secuencia de aminoacidos) en cualesquiera dos aminoacidos en la segunda secuencia de aminoacidos (o
la primera secuencia de aminoacidos, respectivamente). En una realizacion, la primera secuencia de aminoacidos se
puede unir a una segunda secuencia de aminoacidos por un enlace peptidico o un conector. La primera secuencia de
nucleétidos se puede unir a una segunda secuencia de nucleétidos por un enlace fosfodiéster o un conector. El
conector puede ser un péptido o un polipéptido (para cadenas de polipéptidos) o un nucledtido o una cadena de
nucleétidos (para cadenas de nucleétidos), o cualquier resto quimico (para tanto cadenas de polipéptidos como de
polinucleétidos). El término "unido" también se indica por un guion (-).

Como se usa en el presente documento, el término "asociado a" se refiere a un enlace covalente o no covalente
formado entre una primera cadena de aminoacidos y una segunda cadena de aminoacidos. En una realizacion, el
término "asociado a" significa un enlace no peptidico covalente, o un enlace no covalente. Esta asociacién se puede
indicar por dos puntos, es decir, (:). En otra realizacién, significa un enlace covalente, excepto un enlace peptidico.
Por ejemplo, el aminoacido cisteina comprende un grupo tiol que puede formar un enlace disulfuro o puente con un
grupo tiol en un segundo resto de cisteina. En la mayoria de las moléculas de IgG que existen de forma natural, las
regiones CH1 y CL estan asociadas por un enlace disulfuro y las dos cadenas pesadas estan asociadas por dos
enlaces disulfuro en las posiciones correspondientes a 239 y 242 usando el sistema de numeracién de Kabat (posicién
226 0 229, sistema de numeracién EU). Los ejemplos de enlaces covalentes incluyen, pero no se limitan a, un enlace
peptidico, un enlace metalico, un enlace de hidrégeno, un enlace disulfuro, un enlace sigma, un enlace pi, un enlace
delta, un enlace glucosidico, un enlace agnéstico, un enlace flexionado, un enlace dipolar, un esqueleto pi, un doble
enlace, un triple enlace, un cuédruple enlace, un quintuple enlace, un séxtuple enlace, conjugacion, hiperconjugacion,
aromaticidad, hapticidad o antienlace. Los ejemplos no limitantes de enlace no covalente incluyen un enlace iénico
(por ejemplo, enlace cation-pi o enlace de sal), un enlace metalico, un enlace de hidrégeno (por ejemplo, enlace de
dihidrégeno, complejo de dihidrégeno, enlace de hidrogeno de baja barrera, o enlace de hidrogeno simétrico), fuerza
de van der Walls, fuerza de dispersién de London, un enlace mecanico, un enlace halégeno, aurofilicidad, intercalacion,
apilamiento, fuerza entrépica o polaridad quimica.

El término "hibrido monémero-dimero" usado en el presente documento se refiere a una proteina quimérica que
comprende una primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena de polipéptidos, que estan asociadas entre si
por un enlace disulfuro, en donde la primera cadena comprende un factor de coagulacion, por ejemplo, factor VIII, y
una primera region Fc y la segunda cadena comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una segunda regién
Fc sin el factor de coagulacion. La construccion hibrida monémero-dimero es asi un hibrido que comprende un aspecto
de mondémero que tiene solo un factor de coagulacion y un aspecto de dimero que tiene dos regiones Fc.

Hemostasia, como se usa en el presente documento, significa la detencién o el ralentizamiento del sangrado o la
hemorragia; o la detencién o el ralentizamiento de |a circulacién sanguinea a través de un vaso sanguineo o parte del
cuerpo.

Trastorno hemostatico, como se usa en el presente documento, significa una afeccién genéticamente heredada o
adquirida caracterizada por una tendencia a hemorragia, o espontaneamente, 0 como resultado de traumatismo,
debido a una capacidad alterada o incapacidad de formar un coagulo de fibrina. Los ejemplos de dichos trastornos
incluyen las hemofilias. Las tres formas principales son hemofilia A (deficiencia de factor VIII), hemofilia B (deficiencia
de factor 1X o "enfermedad de Christmas") y hemofilia C (deficiencia de factor XI, tendencia a sangrado leve). Otros
trastornos hemostaticos incluyen, por ejemplo, enfermedad de von Willebrand, deficiencia de factor XI (deficiencia de
PTA), deficiencia de factor Xll, deficiencias o anomalias estructurales en fibrinégeno, protrombina, factor V, factor VII,
factor X o factor Xlll, sindrome de Bernard-Soulier, que es un defecto o deficiencia en GPIb. GPIb, el receptor para
VWF, puede ser defectuoso y conducir a una ausencia de formacién de coagulos primarios (hemostasia primaria) y
elevada tendencia al sangrado), y trombastenia de Glanzman y Naegeli (trombastenia de Glanzmann). En insuficiencia
hepatica (formas agudas y crénicas), existe produccién insuficiente de factores de coagulacién por el higado; esto
puede aumentar el riesgo de sangrado.

Las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién se pueden usar profilacticamente. Como se usa en el
presente documento, el término "tratamiento profilactico" se refiere a la administracién de una molécula antes de un
episodio de sangrado. En una realizacion, el sujeto en necesidad de un agente hemostatico general se somete a, 0
esta a punto de someterse a, cirugia. La proteina quimérica de la invencién se puede administrar antes o después de
la cirugia como un profilactico. La proteina quimérica de la invencién se puede administrar durante o después de la
cirugia para controlar un episodio de sangrado agudo. La cirugia puede incluir, pero no se limita a, trasplante de
higado, reseccion hepatica, procedimientos dentales, o trasplante de células madre.

Las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién también se usan para tratamiento a demanda. El término
"tratamiento a demanda" se refiere a la administracién de una molécula de acido nucleico aislada en respuesta a
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sintomas de un episodio hemorragico o antes de una actividad que puede provocar sangrado. En un aspecto, el
tratamiento a demanda (epis6dico) se puede administrar a un sujeto cuando el sangrado empieza, tal como después
de una lesién, o cuando se espera sangrado, tal como antes de cirugia. En otro aspecto, el tratamiento a demanda se
puede administrar antes de actividades que aumentan el riesgo de sangrado, tales como deportes de contacto.

Como se usa en el presente documento, el término "sangrado agudo" se refiere a un episodio de sangrado
independientemente de la causa subyacente. Por ejemplo, un sujeto puede tener traumatismo, uremia, un trastorno
de sangrado hereditario (por ejemplo, deficiencia de factor VII), un trastorno plaquetario, o resistencia debido al
desarrollo de anticuerpos contra factores de coagulacién.

Tratar, tratamiento, tratando, como se usa en el presente documento, se refiere a, por ejemplo, la reduccién en la
gravedad de una enfermedad o afeccion; la reduccién en la duracion de una evolucién de la enfermedad; la mejora de
uno o mas sintomas asociados a una enfermedad o afeccion; la provisién de efectos beneficiosos a un sujeto con una
enfermedad o afeccién, sin curar necesariamente la enfermedad o afeccion, o la profilaxis de uno o mas sintomas
asociados a una enfermedad o afeccion. En una realizacion, el término "tratar" o "tratamiento" significa mantener un
nivel valle de FVIIlI de al menos aproximadamente 1 Ul/dL, 2 Ul/dL, 3 Ul/dL, 4 Ul/dL, 5 Ul/dL, 6 Ul/dL, 7 Ul/dL, 8 Ul/dL,
9 Ul/dL, 10 Ul/dL, 11 Ul/dL, 12 Ul/dL, 13 Ul/dL, 14 Ul/dL, 15 Ul/dL, 16 Ul/dL, 17 Ul/dL, 18 Ul/dL, 19 Ul/dL o 20 Ul/dL
en un sujeto administrando una molécula de &cido nucleico aislada de la invencién. En otra realizacién, tratar o
tratamiento significa mantener un nivel valle de FVIII entre aproximadamente 1 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 2 vy aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 3 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 4 vy aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 5 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 6 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 7 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 8 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente Q9 y aproximadamente 20 Ul/dL, o
aproximadamente 10 y aproximadamente 20 Ul/dL. Tratamiento o tratar de una enfermedad o afeccién también puede
incluir mantener la actividad de FVIII en un sujeto a un nivel comparable a al menos aproximadamente 1 %, 2 %, 3 %,
4%, 5 %, 6 %, 7%, 8%, 9%, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 0 20 % de |a actividad
de FVIIl en un sujeto no hemofilico. El nivel valle minimo requerido para el tratamiento se puede medir por uno o mas
métodos conocidos y se puede ajustar (aumentar o reducir) para cada persona.

"Administrar", como se usa en el presente documento, significa dar un polipéptido de factor VIII farmacéuticamente
aceptable a un sujeto por una via farmacéuticamente aceptable. Las vias de administracién pueden ser intravenosas,
por ejemplo, inyeccién intravenosa e infusién intravenosa. Las vias de administracién adicionales incluyen, por
ejemplo, administracién subcuténea, intramuscular, oral, nasal y pulmonar. Se pueden administrar polipéptidos
quiméricos y proteinas hibridas como parte de una composicion farmacéutica que comprende al menos un excipiente.

Como se usa en el presente documento, la expresién "sujeto en necesidad del mismo" incluye sujetos, tales como
sujetos mamiferos, que se beneficiarian de la administracién de una molécula de acido nucleico de la invencion, por
ejemplo, para mejorar la hemostasia. En una realizacion, los sujetos incluyen, pero no se limitan a, individuos con
hemofilia. En otra realizacion, los sujetos incluyen, pero no se limitan a, los individuos que han desarrollado un inhibidor
de FVIlly asi estan en necesidad de una terapia de derivacion. El sujeto puede ser un adulto o un menor de edad (por
ejemplo, menos de 12 afios).

Como se usa en el presente documento, el término "factor de coagulacién” se refiere a moléculas, o analogos de las
mismas, que existen de forma natural o se producen recombinantemente que previenen o disminuyen la duracién de
un episodio hemorragico en un sujeto. En otras palabras, significa que las moléculas que tienen actividad pro-
coagulante, es decir, son responsables de la conversién de fibrinégeno en una malla de fibrina insoluble que causa
que la sangre coagule. Un "factor de coagulacién activable" es un factor de coagulacién en una forma inactiva (por
ejemplo, en su forma de zimégeno) que es capaz de ser convertido en una forma activa.

La actividad de coagulacién, como se usa en el presente documento, significa la capacidad de participar en una
cascada de reacciones bioquimicas que culmina en la formacién de un coagulo de fibrina y/o reduce la intensidad,
duracién o frecuencia de la hemorragia o episodio hemorragico.

Como se usa en el presente documento, los términos "heterdlogo” o "exdgeno” se refieren a dichas moléculas que no
se encuentran normalmente en un contexto dado, por ejemplo, en una célula o en un polipéptido. Por ejemplo, se
puede introducir una molécula exégena o heteréloga en una célula y solo estan presentes después de la manipulacién
de la célula, por ejemplo, por transfeccion u otras formas de ingenieria genética o una secuencia heteréloga de
aminoacidos pueden estar presentes en una proteina en la que no se encuentra naturalmente.

Como se usa en el presente documento, el término "secuencia de nucledtidos heteréloga” se refiere a una secuencia
de nucleétidos que no ocurre naturalmente con una secuencia de polinucleétidos dada. En una realizacién, la
secuencia heter6loga de nucleétidos codifica un polipéptido capaz de prolongar la semivida de FVIII. En otra
realizacion, la secuencia heteréloga de nucleétidos codifica un polipéptido que aumenta el radio hidrodinamico de
FVIII. En otras realizaciones, la secuencia heteréloga de nucleétidos codifica un polipéptido que mejora una o mas
propiedades farmacocinéticas de FVIII sin afectar significativamente su actividad o funcién biolégica (por ejemplo, su
actividad procoagulante). En algunas realizaciones, FVIII se une o conecta con el polipéptido codificado por la
secuencia heteréloga de nucleodtidos por un conector. Los ejemplos no limitantes de restos de polipéptido codificados
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por secuencias de nucledtidos heterblogas incluyen una regién constante de inmunoglobulina o una porcion de la
misma, alblmina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albdmina, una transferrina, los polipéptidos PAS de
la solicitud de patente de EE. UU. N® 20100292130, una secuencia HAP, transferrina o un fragmento de la misma, el
péptido del extremo C (CTP) de la subunidad B de gonadotropina coriénica humana, molécula pequefia de union a
albdmina, una secuencia XTEN, restos de unién a FcRn (por ejemplo, regiones Fc completas o porciones de la misma
que se unen a FcRn), regiones Fc de una sola cadena (regiones scFc, por ejemplo, como se describe en los
documentos de patente US 2008/0260738, WO 2008/012543 o WO 2008/1439545), conectores de poliglicina,
conectores de poliserina, péptidos y polipéptidos cortos de 6-40 aminoacidos de dos tipos de aminoacidos
seleccionados de glicina (G), alanina (A), serina (S), treonina (T), glutamato (E) y prolina (P) con grados variables de
estructura secundaria desde menos del 50 % hasta mas del 50 %, entre otros, o dos 0 mas combinaciones de los
mismos. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado por la secuencia heterbloga de nucleétidos se une a un
resto no de polipéptido. Los ejemplos no limitantes de los restos no de polipéptido incluyen polietilenglicol (PEG),
moléculas pequefias de unién a albumina, acido polisialico, hidroxietilalmidon (HES), un derivado del mismo, o
cualquier combinacién de los mismos.

Como se usa en el presente documento, el término "region Fc" se define como la porcién de un polipéptido que
corresponde a la region Fc de Ig nativa, es decir, como se forma por la asociacion dimérica de los dominios Fc
respectivos de sus dos cadenas pesadas. Una regién Fc nativa forma un homodimero con otra region Fc. A diferencia,
el término "regién Fc genéticamente fusionada” o "regién Fc de una sola cadena" (region scFc), como se usa en el
presente documento, se refiere a una regién Fc dimérica sintética que comprende los dominios Fc genéticamente
unidos dentro de una Unica cadena de polipéptidos (es decir, codificada en una Unica secuencia genética contigua).

En una realizacién, la "region Fc" se refiere a la porcion de una Unica cadena pesada de Ig que empieza en la regién
bisagra justo en la direccion 5' del sitio de escision por papaina (es decir, el resto 216 en IgG, considerando que el
primer resto de la regién constante de la cadena pesada es 114) y que termina en el extremo C del anticuerpo. Por
consiguiente, un dominio Fc completo comprende al menos un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.

La regién Fc de una regién constante de Ig, dependiendo del isotipo de Ig, puede incluir los dominios CH2, CH3 y
CH4, asi como la regién bisagra. Las proteinas quiméricas que comprenden una regién Fc de una Ig conceden varias
propiedades deseables a una proteina quimérica que incluyen elevada estabilidad, elevada semivida en suero (véase
Capon et al., 1989, Nature 337:525), asi como unién a receptores de Fc tales como el receptor de Fc neonatal (FcRn)
(patentes de EE. UU. N° 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613; documentos de patente WO 03/077834; US2003-
0235536A1).

Una "secuencia de nucleotidos de referencia”, cuando se usa en el presente documento como una comparacion con
una secuencia de nucledtidos de la invencion, es una secuencia de polinucledtidos esencialmente idéntica a la
secuencia de nucleétidos de la invencion, excepto que las porciones correspondientes a la secuencia de FVIII no estan
optimizadas. Por ejemplo, la secuencia de nucleotidos de referencia para una molécula de acido nucleico que consiste
en FVIII BDD optimizado por codones de SEQ ID NO: 1 y una secuencia heteréloga de nucleétidos que codifica una
region Fc de una sola cadena unida a SEQ ID NO: 1 en su extremo 3' es una molécula de &cido nucleico que consiste
en el FVIII BDD original (o "parental") de SEQ ID NO: 3y la secuencia de nucleétidos heter6loga idéntica que codifica
una region Fc de una sola cadena unida a SEQ ID NO: 3 en su extremo 3'.

Un "indice de adaptacion de codones”, como se usa en el presente documento, se refiere a una medida del sesgo de
uso de codones. Un indice de adaptacién de codones (IAC) mide la desviacién de una secuencia de genes codificantes
de proteina dada con respecto a un conjunto de referencia de genes (Sharp PM y Li WH, Nucleic Acids Res.
15(3):1281-95 (1987)). IAC se calcula determinando la media geométrica del peso asociado a cada codén a lo largo
de la longitud de la secuencia del gen (medida en codones):

St

(H
Para cada aminoacido, el peso de cada uno de sus codones, en |AC, se calcula como la relacién entre la frecuencia

observada del codon (fi) y la frecuencia del codén sinénimo (fj) para ese aminoacido:

Férmula 2:
i L .
Wy = ——— 13 £ [codones sindnimos para el aminoacido]

Como se usa en el presente documento, el término "optimizado", con respecto a secuencias de nucleétidos, se refiere
a una secuencia de polinuclettidos que codifica un polipéptido, en donde la secuencia de polinucleétidos se ha mutado
para potenciar una propiedad de esa secuencia de polinucleétidos. En algunas realizaciones, la optimizacion se hace
para aumentar los niveles de transcripcioén, aumentar los niveles de traduccién, aumentar los niveles de ARNm en
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estado estacionario, aumentar o disminuir la unién de proteinas reguladoras, tales como factores de transcripcion
generales, aumentar o disminuir el corte y empalme, o aumentar el rendimiento del polipéptido producido por la
secuencia de polinucleétidos. Los ejemplos de cambios que se pueden hacer a una secuencia de polinucledtidos para
optimizarla incluyen la optimizacién por codones, optimizacion del contenido de G/C, retirada de secuencias de
repeticion, retirada de elementos ricos en AT, retirada de espacios cripticos de corte y empalme, retirada de elementos
que actlan en cis que reprimen la transcripcioén o traduccién, adicion o retirada de secuencias de poli-T o poli-A,
adicion de secuencias alrededor del sitio de inicio de la transcripcion que potencian la transcripcion, tal como
secuencias consenso de Kozak, retirada de secuencias que podrian formar estructuras de tallo-lazo, retirada de
secuencias desestabilizantes, y dos 0 mas combinaciones de los mismos.

La presente invencién se refiere a secuencias del factor VIII optimizado, vectores y células hospedadoras que
comprenden secuencias de factor VIII optimizado, y métodos para producir polipéptidos codificados por secuencias
de factor VIl optimizado. La presente invencién también se refiere a métodos de tratamiento de trastornos
hemorragicos tales como hemofilia que comprenden administrar al sujeto una secuencia de acidos nucleicos de factor
VIl optimizado. La presente invencién cumple una necesidad importante en la técnica proporcionando secuencias de
factor VIII optimizado que demuestran un aumento de la expresién en células hospedadoras, rendimiento mejorado
de la proteina factor VIII en métodos para producir factor VIl recombinante, y dan posiblemente como resultado mayor
eficacia terapéutica cuando se usa en métodos de terapia génica.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de factor VIl (FVIII}, en donde la secuencia de
nucleétidos es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1. En otras realizaciones, la secuencia de nucledtidos es al
menos 91 %, al menos 92 %, al menos 93 %, al menos 94 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 % o al menos 99 % idéntica a SEQ ID NO: 1 y codifica un polipéptido con actividad de FVIIl. En otras
realizaciones mas, la secuencia de nucleétidos comprende SEQ ID NO: 1.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos es al menos 96 %, al
menos 97 %, al menos 98 %, o al menos 99 % idéntica a SEQ ID NO: 2 y codifica un polipéptido con actividad de
FVIII. En otras realizaciones mas, la secuencia de nucleétidos comprende SEQ ID NO: 2.

SEQ ID NO: 1y 2 son versiones optimizadas de SEQ ID NO: 3, la secuencia de nuclettidos de FVIIl inicial o "parental”.
SEQ ID NO: 3 codifica un FVIII humano de dominio B delecionado. Aunque SEQ ID NO: 1 y 2 derivan de una forma
especifica de dominio B delecionado de FVIII (SEQ ID NO: 3), se debe entender que la presente invencién también
se refiere a versiones optimizadas de acidos nucleicos que codifican otras versiones de FVIII. Por ejemplo, otra versién
de FVIII puede incluir FVIII de longitud completa, otras deleciones del dominio B de FVIII (descritas a continuacion), u
otros fragmentos de FVIII que retienen actividad de FVIII.

"Un polipéptido con actividad de FVIII" como se usa en el presente documento significa un polipéptido FVIII funcional
en su funciéon normal en la coagulaciéon, a menos que se especifique de otro modo. El término un polipéptido con
actividad de FVIII incluye un fragmento funcional, variante, analogo o derivado del mismo que retiene la funcién de
factor VIII natural de longitud completa en la via de coagulacién. "Un polipéptido con actividad de FVIII" se usa
indistintamente con proteina FVIII, polipéptido FVIII o FVIII. Los ejemplos de funciones de FVIII incluyen, pero no se
limitan a, una capacidad para activar la coagulacion, una capacidad para actuar de cofactor para el factor IX, o una
capacidad para formar un complejo de tenasa con el factor IX en presencia de Ca?* y fosfolipidos, que luego convierte
el factor X en la forma activada Xa. En una realizacion, un polipéptido que tiene actividad de FVIII comprende dos
cadenas de polipéptidos, la primera cadena que tiene la cadena pesada de FVIIl y la segunda cadena que tiene la
cadena ligera de FVIII. En otra realizacion, el polipéptido que tiene actividad de FVIII es FVIII de una sola cadena.
FVIII de una sola cadena puede contener una 0 mas mutaciones o sustituciones en el resto de aminoacido 1645 y/o
1648 correspondientes a la secuencia de FVIII maduro. Véase la solicitud internacional N® PCT/US2012/045784. La
proteina FVIII puede ser la proteina FVIII humana, porcina, canina, de rata o murina. Ademas, las comparaciones
entre FVIII de seres humanos y otras especies han identificado restos conservados que es probable que se requieran
para la funcién (Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 (1998); documento de patente US 6.251.632).

El "dominio B" de FVIII, como se usa en el presente documento, es el mismo que el dominio B conocido en la técnica
que se define por identidad interna de secuencia de aminoacidos y sitios de escision proteolitica por trombina, por
ejemplo, los restos Ser741-Arg1648 de FVIII humano de longitud completa. Los otros dominios de FVIII humano se
definen por los siguientes restos de aminoacidos: A1, restos Ala1-Arg372; A2, restos Ser373-Arg740; A3, restos
Ser1690-11e2032; C1, restos Arg2033-Asn2172; C2, restos Ser2173-Tyr2332. La secuencia de A3-C1-C2 incluye los
restos Ser1690-Tyr2332. La secuencia restante, los restos Glu1649-Arg1689, se denomina normalmente el péptido
de activacion de la cadena ligera de FVIII. También se conocen en la técnica las localizaciones de los limites para
todos los dominios, que incluyen los dominios B, para FVIII porcino, de ratén y canino. Un ejemplo de un FVIII BDD
es el FVIII BDD recombinante REFACTO® (Wyeth Pharmaceuticals, Inc.).

Un "FVIII de dominio B delecionado” puede tener las deleciones completas o parciales desveladas en las patentes de
EE. UU. N® 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,
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5.543.502,5.610.278, 5.171.844, 5.112.950, 4.868.112 y 6.458.563. En algunas realizaciones, una secuencia de FVIII
de dominio B delecionado de la presente invencién comprende una cualquiera de las deleciones desveladas en la col.
4, linea 4 a col. 5, linea 28 y los Ejemplos 1-5 de la patente de EE. UU. N® 6.316.226 (también en el documento de
patente US 6.346.513). En algunas realizaciones, un FVIII de dominio B delecionado de la presente invencién tiene
una delecion desvelada en la col. 2, lineas 26-51 y Ejemplos 5-8 de la patente de EE. UU. N® 5.789.203 (también los
documentos de patente US 6.060.447, US 5.595.886 y US 6.228.620). En algunas realizaciones, un FVIII de dominio
B delecionado tiene una delecion descrita en lacol. 1, lineas 25 a col. 2, linea 40 de la patente de EE. UU. N° 5.972.885;
col. 6, lineas 1-22 y Ejemplo 1 de la patente de EE. UU. N® 6.048.720; col. 2, lineas 17-46 de la patente de EE. UU.
N 5.543.502; col. 4, linea 22 a col. 5, linea 36 de la patente de EE. UU. N® 5.171.844; col. 2, lineas 55-68, Figura 2, y
el Ejemplo 1 de la patente de EE. UU. N® 5.112.950; col. 2, linea 2 a col. 19, linea 21 y Tabla 2 de la patente de EE.
UU. N2 4.868.112; col. 2, linea 1 a col. 3, linea 19, col. 3, linea 40 a col. 4, linea 67, col. 7, linea 43 a col. 8, linea 26,
ycol. 11, linea 5 a col. 13, linea 39 de la patente de EE. UU. N® 7.041.635; o col. 4, lineas 25-53, de la patente de EE.
UU. N2 6.458.563. En algunas realizaciones, un FVIII de dominio B delecionado tiene una delecién de la mayor parte
del dominio B, pero alun contiene secuencias de extremo amino del dominio B que son esenciales para el
procesamiento proteolitico in vivo del producto de traduccién primaria en dos cadenas de polipéptido, como se desvela
en documento de patente WO 91/9122. En algunas realizaciones, un FVIII de dominio B delecionado se construye con
una delecion de aminoacidos 747-1638, es decir, practicamente una delecién completa del dominio B. Hoeben R.C.,
et al. J. Biol. Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Un FVIII de dominio B delecionado también puede contener una
delecion de aminoacidos 771-1666 o aminoacidos 868-1562 de FVIII. Meulien P., et al. Protein Eng. 2(4): 301-6 (1988).
Las deleciones del dominio B adicional que son parte de la invencion incluyen, por ejemplo: delecién de los
aminoacidos 982 a 1562 o 760 a 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562
(Eaton, et al. Biochemistry (1986) 25:8343-8347)), 741 a 1646 (Kaufman (solicitud PCT publicada N® WO 87/04187)),
747-1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-564)), 741 a 1648 (Pasek (solicitud PCT N2 88/00831)), 816 a 1598 o 741
a 1689 (Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) No 82:16-25, documento de patente EP 295597)). Cada una de las
deleciones anteriores se puede hacer en cualquier secuencia de FVIII.

Se desvelan varias moléculas de FVIII funcionales, que incluyen deleciones del dominio B, en las siguientes patentes
US 6.316.226 y US 6.346.513, ambas cedidas a Baxter; US 7.041.635 cedidas a In2Gen; US 5.789.203, US 6.060.447,
US 5.595.886 y US 6.228.620 cedidas a Chiron; US 5.972.885 y US 6.048.720 cedidas a Biovitrum, US 5.543.502 y
US 5.610.278 cedidas a Novo Nordisk; US 5.171.844 cedidas a Immuno Ag; US 5.112.950 cedidas a Transgene S.A.;
US 4.868.112 cedidas a Genetics Institute.

Optimizacioén por codones

En una realizacion, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de acidos nucleicos
se ha optimizado por codones. En otra realizacién, la secuencia de acidos nucleicos inicial que codifica un polipéptido
con actividad de FVIIl y que se somete a la optimizacién por codones es SEQ ID NO: 3. En algunas realizaciones, la
secuencia que codifica un polipéptido con actividad de FVIII se optimiza por codones para la expresién humana. En
otras realizaciones, la secuencia que codifica un polipéptido con actividad de FVIII se optimiza por codones para la
expresion murina. SEQ ID NO: 1 y 2 son versiones optimizadas por codones de SEQ ID NO: 3, optimizadas para
expresion humana.

El término "optimizado por codones”, como se refiere a genes o regiones codificantes de moléculas de acidos nucleicos
para la transformacién de diversos hospedadores, se refiere a la alteracién de codones en el gen o las regiones
codificantes de las moléculas de acidos nucleicos para reflejar el uso tipico de codones del organismo hospedador sin
alterar el polipéptido codificado por el ADN. Dicha optimizacién incluye sustituir al menos uno, o mas de uno, o un
nuamero significativo, de codones con uno o mas codones que se usan mas frecuentemente en los genes de ese
organismo.

Las desviaciones en la secuencia de nucleétidos que comprenden los codones que codifican los aminoacidos de
cualquier cadena de polipéptidos permiten variaciones en la secuencia que codifica el gen. Puesto que cada codén
consiste en tres nucleoétidos, y los nucleétidos que comprenden el ADN estan restringidos a cuatro bases especificas,
existen 64 combinaciones posibles de nucleétidos, 61 de las cuales codifican aminoacidos (los tres codones restantes
codifican sefiales que terminan la traduccion). El "cédigo genético" que muestra qué codones codifican qué
aminoacidos se reproduce en el presente documento como la Tabla 1. Como resultado, muchos aminoacidos se
designan por mas de un codén. Por ejemplo, los aminoacidos alanina y prolina estan codificados por cuatro tripletes,
serina y arginina por seis, mientras que triptéfano y metionina estan codificados por solo un triplete. Esta degeneracion
permite que la composicion de bases de ADN varie en un amplio intervalo sin alterar la secuencia de aminoacidos de
las proteinas codificadas por el ADN.
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Tabla 1. El cédigo genético estandar

T c A G
TTT Phe (F) TCT Ser (S) TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
TTC " TCC" TAC" TGC

! TTA Leu (L) TCA" TAA Parada TGA Parada
TTG " TCG " TAG Parada TGG Trp (W)
CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R)
cTC” CCC " CAC" CGC"

¢ CTA" CCA" CAAGIn (C) CGA"
CTG" CCG" CAG" CGG"
ATT lie ()
ATC " ACT Thr (T) AAT Asn (N) AGT Ser (S)

A ACC " AAC" AGC"
ATA " ACA " AAA Lys (K) AGA Arg (R)
ATG Met (M) ACG " AAG" AGG"
GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G)
GTC" GCC" GAC" GGC"

¢ GTA" GCA" GAA Glu (E) GGA"
GTG" GCG" GAG" GGG "

Muchos organismos muestran un sesgo para que el uso de codones particulares codifique la insercién de un
aminoacido particular en una cadena de péptido en crecimiento. Se proporciona preferencia de codones, o preferencia
codénica, diferencia en el uso de codones entre organismos, por la degeneracién del cédigo genético, y esta bien
documentada entre muchos organismos. La preferencia codénica se correlaciona frecuentemente con la eficiencia de
traduccion de ARN mensajero (ARNm), que se cree a su vez que es dependiente, entre otros, de las propiedades de
los codones que se traducen y la disponibilidad de las moléculas de ARN de transferencia (ARNt) particular. La
predominancia de ARNt seleccionados en una célula es, en general, una reflexion de los codones mas frecuentemente
usados en la sintesis de péptidos. Por consiguiente, los genes se pueden adaptar para la expresién génica 6ptima en
un organismo dado basandose en la optimizacién por codones.

Dado el gran nimero de secuencias de genes disponible para una amplia variedad de especies animales, vegetales
y microbianas, se han calculado las frecuencias relativas de uso de codones. Las tablas de uso de codones estan
disponibles, por ejemplo, en "Codon Usage Database" disponible en www.kazusa.or.jp/codon/ (visitado el 18 de junio
de 2012). Véase Nakamura, Y., et al. Nucl. Acids Res. 28:292 (2000).

Se puede hacer manualmente la asignacion aleatoria de codones a una frecuencia optimizada para codificar una
secuencia de polipéptidos dada calculando frecuencias de codones para cada aminoacido, y luego asignando los
codones a la secuencia de polipéptidos aleatoriamente. Ademas, se pueden usar diversos algoritmos y programas
informaticos de software para calcular una secuencia optima.

En una realizacion, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos es
al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde el indice de adaptacién de codones humanos es elevado con
respecto a SEQ ID NO: 3. Por gjemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII
y que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1 puede tener un indice de adaptacion de codones humanos que es
al menos aproximadamente 0,75, al menos aproximadamente 0,76, al menos aproximadamente 0,77, al menos
aproximadamente 0,78, al menos aproximadamente 0,79, al menos aproximadamente 0,80, al menos
aproximadamente 0,81, al menos aproximadamente 0,82, al menos aproximadamente 0,83, al menos
aproximadamente 0,84, al menos aproximadamente 0,85, al menos aproximadamente 0,86, al menos
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aproximadamente 0,87, al menos aproximadamente 0,88, al menos aproximadamente 0,89, o al menos
aproximadamente 0,90.

En otra realizacién, la presente invencidén proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de factor VIII (FVIII), en donde la secuencia de
nucleétidos es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y en donde el indice de adaptacién de codones humanos es
elevado con respecto a SEQ ID NO: 3. Por ejemplo, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con
actividad de FVIIl y que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 2 pueden tener un indice de adaptacion de codones
humanos que es al menos aproximadamente 0,75, al menos aproximadamente 0,76, al menos aproximadamente 0,77,
al menos aproximadamente 0,78, al menos aproximadamente 0,79, al menos aproximadamente 0,80, al menos
aproximadamente 0,81, al menos aproximadamente 0,82, al menos aproximadamente 0,83, al menos
aproximadamente 0,84, al menos aproximadamente 0,85, al menos aproximadamente 0,86, al menos
aproximadamente 0,87, al menos aproximadamente 0,88, al menos aproximadamente 0,89, o al menos
aproximadamente 0,90.

En otras realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de factor VIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 85 % idéntica a SEQ ID NO: 1 y tiene una o mas de las siguientes caracteristicas: (1) la secuencia de
nucleétidos contiene un mayor porcentaje de nucleétidos G/C en comparacion con SEQ ID NO: 3, (2) la secuencia de
nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS en comparacion con SEQ ID NO: 3, (3) la secuencia de
nucleétidos no contiene el sitio de corte y empalme GGTGAT, (4) la secuencia de nucledtidos contiene menos
elementos desestabilizantes, (5) la secuencia de nucleétidos no contiene una secuencia de poli-T, (6} la secuencia de
nucleétidos no contiene una secuencia de poli-A, (7} la secuencia de nucleétidos tiene un indice de adaptacion de
codones que es elevado con respecto a SEQ ID NO: 3, o una combinacién de dos 0 mas de dichas caracteristicas.
En una realizacién particular, la secuencia de nucle6tidos contiene todas las caracteristicas (1) a (6).

En otras realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de factor VIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2 y tiene una o mas de las siguientes caracteristicas: (1) la secuencia de
nucleétidos contiene un mayor porcentaje de nucleétidos G/C en comparacion con SEQ ID NO: 3, (2) la secuencia de
nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS, (3) la secuencia de nucleétidos no contiene el sitio de corte y
empalme GGTGAT, (4) la secuencia de nucleétidos contiene menos elementos desestabilizantes, (5) la secuencia de
nucleétidos no contiene una secuencia de poli-T, (6) la secuencia de nucleétidos no contiene una secuencia de poli-
A, (7) la secuencia de nucledtidos tiene un indice de adaptacién de codones que es elevado con respecto a
SEQ ID NO: 3, o una combinacién de dos o mas de dichas caracteristicas. En una realizacién particular, la secuencia
de nuclettidos contiene todas las caracteristicas (1) a (6).

Optimizacioén del contenido de G/C

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleétidos contiene un mayor porcentaje de
nucleétidos G/C en comparacion con el porcentaje de nucleétidos G/C en SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 90 % idéntica a
SEQ ID NO: 1 tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 46 %,
al menos aproximadamente 47 %, al menos aproximadamente 48 %, al menos aproximadamente 49 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 51 %, al menos aproximadamente 52 %, al menos
aproximadamente 53 %, al menos aproximadamente 54 %, o0 al menos aproximadamente 55 %.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y en donde la secuencia de nucleétidos contiene un mayor porcentaje de
nucleétidos G/C en comparacion con el porcentaje de nucleétidos G/C en SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 95 % idéntica a
SEQ ID NO: 2 tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 46 %,
al menos aproximadamente 47 %, al menos aproximadamente 48 %, al menos aproximadamente 49 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 51 %, al menos aproximadamente 52 %, al menos
aproximadamente 53 %, al menos aproximadamente 54 %, o0 al menos aproximadamente 55 %.

"Contenido de G/C" (o contenido de guanina-citosina), o "porcentaje de nucleotidos G/C", se refiere al porcentaje de
bases nitrogenadas en una molécula de ADN que son o guanina o citosina. El contenido de G/C se puede calcular
usando la siguiente formula:

G+ C
: * e 3 L
A+T 4+ G+ C (m
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Los genes humanos son altamente heterogéneos en su contenido de G/C, teniendo algunos genes un contenido de
G/C de tan solo 20 %, y teniendo otros genes un contenido de G/C de hasta 95 %. En general, los genes ricos en G/C
se expresan mas altamente. En realidad, se ha demostrado que el aumento del contenido de G/C de un gen puede
conducir al aumento de la expresion del gen, debido principalmente a un aumento en la transcripcién y mayores niveles
de ARNm en estado estacionario. Véase Kudla et al., PLoS Biol., 4(6): €180 (20086).

Secuencias de tipo region de unién a matriz

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias
MARS/ARS con respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1 contiene como méximo 6, como
méaximo 5, como maximo 4, como maximo 3, o como maximo 2 secuencias MARS/ARS. En otras realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 90 % idéntica a
SEQ ID NO: 1 contiene como maximo 1 secuencia MARS/ARS. En aln otras realizaciones, la secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII y que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1 no
contiene una secuencia MARS/ARS.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y en donde la secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias
MARS/ARS con respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2 contiene como maximo 6, como
méaximo 5, como maximo 4, como maximo 3, o como maximo 2 secuencias MARS/ARS. En otras realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 95 % idéntica a
SEQ ID NO: 2 contiene como maximo 1 secuencia MARS/ARS. En aln otras realizaciones, la secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII y que es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2 no
contiene una secuencia MARS/ARS.

Se han identificado elementos ricos den AT en la secuencia de nuclettidos de FVIII humano que comparten similitud
de secuencias con secuencias de replicacion auténoma (ARS) de Sacaromyces cerevisiae y regiones de unién a la
matriz nuclear (MAR). (Fallux et al., Mol. Cell. Biol. 16:4264-4272 (1996). Se ha demostrado que uno de estos
elementos se une a factores nucleares in vitro y reprime la expresion de un gen indicador de cloranfenicol
acetiliransferasa (CAT). [dem. Se ha supuesto que estas secuencias pueden contribuir a la represion transcripcional
del gen FVIII humano. Asi, en una realizacion, todas las secuencias de MAR/ARS se suprimen en el gen FVIII de la
presente invencion. Existen cuatro secuencias de MAR/ARS ATATTT (SEQ ID NO: 5) y tres secuencias de MAR/ARS
AAATAT (SEQ ID NO: 6) en la secuencia de FVIII parental (SEQ ID NO: 3). Todos estos sitios se mutaron para destruir
las secuencias de MAR/ARS en las secuencias de FVIII optimizado (SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2). La localizacion
de cada uno de estos elementos, y la secuencia de los nucleétidos correspondientes en las secuencias optimizadas
se muestran en la Tabla 2, a continuacién.
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Tabla 2: Resumen de cambios a elementos represores

Localizacion del | Secuencia de FVIIl BDD Secuencia de FVIIl BDD Secuencia de FVIIl BDD
elemento inicial (SEQ ID NO: 3) optimizado (SEQ ID NO: 1) | optimizado (SEQ ID NO: 2)
Secuencias desestabilizantes

639 ATTTA GTTCA GTTCA
1338 ATTTA GTTCA GTTCA
1449 ATTTA TTTCA CTTCA
1590 TAAAT CAAGT CAAGT
1623 TAAAT TAAGA CAAGA
2410 ATTTA ATCTA ATCTA
2586 ATTTA GTTTA GTTCA
2630 TAAAT TGAAC TGAAC
3884 ATTTA ATCTG ACCTG
3887 TAAAT TGAAC TGAAC

Posibles sitios de unién al promotor
641 TTATA TCATT TCATC
1275 TATAA TACAA TACAA
1276 TTATA CTACA CTACA
1445 TTATA TCATT TCATC
1474 TATAA TACAA TACAA
1588 TATAA TACAA TACAA
2614 TTATA CTGTA CTGTA
2661 TATAA TATCA CATTA
3286 TATAA TACAA TACAA
3840 TTATA TTATT CTACA
Secuencias de tipo union a la matriz (MARS/ARS)
1287 ATATTT GTATCT GTACCT
1447 ATATTT ATTTTC ATCTTC
1577 AAATAT AAATCT AGATCT
1585 AAATAT AAGTAC AAGTAC
2231 ATATTT ACATCA ACATCA
3054 AAATAT AAACAT GAACAT
3788 ATATTT ACATTT ACATCT
Elementos de secuencia ricos en AU (ARE)

2468 ATTTTATT ACTTTATT ACTTCATT
3790 ATTTTTAA ATTTTCAA ATCTTCAA
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Localizacion del | Secuencia de FVIIl BDD Secuencia de FVIIl BDD Secuencia de FVIIl BDD
elemento inicial (SEQ ID NO: 3) optimizado (SEQ ID NO: 1) | optimizado (SEQ ID NO: 2)
Secuencias de poli A/poli T
3273 AAAAAAA GAAGAAA GAAGAAA
4195 TTTTTT TTCTTT TTCTTT
Sitios de corte y empalme
2203 GGTGAT GGGGAC GGCGAC

Secuencias desestabilizantes

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleétidos contiene menos elementos
desestabilizantes con respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1 contiene como maximo 9, como
méaximo 8, como maximo 7, como maximo 6, o como maximo 5 elementos desestabilizantes. En otras realizaciones,
la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII y que es al menos 90 % idéntica a
SEQ ID NO: 1 contiene como maximo 4, como maximo 3, como maximo 2, o como maximo 1 elemento
desestabilizante. En aun otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de
FVIIl y que es al menos 90 % idéntica a SEQ ID NO: 1 no contiene un elemento desestabilizante.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y en donde la secuencia de nucleétidos contiene menos elementos
desestabilizantes con respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2 contiene como maximo 9, como
méaximo 8, como maximo 7, como maximo 6, o como maximo 5 elementos desestabilizantes. En otras realizaciones,
la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII y que es al menos 95 % idéntica a
SEQ ID NO: 2 contiene como maximo 4, como maximo 3, como maximo 2, o como maximo 1 elemento
desestabilizante. En aun otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de
FVIIl y que es al menos 95 % idéntica a SEQ ID NO: 2 no contiene un elemento desestabilizante.

Existen diez elementos desestabilizantes en la secuencia de FVIII parental (SEQ ID NO: 3); seis secuencias ATTTA
(SEQ ID NO: 8) y cuatro secuencias TAAAT (SEQ ID NO: 9). En una realizacion, las secuencias de estos sitios se
mutaron para destruir los elementos desestabilizantes en SEQ ID NO: 1 y SEQ ID NO: 2 de FVIII optimizado. La
localizacion de cada uno de estos elementos, y la secuencia de los nucleétidos correspondientes en las secuencias
optimizadas, se muestran en la Tabla 2.

Posibles sitios de unién al promotor

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica
a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleotidos contiene menos posibles sitios de unién al promotor con
respecto a SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad
de FVIIl y que es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o
100 % idéntica a SEQ ID NO: 1 contiene como maximo 9, como maximo 8, como maximo 7, como maximo 6, o como
maximo 5 posibles sitios de unién al promotor. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIIl y que es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos
98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 1 contiene como maximo 4, como maximo 3, como maximo 2, o
como maximo 1 posible sitio de unién al promotor. En aln otras realizaciones, la secuencia de nucleotidos que codifica
un polipéptido con actividad de FVIII y que es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al
menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 1 no contiene un posible sitio de unién al promotor.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2,
y en donde la secuencia de nucledtidos contiene menos posibles sitios de unién al promotor con respecto a
SEQ ID NO: 3. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII
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y que es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a
SEQ ID NO: 2 contiene como maximo 9, como maximo 8, como maximo 7, como maximo 6, 0 como maximo 5 posibles
sitios de unién al promotor. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con
actividad de FVIIl y que es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % 0 100 %
idéntica a SEQ ID NO: 2 contiene como maximo 4, como maximo 3, como maximo 2, o como maximo 1 posible sitio
de unién al promotor. En aiun otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad
de FVIIl y que es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a
SEQ ID NO: 2 no contiene un posible sitio de unién al promotor.

Las cajas TATA son secuencias reguladoras encontradas frecuentemente en las regiones promotoras de eucariotas.
Sirven de sitio de unién de la proteina de unién a TATA (TBP), un factor de transcripcion general. Las cajas TATA
comprenden normalmente la secuencia TATAAA (SEQ ID NO: 12) o una variante cercana. Las cajas TATA dentro de
una secuencia codificante, sin embargo, pueden inhibir la traduccién de proteina de longitud completa. Existen diez
posibles secuencias de unién al promotor en la secuencia natural de FVIII BDD (SEQ ID NO: 3); cinco secuencias
TATAA (SEQ ID NO: 12) y cinco secuencias TTATA (SEQ ID NO: 13). En una realizacién, todos los sitios de union al
promotor se suprimen en los genes FVIII de la presente invencién. La localizacién de cada posible sitio de unién al
promotor y la secuencia de nucleétidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran en la Tabla 2.

Otros elementos reguladores negativos que actlan en cis

Ademas de las secuencias de MAR/ARS, elementos desestabilizantes y posibles sitios de promotor descritos
anteriormente, se pueden identificar varios secuencias posiblemente inhibidoras adicionales en la secuencia de FVIII
BDD natural (SEQ ID NO: 3). Se pueden identificar dos elementos de secuencia ricos en AU (ARE) (SEQ ID NO: 14y
15), junto con un sitio de poli-A (SEQ ID NO: 11), un sitio de poli-T (SEQ ID NO: 10) y un sitio de corte y empalme
(SEQ ID NO: 7) en la secuencia de FVIII BDD natural. Uno o més de estos elementos se pueden retirar de las
secuencias de FVIII optimizado. La localizaciéon de cada uno de estos sitios y la secuencia de los nuclettidos
correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran en la Tabla 2.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una molécula de &acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica
a SEQ ID NO: 1, en donde la secuencia de nucleétidos no contiene uno o mas elementos reguladores negativos que
actlan en cis, por ejemplo, un sitio de corte y empalme, una secuencia de poli-T, una secuencia de poli-A, una
secuencia ARE, o cualquier combinacién de los mismos.

En ciertas realizaciones, la presente invencion proporciona una molécula de &acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2,
en donde la secuencia de nucleo6tidos no contiene uno o mas elementos reguladores negativos que actlian en cis, por
ejemplo, un sitio de corte y empalme, una secuencia de poli-T, una secuencia de poli-A, una secuencia ARE, o
cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica
a SEQID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleétidos no contiene el sitio de corte y empalme GGTGAT
(SEQ ID NO: 7). En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia
de nucleétidos es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o
100 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleétidos no contiene una secuencia de poli-T
(SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia
de nucleétidos es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o
100 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucledtidos no contiene una secuencia de poli-A
(SEQ ID NO: 11). En algunas realizaciones, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada
que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia
de nucleétidos es al menos 90 %, al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o
100 % idéntica a SEQ ID NO: 1, y en donde la secuencia de nucleétidos no contiene un elemento ARE (SEQ ID NO: 14
0 SEQ ID NO: 15).

En algunas realizaciones, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende
una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
es al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2,
y en donde la secuencia de nucleotidos no contiene el sitio de corte y empalme GGTGAT (SEQ ID NO: 7). En algunas
realizaciones, la presente invenciéon proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos es
al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y
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en donde la secuencia de nucleétidos no contiene una secuencia de poli-T (SEQ ID NO: 10). En algunas realizaciones,
la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl, en donde la secuencia de nucleétidos es al menos 95 %,
al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y en donde la
secuencia de nucleétidos no contiene una secuencia de poli-A (SEQ ID NO: 11). En algunas realizaciones, la presente
invencion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos es al menos 95 %, al menos 96 %,
al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 2, y en donde la secuencia de
nucleétidos no contiene un elemento ARE (SEQ ID NO: 14 0 SEQ ID NO: 15).

En otras realizaciones, una secuencia de FVIII optimizado de la invencion no comprende uno o mas de motivos
antivirales, estructuras de tallo-lazo y secuencias repetidas.

En otras realizaciones mas, los nucleétidos que rodean el sitio de iniciacion de la transcripciéon se cambian a una
secuencia consenso de Kozak (GCCGCCACCATGC, en donde los nucleétidos subrayados son el codén de iniciacion;
SEQ ID NO: 16). En otras realizaciones, se pueden afiadir o quitar sitios de restriccion para facilitar el proceso de
clonacién.

Secuencias heterdlogas de nuclebtidos

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién comprenden ademas una
secuencia heterdloga de nucledtidos. En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas de la
invencion comprenden ademas al menos una secuencia heterdloga de nucleétidos. La secuencia heteréloga de
nucleétidos se puede unir con las secuencias de nucleotidos de FVIII BDD optimizado de la invencion en el extremo
5', en el extremo 3, 0 se inserta en el centro de la secuencia de nucleotidos de FVIII BDD optimizado. Asi, en algunas
realizaciones, la secuencia heterdloga de aminoacidos codificada por la secuencia heterdloga de nucleétidos se une
al extremo N o al extremo C de la secuencia de aminoacidos de FVIII codificada por la secuencia de nucleétidos o se
inserta entre dos aminodacidos en la secuencia de aminoacidos de FVIII. En otras realizaciones, las moléculas de acido
nucleico aisladas de la invencion comprenden ademas dos, tres, cuatro, cinco, seis, siete u ocho secuencias
heterologas de nucleétidos. En algunas realizaciones, todas las secuencias heterélogas de nucleétidos son idénticas.
En algunas realizaciones, al menos una secuencia heterdloga de nucleétidos es diferente de las otras secuencias
heterologas de nucleétidos. En algunas realizaciones, la invencién puede comprender dos, tres, cuatro, cinco, seis o
mas de siete secuencias heterdlogas de nucleétidos en tandem.

En algunas realizaciones, la secuencia heteréloga de nucleétidos codifica una secuencia de aminoacidos. En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia heteréloga de nucleétidos es un resto
heter6logo que puede aumentar la semivida (un "extensor de la semivida") de una molécula de FVIII.

En algunas realizaciones, el resto heterélogo es un péptido o un polipéptido con caracteristias o sin estructurar o
estructuradas que estan asociadas con la prolongacién de la semivida /in vivo cuando se incorpora en una proteina de
la invencién. Los ejemplos no limitantes incluyen albumina, fragmentos de albumina, fragmentos Fc de
inmunoglobulinas, el péptido del extremo C (CTP) de la subunidad § de gonadotropina coriénica humana, una
secuencia HAP, una secuencia XTEN, una transferrina o un fragmento de la misma, un polipéptido PAS, conectores
de poliglicina, conectores de poliserina, restos de unién a alblimina, o cualquier fragmento, derivado, variante o
combinaciones de estos polipéptidos. En algunos aspectos, un resto heterdlogo incluye factor de von Willebrand o un
fragmento del mismo. En otros aspectos relacionados, un resto heterélogo puede incluir un sitio de unién (por ejemplo,
un aminoacido de cisteina) para un resto no polipeptidico tal como polietilenglicol (PEG), hidroxietilalmidén (HES),
acido polisialico, o cualquier derivado, variante o combinaciones de estos elementos. En algunos aspectos, un resto
heter6logo comprende un aminoacido de cisteina que actla como un sitio de unién para un resto no polipeptidico tal
como polietilenglicol (PEG), hidroxietilalmidén (HES), acido polisialico, o cualquier derivado, variante o combinaciones
de estos elementos.

En una realizacién especifica, un primera secuencia heterologa de nucleétidos codifica un primer resto heterélogo que
es una molécula extensora de la semivida que se conoce en la técnica, y una segunda secuencia heteréloga de
nucleétidos codifica un segundo resto heterélogo que también puede ser una molécula extensora de la semivida que
se conoce en la técnica. En ciertas realizaciones, el primer resto heterélogo (por ejemplo, un primer resto Fc) y el
segundo resto heterdlogo (por ejemplo, un segundo resto Fc) se asocian entre si para formar un dimero. En una
realizacion, el segundo resto heterdlogo es un segundo resto Fc, en donde el segundo resto Fc se une a o se asocia
con el primer resto heterélogo, por ejemplo, el primer resto Fc. Por ejemplo, el segundo resto heterdlogo (por ejemplo,
el segundo resto Fc) se pueden unir al primer resto heterélogo (por ejemplo, el primer resto Fc) por un conector o se
asocia con el primer resto heterélogo por un enlace covalente o no covalente.

En algunas realizaciones, el resto heterdlogo es un polipéptido que comprende, que consiste esencialmente en, o que
consiste en al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al
menos aproximadamente 300, al menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 500, al menos
aproximadamente 600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente
900, al menos aproximadamente 1000, al menos aproximadamente 1100, al menos aproximadamente 1200, al menos
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aproximadamente 1300, al menos aproximadamente 1400, al menos aproximadamente 1500, al menos
aproximadamente 1600, al menos aproximadamente 1700, al menos aproximadamente 1800, al menos
aproximadamente 1900, al menos aproximadamente 2000, al menos aproximadamente 2500, al menos
aproximadamente 3000, o al menos aproximadamente 4000 aminoacidos. En otras realizaciones, el resto heterdlogo
es un polipéptido que comprende, que consiste esencialmente en, o que consiste en aproximadamente 100 a
aproximadamente 200 aminoacidos, aproximadamente 200 a aproximadamente 300 aminoacidos, aproximadamente
300 a aproximadamente 400 aminoacidos, aproximadamente 400 a aproximadamente 500 aminoacidos,
aproximadamente 500 a aproximadamente 600 aminoacidos, aproximadamente 600 a aproximadamente 700
aminoacidos, aproximadamente 700 a aproximadamente 800 aminoacidos, aproximadamente 800 a
aproximadamente 900 aminoacidos, o aproximadamente 900 a aproximadamente 1000 aminoacidos.

En ciertas realizaciones, un resto heterélogo mejora una o mas propiedades farmacocinéticas de la proteina FVIII sin
afectar significativamente su actividad biolégica o funcion.

En ciertas realizaciones, un resto heterélogo aumenta la semivida in vivo y/o in vitro de la proteina FVIII. En otras
realizaciones, un resto heterélogo facilita la visualizacién o localizacién de la proteina FVIIl o un fragmento de la misma
(por ejemplo, un fragmento que comprende un resto heterélogo después de la escision proteolitica de la proteina
FVII). La visualizacién y/o localizaciéon de la proteina FVIII o un fragmento de la misma puede ser in vivo, in vitro, ex
vivo, 0 combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, un resto heterélogo aumenta la estabilidad de la proteina FVIII o un fragmento de la misma
(por ejemplo, un fragmento que comprende un resto heterélogo después de la escision proteolitica de la proteina
FVIIl). Como se usa en el presente documento, el término "estabilidad" se refiere a una medida conocida en la técnica
del mantenimiento de una o mas propiedades fisicas de la proteina FVIII en respuesta a una condicion medioambiental
(por ejemplo, una temperatura elevada o reducida). En ciertos aspectos, la propiedad fisica puede ser el mantenimiento
de la estructura covalente de la proteina FVIII (por ejemplo, la ausencia de escision proteolitica, oxidacion no deseada
o desamidacién). En otros aspectos, la propiedad fisica también puede ser la presencia de la proteina FVIIl en un
estado apropiadamente plegado (por ejemplo, la ausencia de agregados o precipitados solubles o insolubles). En un
aspecto, la estabilidad de la proteina FVIIl se mide ensayando un propiedad biofisica de la proteina FVIII, por ejemplo
la estabilidad térmica, perfil de desarrollo del pH, retirada estable de la glucosilacién, solubilidad, funcién bioquimica
(por ejemplo, capacidad para unirse a una proteina, receptor o ligando), etc., y/o combinaciones de los mismos. En
otro aspecto, la funcién bioquimica se demuestra por la afinidad de unién de la interaccién. En un aspecto, una medida
de la estabilidad de la proteina es la estabilidad térmica, es decir, la resistencia a la exposicion térmica. La estabilidad
se puede medir usando métodos conocidos en la técnica, tales como, HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién),
SEC (cromatografia de exclusiéon por tamafio), DLS (dispersién dinamica de luz), etc. Los métodos para medir la
estabilidad térmica incluyen, pero no se limitan a, calorimetria diferencial de barrido (DSC), fluorimetria diferencial de
barrido (DSF), dicroismo circular (CD) y ensayo de exposicién térmica.

En ciertos aspectos, una proteina FVIII comprende al menos un extensor de la semivida, es decir, un resto heterélogo
que aumenta la semivida in vivo de la proteina FVIIl con respecto a la semivida in vivo de la proteina FVIII
correspondiente que carece de dicho resto heter6logo. La semivida in vivo de una proteina FVIII se puede determinar
por cualquier método conocido por los expertos en la técnica, por ejemplo, ensayos de actividad (ensayo cromogénico
o ensayo de aPTT por coagulacién de una etapa), ELISA, ROTEM™, etc.

En algunas realizaciones, la presencia de uno o mas extensores de la semivida da como resultado que aumente la
semivida de la proteina FVIII en comparaciéon con la semivida de la proteina correspondiente que carece de dichos
uno o mas extensores de la semivida. La semivida de la proteina FVIIl que comprende un extensor de la semivida es
al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al
menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos
aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al menos
aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 11 veces, 0 al menos
aproximadamente 12 veces mas larga que la semivida in vivo de la proteina FVIII correspondiente que carece de dicho
extensor de la semivida.

En una realizacion, la semivida de la proteina FVIII que comprende un extensor de la semivida es aproximadamente
1,5 veces a aproximadamente 20 veces, aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 15 veces, 0
aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 10 veces mas larga que la semivida in vivo de la proteina
correspondiente que carece de dicho extensor de la semivida. En otra realizacién, la semivida de la proteina FVIII que
comprende un extensor de la semivida se extiende aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 9 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 8 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 7 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 6 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 5 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 4 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 3 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 10 veces,
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 9 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 8 veces,
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 7 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 6 veces,
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 5 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 4 veces,
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 3 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 10 veces,
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aproximadamente 3 veces a aproximadamente 9 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8 veces,
aproximadamente 3 veces a aproximadamente 7 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 6 veces,
aproximadamente 3 veces a aproximadamente 5 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 4 veces,
aproximadamente 4 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 5 veces a aproximadamente 7 veces, o
aproximadamente 6 veces a aproximadamente 8 veces en comparacién con la semivida in vivo de la proteina
correspondiente que carece de dicho extensor de la semivida.

En otras realizaciones, la semivida de la proteina FVIII que comprende un extensor de la semivida es al menos
aproximadamente 17 horas, al menos aproximadamente 18 horas, al menos aproximadamente 19 horas, al menos
aproximadamente 20 horas, al menos aproximadamente 21 horas, al menos aproximadamente 22 horas, al menos
aproximadamente 23 horas, al menos aproximadamente 24 horas, al menos aproximadamente 25 horas, al menos
aproximadamente 26 horas, al menos aproximadamente 27 horas, al menos aproximadamente 28 horas, al menos
aproximadamente 29 horas, al menos aproximadamente 30 horas, al menos aproximadamente 31 horas, al menos
aproximadamente 32 horas, al menos aproximadamente 33 horas, al menos aproximadamente 34 horas, al menos
aproximadamente 35 horas, al menos aproximadamente 36 horas, al menos aproximadamente 48 horas, al menos
aproximadamente 60 horas, al menos aproximadamente 72 horas, al menos aproximadamente 84 horas, al menos
aproximadamente 96 horas, o al menos aproximadamente 108 horas.

En oftras realizaciones mas, la semivida de la proteina FVIII que comprende un extensor de la semivida es
aproximadamente 15 horas a aproximadamente dos semanas, aproximadamente 16 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 17 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 18 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 19 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 20
horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 21 horas a aproximadamente una semana,
aproximadamente 22 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 23 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 24 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 36 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 48 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 60
horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 24 horas a aproximadamente seis dias, aproximadamente
24 horas a aproximadamente cinco dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente cuatro dias,
aproximadamente 24 horas a aproximadamente tres dias, o aproximadamente 24 horas a aproximadamente dos dias.

En algunas realizaciones, la semivida promedio por sujeto de la proteina FVIII que comprende un extensor de la
semivida es aproximadamente 15 horas, aproximadamente 16 horas, aproximadamente 17 horas, aproximadamente
18 horas, aproximadamente 19 horas, aproximadamente 20 horas, aproximadamente 21 horas, aproximadamente 22
horas, aproximadamente 23 horas, aproximadamente 24 horas (1 dia), aproximadamente 25 horas, aproximadamente
26 horas, aproximadamente 27 horas, aproximadamente 28 horas, aproximadamente 29 horas, aproximadamente 30
horas, aproximadamente 31 horas, aproximadamente 32 horas, aproximadamente 33 horas, aproximadamente 34
horas, aproximadamente 35 horas, aproximadamente 36 horas, aproximadamente 40 horas, aproximadamente 44
horas, aproximadamente 48 horas (2 dias), aproximadamente 54 horas, aproximadamente 60 horas,
aproximadamente 72 horas (3 dias), aproximadamente 84 horas, aproximadamente 96 horas (4 dias),
aproximadamente 108 horas, aproximadamente 120 horas (5 dias), aproximadamente seis dias, aproximadamente
siete dias (una semana), aproximadamente ocho dias, aproximadamente nueve dias, aproximadamente 10 dias,
aproximadamente 11 dias, aproximadamente 12 dias, aproximadamente 13 dias, o aproximadamente 14 dias.

1. Una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma

En otro aspecto, un resto heterélogo comprende una o mas regiones constantes de inmunoglobulina o porciones de
la misma (por ejemplo, una regién Fc). En una realizacién, una molécula de acido nucleico aislada de la invencién
comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos heteréloga que codifica una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma. En algunas realizaciones, la regiéon constante de inmunoglobulina o
porcién de la misma es una regién Fc.

Una region constante de inmunoglobulina comprende dominios indicados dominios CH (pesados constantes) (CH1,
CH2, etc.). Dependiendo del isotipo (es decir, IgG, IgM, IgA IgD o IgE), la regién constante puede comprender tres o
cuatro dominios CH. Las regiones constantes de algunos isotipos (por ejemplo, IgG) también contienen una regién
bisagra. Véase Janeway et al. 2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y.

Se puede obtener de varias fuentes diferentes una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma
para producir la proteina FVIIl. En una realizacién, una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma
deriva de una inmunoglobulina humana. Se entiende, sin embargo, que la regién constante de inmunoglobulina o una
porcién de la misma puede derivar de una inmunoglobulina de otra especie de mamifero, que incluye, por ejemplo,
una especie de roedor (por ejemplo, un ratén, rata, conejo, cobaya) o primate no humano (por ejemplo, chimpancé,
macaco). Ademas, la region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma puede derivar de cualquier clase
de inmunoglobulina, que incluye IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina, que incluye 1gG1,
I9G2, 1gG3 e IgG4. En una realizacion, se usa el isotipo humano IgG1.

Estan disponibles una variedad de las secuencias de genes de la regién constante de inmunoglobulina (por ejemplo,
secuencias de genes de la regién constante humana) en forma de depodsitos publicamente accesibles. Se puede
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seleccionar la secuencia de dominios de la regién constante que tiene una funcién efectora particular (0 que carece
de una funcién efectora particular) o con una modificacion particular para reducir la inmunogenicidad. Se han publicado
muchas secuencias de anticuerpos y genes que codifican anticuerpos y se pueden derivar secuencias adecuadas de
la region constante de Ig (por ejemplo, secuencias de bisagra, CH2, y/o CH3, o porciones de las mismas) de estas
secuencias usando técnicas reconocidas en la técnica. Entonces, el material genético obtenido usando cualquiera de
los métodos anteriores se puede alterar o sintetizar para obtener polipéptidos tal como se describe en el presente
documento. Se apreciara ademas que el alcance de la presente invencién engloba alelos, variantes y mutaciones de
secuencias de ADN de la region constante.

Se pueden clonar las secuencias de la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, por ejemplo,
usando la reaccién en cadena de la polimerasa y cebadores que se seleccionan para amplificar el dominio de interés.
Para clonar una secuencia de la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma de un anticuerpo, se
puede aislar ARNm de hibridoma, bazo o células linfaticas, transcribirse de forma inversa en ADN, y amplificarse los
genes de anticuerpo por PCR. La amplificacion por métodos de PCR se describe en detalle en las patentes de EE. UU.
N° 4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188; y en, por ejemplo, "PCR Protocols: A Guide to Methods and
Applications” Innis et al. eds., Academic Press, San Diego, CA (1990); Ho et al. 1989. Gene 77:51; Horton et al. 1993.
Methods Enzymol. 217:270). Se puede iniciar PCR por cebadores de la regién constante consenso o por cebadores
mas especificos basandose en las secuencias de aminoacidos publicadas de ADN de la cadena pesada vy ligera.
También se puede usar PCR para aislar clones de ADN que codifican las cadenas ligeras y pesadas del anticuerpo.
En este caso, las bibliotecas se pueden cribar por cebadores consenso o sondas homologas mayores, tales como
sondas de region constante de ratéon. Se conocen en la técnica numerosos conjuntos de cebadores adecuados para
amplificacién de genes de anticuerpo (por ejemplo, cebadores de 5' basados en la secuencia del extremo N de
anticuerpos purificados (Benhar y Pastan. 1994. Protein Engineering 7:1509); amplificacion rapida de extremos de
ADNc (Ruberti, F. et al. 1994. J. Immunol. Methods 173:33); secuencias conductoras de anticuerpos (Larrick et al.
1989 Biochem. Biophys. Res. Commun. 160:1250). La clonacion de secuencias de anticuerpos se describe ademas
en Newman et al., patente de EE. UU. N® 5.658.570, presentada el 25 de enero de 1995.

Una region constante de inmunoglobulina usada en el presente documento puede incluir todos los dominios y la regién
bisagra o porciones de la misma. En una realizacion, la regién constante de inmunoglobulina o una porcion de la
misma comprende dominio CH2, dominio CH3, y una regién bisagra, es decir, una regién Fc o un componente de
unién de FcRn.

Como se usa en el presente documento, el término "regién Fc" se define como la porcidn de un polipéptido que
corresponde a la region Fc de Ig nativa, es decir, como se forma por la asociacion dimérica de los dominios Fc
respectivos de sus dos cadenas pesadas. Una regién Fc nativa forma un homodimero con otra region Fc. A diferencia,
el término "regién Fc genéticamente fusionada" o "regién Fc de cadena sencilla" (region scFc), como se usa en el
presente documento, se refiere a una regién Fc dimérica sintética comprendida de dominios Fc genéticamente unidos
dentro de una cadena sencilla de polipéptidos (es decir, codificada en una Unica secuencia genética contigua). Véase
la publicacién internacional N® WO 201 2/006635.

En una realizacién, la "regién Fc" se refiere a la porcién de una Unica cadena pesada de la Ig que empieza en la regién
bisagra justo en la direccion 5' del sitio de escisién por papaina (es decir, resto 216 en IgG, que toma el primer resto
de la region constante de la cadena pesada para que sea 114) y que termina en el extremo C del anticuerpo. Por
consiguiente, una regiéon Fc completa comprende al menos un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3.

Una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma puede ser un componente de union de FcRn.
FcRn es activo en tejidos epiteliales adultos y se expresa en la luz de los intestinos, vias respiratorias pulmonares,
superficies nasales, superficies vaginales, colon y superficies rectales (patente de EE. UU. N® 6.485.726). Un
componente de unién de FcRn es una porcién de una inmunoglobulina que se une a FcRn.

Se ha aislado el receptor de FcRn de varias especies de mamifero que incluyen seres humanos. Se conocen las
secuencias de FcRn humano, FcRn de mono, FcRn de ratay FcRn de ratén (Story et al. 1994, J. Exp. Med. 180:2377).
El receptor FcRn se une a IgG (pero no a otras clases de inmunoglobulina tales como IgA, IgM, IgD e IgE) a pH
relativamente bajo, transporta activamente la IgG transcelularmente en una direccién de luminal a serosal, y entonces
libera la IgG al pH relativamente mas alto encontrado en los fluidos intersticiales. Se expresa en tejido epitelial adulto
(patentes de EE. UU. N° 6.485.726, 6.030.613, 6.086.875; documentos de patente WO 03/077834; US2003-
0235536A1) que incluye epitelio pulmonar e intestinal (Israel et al. 1997, Immunology 92:69), epitelio tubular proximal
renal (Kobayashi et al. 2002, Am. J. Physiol. Renal Physiol. 282:F358), asi como epitelio nasal, superficies vaginales
y superficies de los arboles biliares.

Los componentes de unién de FcRn Utiles en la presente invencién engloban moléculas que se pueden unir
especificamente por el receptor FcRn que incluyen IgG completa, el fragmento Fc de IgG, y otros fragmentos que
incluyen la regién de unién completa del receptor FcRn. La regién de la porcién Fc de IgG que se une al receptor FcRn
se ha descrito basandose en cristalografia de rayos X (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). La principal area de
contacto de Fc con el FcRn esta cerca del empalme de los dominios CH2 y CH3. Los contacto Fc-FcRn estan todos
dentro de una cadena pesada sencilla de Ig. Los componentes de unién de FcRn incluyen IgG completa, el fragmento
Fc de IgG, y otros fragmentos de IgG que incluyen la regién de unién de FcRn completa. Los principales sitios de
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contacto incluyen los restos de aminoacidos 248, 250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y
los restos de aminoacidos 385-387, 428, y 433-436 del dominio CH3. Las referencias hechas a la numeracién de
aminoacidos de inmunoglobulinas o fragmentos de inmunoglobulinas, o regiones, se basan todas en Kabat et al. 1991,
Sequences of Proteins of Immunological Interest, U.S. Department of Public Health, Bethesda, Md.

Las regiones Fc o componentes de union de FcRn unidos a FcRn se pueden llevar eficazmente a través de barreras
epiteliales por FcRn, proporcionando asi un medio no invasivo para administrar por via sistémica una molécula
terapéutica deseada. Ademas, las proteinas de fusion que comprenden una regién Fc o un componente de unién de
FcRn son endocitosadas por células que expresan el FcRn. Pero en lugar de ser marcadas para degradacién, estas
proteinas de fusion se recirculan fuera en la circulacién otra vez, aumentando asi la semivida in vivo de estas proteinas.
En ciertas realizaciones, las porciones de regiones constantes de inmunoglobulina son una regién Fc o un componente
de unién de FcRn que normalmente se asocia, mediante enlaces disulfuro y otras interacciones no especificas, con
otra regién Fc u otro componente de union de FcRn para formar dimeros y multimeros de orden superior.

Se pueden unir dos receptores de FcRn a una Unica molécula de Fc. Los datos cristalograficos sugieren que cada
molécula de FcRn se une a un Unico polipéptido del homodimero de Fc. En una realizacion, la unién del componente
de unién de FcRn, por ejemplo, un fragmento Fc de una IgG, a una molécula biolégicamente activa proporciona un
medio de administracién de la molécula biolégicamente activa por via oral, por via bucal, por via sublingual, por via
rectal, por via vaginal, como un aerosol administrado nasalmente o por una via pulmonar, o por una via ocular. En otra
realizacion, la proteina FVIII se puede administrar invasivamente, por ejemplo, por via subcutanea, por via intravenosa.

Un componente de unién de la regién de FcRn es una molécula o porcién de la misma que se puede unir
especificamente por el receptor de FCRn con el consecuente transporte activo por el receptor de FcRn de la regién
Fc. Se une especificamente se refiere a dos moléculas que forman un complejo que es relativamente estable en
condiciones fisiolégicas. La unién especifica se caracteriza por una alta afinidad y una capacidad de baja a moderada
como se distingue de la unién no especifica que normalmente tiene una baja afinidad con una capacidad de moderada
a alta. Normalmente, la unién se considera especifica cuando la constante de afinidad KA es superior a 108 M, o
superior a 108 M. Si fuera necesario, se puede reducir la unién no especifica sin afectar sustancialmente la unién
especifica variando las condiciones de unién. Un experto puede optimizar las condiciones de unién apropiadas, tales
como concentracién de las moléculas, fuerza idnica de la disolucién, temperatura, tiempo permitido para la unién,
concentracion de un agente de blogueo (por ejemplo, albumina de suero, caseina de la leche), etc., usando técnicas
rutinarias.

En ciertas realizaciones, una proteina FVIll de la invencién comprende una o mas regiones Fc truncadas que son, sin
embargo, suficientes para conferir propiedades de unién de receptor de Fc (FcR) a la regién Fc. Por ejemplo, la porcién
de una regién Fc que se une a FcRn (es decir, la porcién de unién de FcRn) comprende desde aproximadamente los
aminoacidos 282-438 de IgG1, numeracion EU (siendo los sitios de contacto primarios los aminoacidos 248, 250-257,
272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los restos de aminoacidos 385-387, 428 y 433-436 del
dominio CH3. Asi, una region Fc de la invencién puede comprender o consistir en una porcion de union de FcRn. Las
porciones de unién de FcRn pueden derivar de cadenas pesadas de cualquier isotipo, que incluyen IgG1, 1gG2, IgG3
e IgG4. En una realizacién, se usa una porcién de unién de FcRn de un anticuerpo de isotipo humano IgG1. En otra
realizacion, se usa una porcién de unién de FcRn de un anticuerpo del isotipo humano 1gG4.

La region Fc se puede obtener de varias fuentes diferentes. En una realizacion, una regioén Fc del polipéptido deriva
de una inmunoglobulina humana. Se entiende, sin embargo, que un resto Fc puede derivar de una inmunoglobulina
de otra especie de mamifero, que incluye, por ejemplo, una especie de roedor (por ejemplo, un raton, rata, conejo,
cobaya) o de primate no humano (por ejemplo, chimpancé, macaco). Ademas, el polipéptido de los dominios Fc o
porciones de los mismos puede derivar de cualquier clase de inmunoglobulina, que incluye IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y
cualquier isotipo de inmunoglobulina, que incluye 1gG1, 19G2, 19G3 e IgG4. En otra realizacion, se usa el isotipo
humano IgG1.

En ciertas realizaciones, la variante Fc confiere un cambio en al menos una funcién efectora conferida por un resto Fc
que comprende dicho dominio Fc natural (por ejemplo, una mejora o reducciéon en la capacidad de la regién Fc para
unirse a receptores de Fc (por ejemplo, FcyRlI, FcyRIl o FcyRIIl} o proteinas del complemento (por ejemplo, C1q), o
para desencadenar citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis, o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDCC)). En otras realizaciones, la variante de Fc proporciona un resto de cisteina manipulado.

La region Fc de la invencién puede emplear variantes de Fc reconocidas en la técnica que se conocen por conferir un
cambio (por ejemplo, un potenciamiento o reduccion) en la funcién efectora y/o unién de FcR o FcRn. Especificamente,
una regién Fc de la invencién puede incluir, por ejemplo, un cambio (por ejemplo, una sustitucién) en una o mas de
las posiciones de aminoacidos desveladas en las publicaciones PCT internacionales WQO88/07089A1,
WO96/14339A1, WOQO98/05787A1, WO98/23289A1, WO99/51642A1, WQ99/58572A1, WOO00/09560A2,
WOO00/32767A1, WO00/42072A2, WO02/44215A2, WO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2,
WOQO04/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2, WO05/040217A2,
WQ004/044859, WOO05/070963A1, WOO05/077981A2, WO05/092925A2, WOQO05/123780A2, WO06/019447A1,
WO06/047350A2, y WOQOO06/085967A2; las publicaciones de patente de EE.UU. N2 US2007/0231329,
US2007/0231329, US2007/0237765, US2007/0237766, US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603,
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US20070286859, US20080057056; o las patentes de EE. UU. 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;
7.404.956 y 7.317.091. En una realizacién, se puede hacer el cambio especifico (por ejemplo, la sustitucién especifica
de uno o mas aminoacidos desvelados en la materia) en una o mas de las posiciones de aminoacidos desveladas. En
otra realizacion, se puede hacer un cambio diferente en una o mas de las posiciones de aminoé&cidos desveladas (por
ejemplo, la sustitucién diferente de una o mas posiciones de aminoacidos desvelada en la técnica).

La regién Fc o componente de unién de FcRn de IgG se puede modificar segun procedimientos bien reconocidos tales
como mutagénesis dirigida al sitio y similares para dar IgG modificada o fragmentos Fc, o porciones de los mismos,
que se uniran por FcRn. Dichas modificaciones incluyen modificaciones remotas de los sitios de contacto de FcRn,
asi como modificaciones dentro de los sitios de contacto que preservan o incluso potencian la unién al FcRn. Por
ejemplo, se pueden sustituir los siguientes restos de aminoacidos individuales en Fc de IgG1 humana (Fcy1) sin
pérdida significativa de la afinidad de unién de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, T256A,
E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, E283A,
H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A, V303A,
V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q, P329A,
A330Q, P331A, E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A, E356A,
M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A, Q386A,
E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A, N421A,
V422A, S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A y K447A, donde, por ejemplo, P238A
representa prolina natural sustituida con alanina en la posicién nimero 238. Como un ejemplo, una realizacién
especifica incorpora la mutacién N297A, retirando un sitio de N-glucosilacién altamente conservado. Ademas de
alanina, se pueden sustituir otros aminoacidos por los aminoacidos naturales en las posiciones especificadas
anteriormente. Las mutaciones se pueden introducir individualmente en Fc¢, dando lugar a mas de cien regiones Fc
distintas de Fc nativa.

Ciertas de las mutaciones anteriores pueden conferir nueva funcionalidad a la region Fc o componente de union de
FcRn. Por ejemplo, una realizacion incorpora N297A, retirando un sitio de N-glucosilacion altamente conservado. El
efecto de esta mutacién es reducir la inmunogenicidad, potenciando asi la semivida en circulacién de la region Fc, y
convirtiendo la region Fc en incapaz de unirse a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIIA, sin comprometer la afinidad por
FcRn (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847; Friend et al. 1999, Transplantation 68:1632; Shields et al. 1995,
J. Biol. Chem. 276:6591). Como ejemplo adicional de la nueva funcionalidad que surge de las mutaciones descritas
anteriormente, la afinidad por FCRn se puede aumentar mas alla de la del natural en algunos casos. Esta elevada
afinidad puede afectar una elevada velocidad de "asociacién”, una reducida velocidad de "disociacion”, o ambas, una
elevada velocidad de "asociacion" y una reducida velocidad de "disociacion". Los ejemplos de mutaciones que se cree
que confieren una elevada afinidad por FcRn incluyen, pero no se limitan a, T256A, T307A, E380A y N434A (Shields
et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).

Ademas, al menos tres receptores gamma de Fc humanos parecen reconocer un sitio de unién sobre IgG dentro de
la regién bisagra inferior, en general, los aminoacidos 234-237. Por tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad y posible
inmunogenicidad reducida puede surgir de mutaciones de esta regiébn, como, por ejemplo, reemplazando los
aminoacidos 233-236 de la IgG1 humana "ELLG" (SEQ ID NO: 29) con la secuencia correspondiente de 1gG2 "PVA"
(con delecion de un aminoacido). Se ha mostrado que FcyRI, FcyRIl y FeyRIll, que median en diversas funciones
efectoras, no se uniran a IgG1 cuando se hayan introducido dichas mutaciones. Ward y Ghetie 1995, Therapeutic
Immunology 2:77 y Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613.

En otra realizacion, la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma comprende una secuencia de
aminoacidos en la regién bisagra o una porcién de la misma que forma uno o mas enlaces disulfuro con una segunda
regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma. La segunda regién constante de inmunoglobulina o
una porcién de la misma se puede unir a un segundo polipéptido, uniendo la proteina FVIII y el segundo polipéptido.
En algunas realizaciones, el segundo polipéptido es un resto potenciador. Como se usa en el presente documento, el
término "resto potenciador” se refiere a una molécula, fragmento de la misma o un componente de un polipéptido que
es capaz de potenciar la actividad procoagulante de FVIII. El resto potenciador puede ser un cofactor, tal como factor
tisular soluble (FTs), o un péptido procoagulante. Asi, después de la activacion de FVIII, el resto potenciador esta
disponible para potenciar la actividad de FVIII.

En ciertas realizaciones, una proteina FVIII de la invencién comprende una sustitucidon de aminoacidos en una regién
constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma (por ejemplo, variantes Fc), que altera las funciones efectoras
independientes de antigeno de la regién constante de Ig, en particular la semivida circulante de la proteina.

2. Regiones scFc

En otro aspecto, un resto heterélogo comprende una region scFc (Fc de una sola cadena). En una realizacién, una
molécula de acido nucleico aislada de la invencién comprende ademas una secuencia de acidos nucleicos heteréloga
que codifica una regién scFc. La regién scFc comprende al menos dos regiones constantes de inmunoglobulina o
porciones de la misma (por ejemplo, restos o dominios Fc (por ejemplo, 2, 3, 4, 5, 6, 0 mas restos o dominios Fc})
dentro de la misma cadena lineal de polipéptidos que son capaces de plegamiento (por ejemplo, plegamiento
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intramolecularmente o intermolecularmente) para formar una regién scFc funcional que se une por un conector
peptidico Fc. Por ejemplo, en una realizacién, un polipéptido tal como se describe en el presente documento es capaz
de unirse, por su region scFc, a al menos un receptor de Fc (por ejemplo un receptor FcRn, FcyR (por ejemplo, FcyRill),
o una proteina del complemento (por ejemplo, C1q)) para mejorar la semivida o desencadenar una funcion efectora
inmunitaria (por ejemplo, citotoxicidad dependiente del anticuerpo (ADCC), fagocitosis o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDCC) y/o para mejorar la capacidad de fabricacién).

3.CTP

En otro aspecto, un resto heterélogo comprende un péptido del extremo C (CTP) de la subunidad B de gonadotropina
coriénica humana o fragmento, variante, o derivado de la misma. Se sabe que uno o mas péptidos CTP insertados en
una proteina recombinante aumentan la semivida in vivo de esa proteina. Véase, por ejemplo, la patente de EE. UU.
Ne 5.712.1:2.

Los péptidos CTP a modo de ejemplo incluyen DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL (SEQ ID NO: 17) o
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ. (SEQ ID NO: 18). Véase, por ejemplo, la publicacién de solicitud de patente
de EE. UU. N° US 2009/0087411 Af.

4. Secuencia XTEN

En algunas realizaciones, un resto heterélogo comprende una o mas secuencias XTEN, fragmentos, variantes, o
derivados de los mismos. Como se usa aqui, "secuencia XTEN" se refiere a polipéptidos de longitud extendida con
secuencias sustancialmente no repetitivas que no existen de forma natural, que estan compuestas principalmente de
aminoacidos hidréfilos pequefios, teniendo la secuencia un bajo grado o ninguna estructura secundaria o terciaria en
condiciones fisiolégicas. Como resto heterélogo, las XTEN pueden servir de resto de extensién de la semivida.
Ademas, XTEN puede proporcionar propiedades deseables que incluyen, pero no se limitan a, parametros
farmacocinéticos y caracteristicas de solubilidad potenciados.

La incorporacion de un resto heterélogo que comprende una secuencia XTEN en una proteina de la invencién puede
conferir a la proteina una o mas de las siguientes propiedades ventajosas: flexibilidad conformacional, solubilidad
acuosa potenciada, alto grado de resistencia a proteasas, baja inmunogenicidad, baja unién a receptores de mamifero,
o elevados radios hidrodinamicos (o de Stokes).

En ciertos aspectos, una secuencia XTEN puede aumentar las propiedades farmacocinéticas, tales como mayor
semivida in vivo o elevada area bajo la curva (ABC), de manera que una proteina de la invencién permanezca in vivo
y tenga actividad procoagulante durante un elevado periodo de tiempo en comparacién con una proteina con el mismo
resto, pero sin el resto heterdlogo XTEN.

Los ejemplos de secuencias XTEN que se pueden usar como restos heterélogos en proteinas quiméricas de la
invencién se desvelan, por ejemplo, en las publicaciones de patente de EE. UU. N? 2010/0239554 A1,
2010/0323956 A1, 2011/0046060 A1, 2011/0046061 A1, 2011/0077199 A1, 0 2011/0172146 A1, o las publicaciones
de patente internacional N2 WO 2010091122 A1, WO 2010144502 A2, WO 2010144508 A1, WO 2011028228 A1, WO
2011028229 A1 o WO 2011028344 A2.

Las secuencias XTEN a modo de ejemplo que se pueden usar como restos heterélogos en la proteina quimérica de
la invencion incluyen XTEN AE42-4 (SEQ ID NO: 30, codificada por SEQ ID NO: 31), XTEN 144-2A (SEQ ID NO: 32,
codificada por SEQ ID NO: 33), XTEN A144-3B (SEQ ID NO: 34, codificada por SEQ ID NO: 35), XTEN AE144-4A
(SEQ ID NO: 36, codificada por SEQ ID NO: 37), XTEN AE144-5A (SEQ ID NO: 38, codificada por SEQ ID NO: 39),
XTEN AE144-6B (SEQ ID NO: 40, codificada por SEQ ID NO: 41), XTEN AG144-1 (SEQ ID NO: 42, codificada por
SEQ ID NO: 43), XTEN AG144-A (SEQ ID NO: 44, codificada por SEQ ID NO: 45), XTEN AG144-B (SEQ ID NO: 46,
codificada por SEQ ID NO: 47), XTEN AG144-C (SEQ ID NO: 48, codificada por SEQ ID NO: 49) y XTEN AG144-F
(SEQ ID NO: 50, codificada por SEQ ID NO: 51).

5. Albumina o fragmento, derivado o variante de la misma

En algunas realizaciones, un resto heterélogo comprende albimina o un fragmento funcional de la misma. La albumina
de suero humano (HSA, o HA), una proteina de 609 aminoacidos en su forma de longitud completa, es responsable
de una significativa proporcion de la presion osmoética del suero y también funciona como vehiculo de ligandos
endégenos y exégenos. El término "albimina", como se usa en el presente documento, incluye albimina de longitud
completa o un fragmento funcional, variante, derivado o analogo de la misma. Los ejemplos de albimina o los
fragmentos o variantes de la misma se desvelan en las publicaciones de patente de EE. UU. N2 2008/0194481A1,
2008/0004206 A1, 2008/0161243 A1, 2008/0261877 A1 o0 2008/0153751 A1, o las publicaciones de solicitud PCT N°
2008/033413 A2, 2009/058322 A1 0 2007/021494 A2.

En una realizacion, la proteina FVIII de la invencién comprende albumina, un fragmento o una variante de la misma

que se une ademas a un segundo resto heterélogo seleccionado del grupo que consiste en una regién constante de
inmunoglobulina o porcién de la misma (por ejemplo, una regién Fc), una secuencia PAS, HES y PEG.
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6. Resto de unién a albumina

En ciertas realizaciones, el resto heterdlogo es un resto de unién a albumina, que comprende un péptido de union a
albdmina, un dominio de unién a albumina bacteriana, un fragmento de anticuerpo de unién a albimina, o cualquier
combinacion de los mismos.

Por ejemplo, la proteina de unién de albimina puede ser una proteina de unién de albimina bacteriana, un anticuerpo
o un fragmento de anticuerpo que incluye anticuerpos de dominio (véase la patente de EE. UU. N® 6.696.245). Una
proteina de unién de albimina, por ejemplo, puede ser un dominio de unién de albumina bacteriana, tal como la de la
proteina G estafilocécica (Konig, T. y Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-83). Otros ejemplos de péptidos
de unién de albumina que se pueden usar como componente de conjugacion son, por ejemplo, los que tienen una
secuencia consenso Cys-Xaai-Xaaz-Xaas-Xaas-Cys, en donde Xaai es Asp, Asn, Ser, Thr, o Trp; Xaaz es Asn, Gin,
His, lle, Leu o Lys; Xaas es Ala, Asp, Phe, Trp o Tyr; y Xaas es Asp, Gly, Leu, Phe, Ser o Thr como se describen en la
solicitud de patente de EE. UU. 2003/0069395 o Dennis et al. (Dennis et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 35035-35043).

El dominio 3 de la proteina G estreptocécica, como se desvela por Kraulis et al., FEBS Lett. 378:190-194 (1996) y
Linhult et al., Protein Sci. 11:206-213 (2002), es un ejemplo de un dominio de unién a albumina bacteriana. Los
ejemplos de péptidos de unién a albimina incluyen una serie de péptidos que tienen la secuencia central
DICLPRWGCLW (SEQ ID NO: 19). Véase, por ejemplo, Dennis et al., J. Biol. Chem. 2002, 277: 35035-35043 (2002).
Los ejemplos de fragmentos de unién a albumina de anticuerpos se desvelan en Muller y Kontermann, Curr. Opin.
Mol. Ther. 9:319-326 (2007); Roover et al., Cancer Immunol. Immunother. 56:303-317 (2007), y Holt et al., Prot. Eng.
Design Sci., 21:283-288 (2008). Un ejemplo de dicho resto de union a albuimina es 2-(3-maleimidopropanamido)-6-(4-
(4-yodofenilibutanamido)hexanoato (marca "Albu"} como se desvela por Trusselet al., Bioconjugate Chem. 20:2286-
2292 (2009).

Se pueden usar acidos grasos, en particular acidos grasos de cadena larga (LCFA) y compuestos de union a albimina
de tipo acido graso de cadena larga para prolongar la semivida in vivo de las proteinas FVIII de la invencién. Un
ejemplo de un compuesto de unién a albumina de tipo LCFA es &cido 16-(1-(3-(9-(((2,5-dioxopirrolidin-1-
iloxi)carboniloxi)-metil)-7-sulfo-9H-fluoren-2-ilamino)-3-oxopropil)-2,5-dioxopirrolidin-3-iltio)hexadecanoico (véase, por
ejemplo, el documento de patente WO 2010/140148).

7. Secuencia PAS

En otras realizaciones, el resto heterélogo es una secuencia de PAS. Una secuencia de PAS, como se usa en el
presente documento, significa una secuencia de aminoacidos que comprende principalmente restos de alanina y
serina, o que comprende principalmente restos de alanina, serina y prolina, formando la secuencia de aminoacidos la
conformacion de espiral al azar en condiciones fisiolégicas. Por consiguiente, la secuencia de PAS es un elemento
estructural, un polimero de aminoacido, o un casete de secuencia que comprende, consiste esencialmente en, o que
consiste en alanina, serina y prolina que se pueden usar como parte del resto heterélogo en la proteina quimérica.
Auln, el experto conoce que un polimero de aminoacido también puede formar la conformacion de espiral al azar
cuando restos distintos de alanina, serina y prolina se afiaden como constituyente minoritario en la secuencia de PAS.
El término "constituyente minoritario”, como se usa en el presente documento, significa que aminoacidos distintos de
alanina, serina y prolina se pueden afadir a la secuencia de PAS hasta un cierto grado, por ejemplo, hasta
aproximadamente 12 %, es decir, aproximadamente 12 de 100 aminoacidos de la secuencia de PAS, hasta
aproximadamente 10 %, es decir, aproximadamente 10 de 100 aminoacidos de la secuencia de PAS, hasta
aproximadamente 9 %, es decir, aproximadamente 9 de 100 amino&cidos, hasta aproximadamente 8 %, es decir,
aproximadamente 8 de 100 aminoacidos, aproximadamente 6 %, es decir, aproximadamente 6 de 100 aminoacidos,
aproximadamente 5 %, es decir, aproximadamente 5 de 100 aminoacidos, aproximadamente 4 %, es decir,
aproximadamente 4 de 100 aminoacidos, aproximadamente 3 %, es decir, aproximadamente 3 de 100 aminoacidos,
aproximadamente 2 %, es decir, aproximadamente 2 de 100 aminoacidos, aproximadamente 1 %, es decir,
aproximadamente 1 de 100 de los aminoacidos. Los aminoacidos diferentes de alanina, serina y prolina se pueden
seleccionar del grupo que consiste en Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Tyry
Val.

En condiciones fisiolégicas, la extensién de secuencia de PAS forma una conformacion de espirales al azar y asi
puede mediar en una elevada estabilidad in vivo y/o in vitro para la proteina FVIIl. Puesto que el dominio de espiral al
azar no adopta una estructura estable o funcidon por si mismo, se conserva esencialmente la actividad biolégica
mediada por la proteina FVIII. En otras realizaciones, las secuencias PAS que forman el dominio de espiral al azar
son biologicamente inertes, especialmente con respecto a la protedlisis en plasma sanguineo, inmunogenicidad, punto
isoeléctrico/comportamiento electrostatico, unién a receptores de la superficie celular, o internalizacién, pero son
todavia biodegradables, que proporciona claras ventajas con respecto a los polimeros sintéticos tales como PEG.

Los ejemplos no limitantes de las secuencias PAS que forman la conformacion de espiral al azar comprenden una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en ASPAAPAPASPAAPAPSAPA (SEQ ID NO: 20),
AAPASPAPAAPSAPAPAAPS (SEQ ID NO: 21), APSSPSPSAPSSPSPASPSS (SEQ ID NO: 22),
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APSSPSPSAPSSPSPASPS (SEQ ID NO: 23), SSPSAPSPSSPASPSPSSPA (SEQ ID NO: 24),
AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SEQ ID NO: 25) y ASAAAPAAASAAASAPSAAA (SEQ ID NO: 26), o cualquier
combinacién de las mismas. Los ejemplos adicionales de secuencias PAS se conocen de, por ejemplo, la publicacion
de patente de EE. UU. N2 2010/0292130 A1 y la publicacién de solicitud PCT N° WO 2008/155134 A1.

8. Secuencia HAP

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo es un polimero de aminoacidos rico en glicina (HAP). La secuencia HAP
puede comprender una secuencia repetitiva de glicina, que tiene al menos 50 aminoéacidos, al menos 100 aminoacidos,
120 aminoacidos, 140 aminoacidos, 160 aminoacidos, 180 aminoéacidos, 200 aminoéacidos, 250 aminoacidos, 300
aminoacidos, 350 aminoacidos, 400 aminoacidos, 450 aminoacidos, o 500 aminoacidos de longitud. En una
realizacion, la secuencia de HAP es capaz de prolongar la semivida de un resto fusionado con o unido a la secuencia
de HAP. Los ejemplos no limitantes de la secuencia HAP incluyen, pero no se limitan a, (Gly)n, (GlysSer)n 0 S(GlysSer)n,
endondenesi, 2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14,15, 16, 17, 18, 19 0 20. En una realizacién, n es 20, 21, 22,
23, 24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o0 40. En otra realizacién, n es 50, 60, 70, 80, 90, 100,
110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200.

9. Transferrina o fragmento de la misma

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo es transferrina o un fragmento de la misma. Se puede usar cualquier
transferrina para preparar las proteinas FVIII de la invencién. Como un ejemplo, la TF humana natural (TF) es una
proteina de 679 aminoacidos, de aproximadamente 75 KDa (que no supone glucosilacién), con dos dominios
principales, N (aproximadamente 330 aminoacidos) y C (aproximadamente 340 aminoacidos), que parece que se
originan a partir de una duplicacién génica. Véanse los nimeros de acceso de GenBank NMO001063, XM002793,
M12530, XM039845, XM039847 y S95936 (www.ncbi.nim.nih.gov). La transferrina comprende dos dominios, dominio
N y dominio C. El dominio N comprende dos subdominios, dominio N1 y dominio N2, y el dominio C comprende dos
subdominios, dominio C1 y dominio C2.

En una realizacion, el resto heter6logo de transferrina incluye una variante de corte y empalme de transferrina. En un
ejemplo, una variante de corte y empalme de transferrina puede ser una variante de corte y empalme de transferrina
humana, por ejemplo, acceso de Genbank AAA61140. En otra realizacion, la porcion de transferrina de la proteina
quimérica incluye uno o mas dominios de la secuencia de transferrina, por ejemplo, dominio N, dominio C, dominio
N1, dominio N2, dominio C1, dominio C2, o cualquier combinacién de los mismos.

10. Receptores de la eliminacién

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo es un receptor de la eliminacion, fragmento, variante o derivado del mismo.
LRP1 es una proteina de la membrana integral de 600 kDa que participa en la eliminacién mediada por receptor de
una variedad de proteinas, tales como factor X. Véase, por ejemplo, Narita et al., Blood 91:555-560 (1998).

11. Factor de von Willebrand o fragmentos del mismo
En ciertas realizaciones, el resto heter6logo es factor de von Willebrand (VWF) o fragmentos del mismo.

VWF (también conocido como FBVWF) es una gran proteina multimérica presente en el plasma sanguineo y producida
constitutivamente en endotelio (en los cuerpos de Weibel-Palade), megacariocitos (granulos a de plaquetas) y tejido
conjuntivo subendoteliano. EI monémero de VWF basico es una proteina de 2813 aminoacidos. Cada monémero
contiene varios dominios especificos con una funcién especifica, los dominios D' y D3 (que juntos se unen al factor
VIII), el dominio A1 (que se une al receptor GPIb de plaquetas, heparina y/o posiblemente colageno), el dominio A3
(que se une al colageno}, el dominio C1 (en el que el dominio RGD se une a la integrina de plaquetas allbp3 cuando
esta se activa) y el dominio de "nudo de cisteina" en el extremo C de la proteina (cuyo VWF comparte con el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante g (TGFB) y gonadotropina coriénica
humana B (BHCG)).

La secuencia de aminoacidos del monémero 2813 para VWF humano se informa como el nimero de acceso
NP000543.2 en Genbank. La secuencia de nuclebtidos que codifica el VWF humano se informa como el nimero de
acceso NM000552.3 en Genbank. La secuencia de nucledtidos de VWF humano se designa SEQ ID NO: 27.
SEQ ID NO: 28 es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 27. El dominio D' incluye los aminoacidos
764 a 866 de SEQ ID NO: 28. El dominio D3 incluye los aminoacidos 867 a 1240 de SEQ ID NO: 28.

En plasma, el 95-98 % de FVIII circula en un compacto complejo no covalente con VWF de longitud completa. La
formacion de este complejo es importante para el mantenimiento de niveles en plasma apropiados de FVIIII in vivo.
Lenting et al., Blood. 92(11): 3983-96 (1998); Lenting et al., J. Thromb. Haemost. 5(7): 1353-60 (2007). Cuando FVIII
se activa debido a la protedlisis en las posiciones 372 y 740 en la cadena pesada y en la posiciéon 1689 en la cadena
ligera, el VWF unido a FVIII se retira de FVIII activado.

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo es factor de von Willebrand de longitud completa. En otras realizaciones,
el resto heterblogo es un fragmento de factor de von Willebrand Factor. Como se usa en el presente documento, el
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término "fragmento de VWF" o "fragmentos de VWF" usado en el presente documento significa cualquier fragmento
de VWF que interacciona con FVIIl y retiene al menos una o mas propiedades que normalmente se proporcionan a
FVIII por VWF de longitud completa, por ejemplo, prevencién de la activacion prematura de FVllla, prevencion de la
protedlisis prematura, prevencion de la asociacion con membranas de fosfolipido que podrian conducir a eliminacion
prematura, prevencion de la unién a receptores de la eliminacion de FVIII que se pueden unir a FVIII desnudo, pero
no a FVIII unido a VWF, y/o estabilizacién de las interacciones de la cadena pesada y la cadena ligera de FVIII. En
una realizacion especifica, el resto heterélogo es un fragmento (de VWF) que comprende un dominio D'y un dominio
D3 de VWF. El fragmento de VWF que comprende el dominio D' y el dominio D3 puede comprender ademas un
dominio VWF seleccionado del grupo que consiste en un dominio A1, un dominio A2, un dominio A3, un dominio D1,
un dominio D2, un dominio D4, un dominio B1, un dominio B2, un dominio B3, un dominio C1, un dominio C2, un
dominio CK, uno o més fragmentos de los mismos, y cualquier combinacién de los mismos. Los ejemplos adicionales
del polipéptido que tiene actividad de FVIII fusionado con el fragmento VWF se desvelan en la solicitud de patente
provisional de EE. UU. N® 61/667.901, presentada el 3 de julio de 2012.

12. Restos conectores
En ciertas realizaciones, el resto heterdlogo es un conector peptidico.

Como se usa en el presente documento, los términos "conectores peptidicos" o "restos conectores” se refieren a un
péptido o secuencia de polipéptidos (por ejemplo, un péptido sintético o secuencia de polipéptidos) que conecta dos
dominios en una secuencia de aminoacidos lineal de una cadena de polipéptidos.

En algunas realizaciones, secuencias heter6logas de nucleétidos que codifican conectores peptidicos se pueden
insertar entre las secuencias de polinucleétidos de FVIII optimizado de la invencién y una secuencia heteréloga de
nucleétidos que codifica, por ejemplo, uno de los restos heter6logos descritos anteriormente, tal como albimina. Los
conectores peptidicos pueden proporcionar flexibilidad a la molécula de polipéptido quimérico. Los conectores no se
escinden normalmente, sin embargo, dicha escisién puede ser conveniente. En una realizacion, estos conectores no
se retiran durante el procesamiento.

Un tipo de conector que puede estar presentes en una proteina quimérica de la invencioén es un conector escindible
por proteasa que comprende un sitio de escisién (es decir, un sustrato de sitio de escisién por proteasa, por gjemplo,
un factor Xla, Xa, o sitio de escisién por trombina) y que puede incluir conectores adicionales en cualquiera del exiremo
N de o ambos lados del sitio de escision. Estos conectores escindibles cuando se incorporan en una construccion de
la invencién dan como resultado una molécula quimérica que tiene un sitio de escision heterélogo.

En una realizacién, un polipéptido FVIII comprende dos 0 mas dominios Fc o restos unidos por un conector cscFc para
formar una regién Fc comprendida en una Unica cadena de polipéptidos. El conector cscFc esta flanqueado por al
menos un sitio de procesamiento intracelular, es decir, un sitio escindido por una enzima intracelular. La escisién del
polipéptido en el al menos un sitio de procesamiento intracelular da como resultado un polipéptido que comprende al
menos dos cadenas de polipéptidos.

Otros conectores peptidicos se pueden usar opcionalmente en una construccion de la invencién, por ejemplo, para
conectar una proteina FVIIl con una regién Fc. Algunos conectores a modo de ejemplo que se pueden usar a propésito
de la invencion incluyen, por ejemplo, polipéptidos que comprenden los aminoacidos GlySer descritos mas abajo en
mas detalle.

En una realizacién, el conector peptidico es sintético, es decir, no existen de forma natural. En una realizacién, un
conector peptidico incluye péptidos (o polipéptidos) (que pueden o pueden no existir de forma natural) que comprenden
una secuencia de aminoacidos que conecta o fusiona genéticamente una primera secuencia de aminoacidos lineal
con una segunda secuencia de aminoacidos lineal con la que no esta naturalmente unida o genéticamente fusionada
en la naturaleza. Por ejemplo, en una realizacién el conector peptidico puede comprender polipéptidos que no existen
de forma natural que son formas modificadas de polipéptidos que existen de forma natural (por ejemplo, que
comprende una mutacién tal como una adicién, sustitucion o delecién). En otra realizacién, el conector peptidico puede
comprender aminoacidos que no existen de forma natural. En otra realizacion, el conector peptidico puede comprender
aminoacidos que existen de forma natural que ocurren en una secuencia lineal que no ocurre en la naturaleza. En otra
realizacién adicional, el conector peptidico puede comprender una secuencia de polipéptidos que existen de forma
natural.

Por ejemplo, en ciertas realizaciones, se puede usar un conector peptidico para fusionar restos Fc idénticos, formando
asi una regién scFc homodimérica. En otras realizaciones, se puede usar un conector peptidico para fusionar
diferentes restos Fc (por ejemplo, un resto Fc natural y una variante de resto Fc), formando asi una region scFc
heterodimérica.

En otra realizacién, un conector peptidico comprende o consiste en un conector de gly-ser. En una realizacién, un
conector de scFc o cscFc comprende al menos una porcién de una bisagra de inmunoglobulina y un conector de gly-
ser. Como se usa en el presente documento, el término "conector de gly-ser" se refiere a un péptido que consiste en
restos de glicina y serina. En ciertas realizaciones, dicho conector de gly-ser se puede insertar entre otras dos
secuencias del conector peptidico. En otras realizaciones, un conector de gly-ser se une en uno o ambos extremos de
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otra secuencia del conector peptidico. En aln otras realizaciones, dos 0 mas conectores de gly-ser se incorporan en
serie en un conector peptidico. En una realizacién, un conector peptidico de la invencién comprende al menos una
porcion de una regién bisagra superior (por ejemplo, derivada de una molécula de IgG1, IgG2, IgG3 o I1gG4), al menos
una porcién de una regién bisagra central (por ejemplo, derivada de una molécula de 1gG1, 1gG2, 1gG3 o IgG4) y una
serie de restos de aminoacidos gly/ser.

Los conectores peptidicos de la invencién tienen al menos un aminoacido de longitud y pueden ser de longitudes
variables. En una realizacién, un conector peptidico de la invencion tiene desde aproximadamente 1 hasta
aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. Como se usa en este contexto, el término "aproximadamente" indica
+/dos restos de aminoacidos. Puesto que la longitud del conector debe ser un entero positivo, la longitud de desde
aproximadamente 1 hasta aproximadamente 50 aminoacidos de longitud significa una longitud de desde 1-3 hasta 48-
52 aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un conector peptidico de la invencién tiene desde aproximadamente
10 hasta aproximadamente 20 aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un conector peptidico de la invencioén
tiene desde aproximadamente 15 hasta aproximadamente 50 aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un conector
peptidico de la invencién tiene desde aproximadamente 20 hasta aproximadamente 45 aminoacidos de longitud. En
otra realizacion, un conector peptidico de la invencion tiene desde aproximadamente 15 hasta aproximadamente 35 o
aproximadamente 20 a aproximadamente 30 aminoacidos de longitud. En otra realizacién, un conector peptidico de
la invencién tiene desde aproximadamente 1, 2, 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23,
24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 500, 1000 o 2000 aminoé&cidos de longitud. En una realizacién,
un conector peptidico de la invencion tiene 20 o 30 aminoacidos de longitud.

En algunas realizaciones, el conector peptidico puede comprender al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos
80, al menos 90, o al menos 100 aminoacidos. En otras realizaciones, el conector peptidico puede comprender al
menos 200, al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900, o
al menos 1.000 aminoacidos. En algunas realizaciones, el conector peptidico puede comprender al menos
aproximadamente 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 o 2000 aminoacidos. El conector peptidico puede comprender 1-5
aminoacidos, 1-10 aminoacidos, 1-20 aminoéacidos, 10-50 aminoécidos, 50-100 aminoacidos, 100-200 aminoacidos,
200-300 aminoacidos, 300-400 aminoacidos, 400-500 aminoéacidos, 500-600 aminoacidos, 600-700 aminoacidos, 700-
800 aminoacidos, 800-900 aminoacidos 0 900-1000 aminoéacidos.

Los conectores peptidicos se pueden introducir en las secuencias de polipéptidos usando técnicas conocidas en la
técnica. Las modificaciones se pueden confirmar por analisis de secuencias de ADN. Se puede usar ADN de plasmido
para transformar células hospedadoras para la produccién estable de los polipéptidos producidos.

Hibridos de monémero-dimero

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién que comprenden ademas una
secuencia heteréloga de nucleétidos codifican una molécula hibrida de monémero-dimero que comprende FVIII.

El término "hibrido de monémero-dimero" usado en el presente documento se refiere a una proteina quimérica que
comprende una primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena de polipéptidos, que estan asociadas entre si
por un enlace disulfuro, en donde la primera cadena comprende el factor VIIl y una primera regién Fc y la segunda
cadena comprende, consiste esencialmente en o consiste en una segunda region Fc sin el FVIII. La construccién
hibrida de monémero-dimero es asi un hibrido que comprende un aspecto de mondémero que tiene solo un factor de
coagulacién y un aspecto de dimero que tiene dos regiones Fc.

Secuencias de control de la transcripcion

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién se unen operativamente a al menos
una secuencia de control de la transcripcion. Una secuencia de control de la transcripcidn como se usa en el presente
documento es cualquier secuencia de nucleétidos reguladora, tal como una secuencia promotora o combinacion de
promotor-potenciador, que facilita la eficiente transcripcion y traduccion del acido nucleico codificante al que se une
operativamente. La secuencia de control de la expresién génica puede ser, por ejemplo, un promotor de mamifero o
viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Los promotores constitutivos de mamifero incluyen, pero no se
limitan a, los promotores para los siguientes genes: promotor de hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT),
adenosina desaminasa, piruvato cinasa, beta-actina, y otros promotores constitutivos. Los promotores virales a modo
de ejemplo que funcionan constitutivamente en células eucariotas incluyen, por ejemplo, promotores del
citomegalovirus (CMV), virus simio (por ejemplo, SV40), virus del papiloma, adenovirus, virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH), virus del sarcoma de Rous, citomegalovirus, las repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la
leucemia de Moloney, y otros retrovirus, y el promotor de timidina cinasa del virus del herpes simple. Los expertos
habituales en la técnica conocen otros promotores constitutivos. Los promotores Utiles como secuencias de expresion
génica de la invencién también incluyen promotores inducibles. Los promotores inducibles se expresan en presencia
de un agente inductor. Por ejemplo, se induce el promotor de metalotioneina para promover la transcripcion y
traduccion en presencia de ciertos iones metalicos. Los expertos habituales en la técnica conocen otros promotores
inducibles.
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En general, las secuencias de control de la transcripcién deben incluir, segin sea necesario, secuencias no
transcriptoras de 5'y no traductoras de 5' implicadas en el inicio de la transcripcion y traduccion, respectivamente, tal
como una caja TATA, secuencia de terminacion, secuencia CAAT, y similares. Especialmente, dichas secuencias no
transcriptoras de 5' incluirdan una regién promotora que incluye una secuencia promotora para el control de la
transcripcion del acido nucleico codificante operativamente unido. Las secuencias de expresién génica incluyen
opcionalmente secuencias potenciadoras o secuencias activadoras en la direccién 5', segin se desee.

Vectores

La invencién también proporciona vectores que comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencion.
Los vectores adecuados incluyen vectores de expresion, vectores virales y vectores plasmidicos.

Como se usa en el presente documento, un vector de expresién se refiere a cualquier construccién de acidos nucleicos
que contenga los elementos necesarios para la transcripcién y la traduccién de una secuencia codificante insertada,
o en el caso de un vector viral de ARN, los elementos necesarios para la replicacién y la traduccion, cuando se
introducen en una célula hospedadora apropiada. Los vectores de expresion pueden incluir plasmidos, fagémidos,
virus y derivados de los mismos.

Los vectores de expresion de la invencién incluiran polinucleétidos optimizados que codifican la proteina FVIII BDD
descrita en el presente documento. En una realizacién, las secuencias codificantes optimizadas para la proteina FVIII
BDD estan operativamente unidas a una secuencia de control de la expresién. Como se usa en el presente documento,
dos secuencias de &cidos nucleicos se unen operativamente cuando se unen covalentemente de tal forma que se
permita que cada secuencia de acidos nucleicos componente retenga su funcionalidad. Se dice que una secuencia
codificante y una secuencia de control de la expresién génica se unen operativamente cuando se unen covalentemente
de tal forma que se ponga la expresidn o transcripcion y/o traduccion de la secuencia codificante bajo la influencia o
el control de la secuencia de control de la expresidon génica. Se dice que dos secuencias de ADN se unen
operativamente si la induccién de un promotor en la secuencia de expresién del gen 5' da como resultado la
transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da como
resultado la introduccién de una mutacién con desplazamiento de marco, (2) interfiere con la capacidad de la regién
promotora para dirigir la transcripcion de la secuencia codificante, o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de
ARN correspondiente que se va a traducir en una proteina. Asi, una secuencia de expresioén génica se uniria
operativamente a una secuencia de acidos nucleicos codificante si la secuencia de expresién génica fuera capaz de
efectuar la transcripcién de esa secuencia de acidos nucleicos codificante de forma que el transcrito resultante se
tradujera en la proteina deseada o polipéptido.

Los vectores virales incluyen, pero no se limitan a, secuencias de acidos nucleicos de los siguientes virus: retrovirus,
tales como el virus de la leucemia murina de Moloney, virus del sarcoma murino de Harvey, virus del tumor mamario
murino y virus del sarcoma de Rous; adenovirus, virus adeno-asociado; virus tipo SV40; virus del polioma; virus de
Epstein-Barr; virus del papiloma; virus del herpes; virus de la variolovacuna; virus de la poliomielitis; y virus de ARN
tales como un retrovirus. Se pueden emplear facilmente otros vectores muy conocidos en la técnica. Ciertos vectores
virales se basan en virus eucariotas no citopaticos en los que genes no esenciales se han sustituido con el gen de
interés. Los virus no citopaticos incluyen retrovirus, cuyo ciclo vital implica transcripcion inversa de ARN viral genémico
en ADN con posterior integracién proviral en ADN de la célula hospedadora. Los retrovirus han sido autorizados para
ensayos de terapia de genes humanos. Los mas Utiles son los retrovirus que son deficientes en la replicacién (es decir,
capaces de dirigir la sintesis de las proteinas deseadas, pero incapaces de fabricar una particula infecciosa). Dichos
vectores de expresién retroviral genéticamente alterados tienen utilidad general para la transduccion de alta eficiencia
de genes in vivo. Se proporcionan protocolos convencionales para producir retrovirus deficientes en la replicacion
(incluyendo las etapas de incorporacién de material genético exégeno dentro de un plasmido, transfeccion de una
linea celular de encapsidacion con plasmido, produccidon de retrovirus recombinantes por la linea celular de
encapsidacion, recogida de particulas virales de medios de cultivo de tejido, e infeccion de las células diana con
particulas virales) en Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., New York
(1990) y Murry, E. J., Methods in Molecular Biology, Vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N.J. (1991).

En una realizacién, el virus es un virus adeno-asociado, un virus de ADN bicatenario. El virus adeno-asociado se
puede manipular para ser deficiente en la replicacion y es capaz de infectar una amplia variedad de tipos de células y
especies. Tiene ademas ventajas tales como estabilidad al calor y disolventes lipidicos; altas frecuencias de
transduccion en células de diversos linajes, que incluyen células hematopoyéticas; y carecen de inhibicion de la
superinfeccion, permitiendo asi multiples series de transducciones. Supuestamente, el virus adeno-asociado se puede
integrar dentro del ADN celular humano de un modo especifico de sitio, minimizando asi la posibilidad de mutagénesis
insercional y variabilidad de la expresién génica insertada caracteristica de la infeccién retroviral. Ademas, se han
seguido las infecciones por virus adeno-asociados naturales en cultivo de tejido durante mas de 100 pases en ausencia
de presion selectiva, que implica que la integracién gendémica del virus adeno-asociado es un acontecimiento
relativamente estable. El virus adeno-asociado también puede funcionar de un modo extracromosémico.

Otros vectores incluyen vectores plasmidicos. Los vectores plasmidicos se han descrito ampliamente en la técnica y
son bien conocidos para los expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook et al., Molecular Cloning: A
Laboratory Manual, Segunda Edicién, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989. En los Ultimos afios, se ha
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encontrado que los vectores plasmidicos son particularmente ventajosos para administrar genes a células in vivo
debido a su incapacidad para replicarse dentro de e integrarse en un genoma hospedador. Estos plasmidos, sin
embargo, que tienen un promotor compatible con la célula hospedadora, pueden expresar un péptido de un gen
operativamente codificado dentro del plasmido. Algunos plasmidos cominmente usados disponibles de proveedores
comerciales incluyen pBR322, pUC18, pUC19, diversos plasmidos de pcDNA, pRC/CMV, diversos plasmidos de
pCMV, pSV40 y pBlueScript. Los ejemplos adicionales de plasmidos especificos incluyen pcDNA3.1, nimero de
catalogo V79020; pcDNA3.1/hygro, nimero de catalogo V87020; pcDNA4/myc-His, nimero de catalogo V86320; y
pBudCE4.1, nimero de catalogo V53220, todos de Invitrogen (Carlsbad, CA.). Otros plasmidos son bien conocidos
por los expertos habituales en la técnica. Ademas, los plasmidos pueden ser disefiados a medida usando técnicas
convencionales de biologia molecular para retirar y/o afiadir fragmentos especificos de ADN.

Células hospedadoras

La invencién también proporciona células hospedadoras que comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas
de lainvencion. Como se usa en el presente documento, el término "transformacién" se debe usar en un amplio sentido
para referirse a la introduccion de ADN en una célula hospedadora receptora que cambia el genotipo y, por
consiguiente, da como resultado un cambio en la célula receptora.

"Células hospedadoras" se refiere a células que han sido transformadas con vectores construidos usando técnicas de
ADN recombinante y que codifican al menos un gen heterdlogo. Las células hospedadoras de la presente invencién
son preferentemente de origen mamifero; lo mas preferentemente de origen humano o de ratén. A los expertos en la
técnica se les atribuye la capacidad de determinar preferentemente lineas de células hospedadoras particulares que
son las mas aptadas para su fin. Las lineas de células hospedadoras a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan
a, CHO, DG44 y DUXB11 (lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma cervical humano), CVI
(lIinea de rifibn de mono), COS (un derivado de CVI con antigeno T del SV40), R1610 (fibroblasto de hamster chino),
BALBC/3T3 (fibroblasto de ratén), HAK (linea de rifién de hamster), SP2/O (mieloma de raton), P3.times.63-Ag3.653
(mieloma de ratén), BFA-1c1BPT (células endoteliales bovinas), RAJI (linfocito humano), PER.C6®, NSO, CAP, BHK21
y HEK 293 (rifidn humano). Las lineas de células hospedadoras normalmente estan disponibles de servicios
comerciales, la Coleccién Americana de Cultivos de tejido, o de la bibliografia publicada.

La introduccion de las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién en la célula hospedadora se puede llevar
a cabo por diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Estas incluyen, pero no se limitan a,
transfeccion (incluyendo electroforesis y electroporacién), fusién de protoplastos, precipitacién con fosfato de calcio,
fusién de células con ADN envuelto, microinyeccién e infeccién con virus intacto. Véase Ridgway, A. A. G. "Mammalian
Expression Vectors" Capitulo 24.2, pp. 470-472 Vectors, Rodriguez and Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass.
1988). Lo mas preferentemente, la introduccién de plasmidos en el hospedador es por electroporacion. Las células
transformadas se cultivan en condiciones apropiadas para la produccién de las cadenas ligeras y cadenas pesadas, y
se ensayan para la sintesis de proteinas de la cadena pesada y/o ligera. Las técnicas de ensayo a modo de ejemplo
incluyen enzimoinmunoanalisis de adsorcién (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o citometria de flujo activada por
fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

Las células hospedadoras que comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién se cultivan en un
medio de crecimiento apropiado. Como se usa en el presente documento, el término "medio de crecimiento apropiado”
significa un medio que contiene los nutrientes requeridos para el crecimiento de las células. Los nutrientes requeridos
para el crecimiento celular pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos esenciales,
vitaminas, minerales y factores de crecimiento. Opcionalmente, los medios pueden contener uno o mas factores de
seleccién. Opcionalmente, los medios pueden contener suero de ternero bovino o suero de ternero fetal (FCS). En
una realizacién, los medios no contienen sustancialmente 1gG. El medio de crecimiento se seleccionara, en general,
para células que contienen la construccion de ADN por, por ejemplo, seleccién de farmacos o deficiencia en un
nutriente esencial que se complementa por el marcador de seleccién sobre la construccion de ADN o se co-transfecta
con la construccion de ADN. Las células de mamifero cultivadas, en general, se cultivan en medio que contiene suero
o sin suero comercialmente disponible (por ejemplo, MEM, DMEM, DMEM/F12). En una realizacién, el medio es
CDoptiCHO (Invitrogen, Carlsbad, CA.). En otra realizacion, el medio es CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA.). La seleccién
de un medio apropiado para la linea celular particular usada esta dentro del nivel de los expertos habituales en la
técnica.

Preparacién de polipéptidos

Un polipéptido puede ser codificado por las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién. En algunas
realizaciones, el polipéptido estd codificado por un vector que comprende las moléculas nucleicas aisladas de la
invencion. En otras realizaciones, el polipéptido se produce por una célula hospedadora que comprende las moléculas
nucleicas aisladas de la invencion.

En una realizacion, la invencién proporciona un método de produccién de un polipéptido con actividad de FVIII, que
comprende cultivar una célula hospedadora de la invencioén en condiciones por las cuales se produce un polipéptido
con actividad de FVIII, y recuperar el polipéptido con actividad de FVIIl. En algunas realizaciones, la expresion del
polipéptido con actividad de FVIII es elevada con respecto a una célula hospedadora cultivada en las mismas
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condiciones, pero que contiene una secuencia de nucledtidos de referencia que comprende SEQ ID NO: 3, la
secuencia del gen FVIII parental.

En otras realizaciones, la invencién proporciona un método de aumento de la expresion de un polipéptido con actividad
de FVIII que comprende cultivar una célula hospedadora de la invencién en condiciones por las cuales un polipéptido
con actividad de FVIIl se expresa por la molécula de &cido nucleico, en donde la expresién del polipéptido con actividad
de FVIIl es elevada con respecto a una célula hospedadora cultivada en las mismas condiciones que comprende una
molécula de &cido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 3.

En otras realizaciones, la invencién proporciona un método de mejora del rendimiento de un polipéptido con actividad
de factor VIl que comprende cultivar una célula hospedadora en condiciones por las cuales se produce un polipéptido
con actividad de factor VIII por la molécula de acido nucleico, en donde el rendimiento del polipéptido con actividad de
factor VIl es elevado con respecto a una célula hospedadora cultivada en las mismas condiciones que comprende
una secuencia de acidos nucleicos de referencia que comprende SEQ ID NO: 3.

Estéa disponible una variedad de métodos para producir recombinantemente una proteina FVIII a partir de la molécula
de acido nucleico optimizada de la invencién. Se puede producir un polinucleétido de la secuencia deseada por sintesis
de ADN en fase solida de novo o por mutagénesis por PCR de un polinucleétido preparado antes. La mutagénesis
mediada por oligonucleétidos es un método de preparacion de una sustitucion, insercion, delecién o alteracion (por
ejemplo, codén alterado) en una secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, el ADN inicial se altera hibridando un
oligonucleotido que codifica la mutacién deseada con un molde de ADN monocatenario. Después de la hibridacion, se
usa una ADN polimerasa para sintetizar una segunda hebra complementaria completa del molde que incorpora el
cebador de oligonucleétidos. En una realizacién, es suficiente ingenieria genética, por ejemplo, mutagénesis por PCR
basada en cebadores, para incorporar una alteracién, como se define en el presente documento, para producir un
polinucleétido de la invencion.

Para la produccion de proteinas recombinantes, se inserta una secuencia de polinucleétidos optimizada de la invencién
que codifica la proteina FVIIl en un vehiculo de expresién apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos
necesarios para la transcripcién y la traduccién de la secuencia codificante insertada, o en el caso de un vector viral
de ARN, los elementos necesarios para la replicacion y la traduccion.

La secuencia de polinucleétidos de la invencién se inserta en el vector en el marco de lectura apropiado. El vector de
expresion se transfecta entonces en una célula diana adecuada que expresara el polipéptido. Las técnicas de
transfeccion conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a, precipitacion con fosfato de calcio (Wigler et al.
1978, Cell 14:725) y electroporacién (Neumann et al. 1982, EMBO, J. 1:841). Se puede utilizar una variedad de
sistemas de hospedador-vector de expresion para expresar las proteinas FVIII descritas en el presente documento en
células eucariotas. En una realizacién, la célula eucariota es una célula de animal, que incluye células de mamifero
(por ejemplo, células HEK293, PER.C6®, células CHO, BHK, Cos, HelLa). Una secuencia de polinucledtidos de la
invencién también puede codificar una secuencia sefial que permitira secretar la proteina FVIII. Un experto en la
técnica entendera que mientras se traduce la proteina FVIII, la secuencia sefial se escinde por la célula para formar
la proteina madura. Se conocen en la técnica diversas secuencias sefial, por ejemplo, secuencia sefial del factor VII
nativo, secuencia sefial del factor IX nativo y la secuencia sefial de la cadena ligera de IgK de raton. Alternativamente,
donde una secuencia sefial no esta incluida en la proteina FVIII, se puede recuperar lisando las células.

La proteina FVIII se puede sintetizar en un animal transgénico no humano, tal como un roedor, cabra, oveja, cerdo o
vaca. El término "animales transgénicos” se refiere a animales no humanos que han incorporado un gen extrafio en
su genoma. Debido a que este gen esta presente en tejidos de la linea germinal, se pasa de los padres a la
descendencia. Se introducen genes exdégenos en embriones unicelulares (Brinster et al. 1985, Proc. Natl. Acad. Sci.
USA 82:4438). Se conocen en la técnica los métodos de produccién animales transgénicos que incluyen transgénica
que produce moléculas de inmunoglobulina (Wagner et al. 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 6376; McKnight et al.
1983, Cell 34 : 335; Brinster et al. 1983, Nature 306: 332; Ritchie et al. 1984, Nature 312: 517; Baldassarre et al. 2003,
Theriogenology 59 : 831; Robl et al. 2003, Theriogenology 59: 107; Malassagne et al. 2003, Xenotransplantation 10
(3): 267).

Los vectores de expresion pueden codificar marcas que permiten la facil purificacion o identificacion de la proteina
recombinantemente producida. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, el vector pUR278 (Ruther et al. 1983,
EMBO J. 2: 1791) en el que la secuencia codificante descrita en el presente documento de la proteina FVIII se puede
unir en el vector en marco con la region codificante Z de lac de manera que se produzca una proteina hibrida; se
pueden usar vectores pGEX para expresar proteinas con una marca de glutation S-transferasa (GST). Estas proteinas
son normalmente solubles y se pueden purificar facilmente de las células por adsorcion a perlas de glutatién-agarosa,
seguido por elucién en presencia de glutation libre. Los vectores incluyen sitios de escisién (por ejemplo, PreCission
Protease (Pharmacia, Peapack, N. J.)} para la facil retirada de la marca después de la purificacion.

Para los fines de la presente invencién, se pueden emplear numerosos sistemas de vector de expresion. Estos
vectores de expresion normalmente son replicables en los organismos hospedadores ya sea como episomas 0 como
una parte integral del ADN cromosémico del hospedador. Los vectores de expresién pueden incluir secuencias de
control de la expresiéon que incluyen, pero no se limitan a, promotores (por ejemplo, promotores naturalmente
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asociados o heterdlogos), potenciadores, secuencias sefial, sefiales de corte y empalme, elementos potenciadores y
secuencias de terminacion de la transcripcién. Preferentemente, las secuencias de control de la expresion son
sistemas de promotores eucariotas en vectores capaces de transformar o transfectar las células hospedadoras
eucariotas. Los vectores de expresion también pueden utilizar elementos de ADN que derivan de virus animales, tales
como virus del papiloma bovino, virus del polioma, adenovirus, virus de la variolovacuna, baculovirus, retrovirus (RSV,
MMTV o MOMLYV), citomegalovirus (CMV) o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistronicos con sitios
internos de unién al ribosoma.

Comunmente, los vectores de expresion contienen marcadores de seleccién (por ejemplo, resistencia a ampicilina,
resistencia a higromicina, resistencia a tetraciclina o resistencia a neomicina) para permitir la deteccién de las células
transformadas con las secuencias de ADN deseadas (véase, por ejemplo, Itakura et al., patente de EE. UU. 4.704.362).
Se pueden seleccionar las células que han integrado el ADN en sus cromosomas introduciendo uno o mas marcadores
que permiten la seleccién de las células hospedadoras transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a
un hospedador auxotrofico, resistencia a biocidas (por ejemplo, antibidticos) o resistencia a metales pesados tales
como el cobre. El gen marcador de seleccidon se puede unir o directamente a las secuencias de ADN a expresar, o
introducir en la misma célula por cotransformacion.

Un ejemplo de un vector Gtil para expresar una secuencia de FVIII optimizado es NEOSPLA (patente de EE. UU. N®
6.159.730). Este vector contiene el promotor/potenciador del citomegalovirus, el promotor principal de beta-globina de
ratén, el origen de replicacién SV40, la secuencia de poliadenilacién de la hormona de crecimiento bovina, el exén 1
y el ex6n 2 de neomicina fosfotransferasa, el gen dihidrofolato reductasa y la secuencia conductora. Se ha encontrado
que este vector da como resultado una expresiéon de muy alto nivel de anticuerpos después de la incorporacion de
genes de las regiones variables y constantes, transfeccién en células, seguido por seleccién en medio que contiene
G418 y amplificacion con metotrexato. También se ensefian sistemas de vector en las patentes de EE. UU. N®
5.736.137 y 5.658.570. Este sistema proporciona altos niveles de expresion, por ejemplo, > 30 pg/célula/dia. Otros
sistemas de vector a modo de ejemplo se desvelan, por ejemplo, en la patente de EE. UU. N° 6.413.777.

En otras realizaciones, los polipéptidos se pueden expresar usando construcciones policistrénicas. En estos sistemas
de expresion, se pueden producir multiples productos génicos de interés tales como miltiples polipéptidos de proteina
de unién a multimero a partir de una Unica construccién policistronica. Estos sistemas usan ventajosamente un sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES) para proporcionar niveles relativamente altos de polipéptidos en células
hospedadoras eucariotas. Las secuencias de IRES compatibles se desvelan en la patente de EE. UU. N® 6.193.980,
que también se incorpora en el presente documento.

Mas en general, una vez se ha preparado el vector o la secuencia de ADN que codifica un polipéptido, el vector de
expresion se puede introducir en una célula hospedadora apropiada. Es decir, las células hospedadoras se pueden
transformar. La introduccion del plasmido en la célula hospedadora se puede llevar a cabo por diversas técnicas bien
conocidas por los expertos en la técnica, como se trata anteriormente. Las células transformadas se cultivan en
condiciones apropiadas para la produccion del polipéptido FVIII, y se ensayan para la sintesis de polipéptidos FVIII.
Las técnicas de ensayo a modo de ejemplo incluyen enzimoinmunoanalisis de adsorcion (ELISA), radioinmunoensayo
(RIA) o citometria de flujo activada por flourescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

En descripciones de procesos para el aislamiento de polipéptidos a partir de hospedadores recombinantes, los
términos "célula" y "cultivo celular" se usan indistintamente para indicar la fuente de polipéptido, a menos que se
especifique evidentemente de otro modo. En otras palabras, la recuperacion del polipéptido de las "células" puede
significar cualquier de centrifugacion de células completas, o del cultivo celular que contiene tanto el medio como las
células suspendidas.

La linea de células hospedadoras usada para la expresién de proteinas es preferentemente de origen mamifero; lo
mas preferentemente de origen humano o de ratén, ya que los acidos nucleicos aislados de la invencién se han
optimizado para la expresion en células humanas. Se han descrito anteriormente lineas de células hospedadoras a
modo de ejemplo. En una realizacion del método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, la célula
hospedadora es una célula HEK293. En otra realizacion del método para producir un polipéptido con actividad de
FVIII, la célula hospedadora es una célula CHO.

Los genes que codifican los polipéptidos también se pueden expresar en células no de mamifero, tales como células
de bacteria o de levadura o vegetales. A este respecto se apreciard que también se pueden transformar diversos
microorganismos unicelulares no de mamifero tales como bacterias; es decir, los capaces de ser cultivados en cultivos
o fermentacion. Las bacterias, que son susceptibles a la transformacioén, incluyen miembros de las enterobacteriaceae,
tales como cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tales como Bacillus subtilis; Pneumococcus;
Streptococcus y Haemophilus influenzae. Se apreciara ademas que, cuando se expresan en bacterias, los polipéptidos
normalmente llegan a ser parte de cuerpos de inclusion. Los polipéptidos se deben aislar, purificar y luego ensamblar
en moléculas funcionales.

Alternativamente, se pueden incorporar secuencias de nucleétidos optimizadas de la invencién en transgenes para la
introduccién en el genoma de un animal transgénico no humano y la posterior expresion en la leche del animal
transgénico (véase, por ejemplo, Deboer et al., documento de patente US 5.741.957, Rosen, documento de patente
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US 5.304.489 y Meade et al., documento de patente US 5.849.992). Los transgenes adecuados incluyen secuencias
codificantes para polipéptidos en enlace operable con un promotor y potenciador de un gen especifico de glandulas
mamarias, tal como caseina o beta-lactoglobulina.

La produccién in vitro permite el aumento de escala para dar grandes cantidades de los polipéptidos alterados
deseados de la invencién. Se conocen en la técnica técnicas para el cultivo de células de mamifero en condiciones de
cultivo de tejido e incluyen cultivo en suspensiéon homogénea, por ejemplo en un reactor de columna aireada 0 en un
reactor continuo con agitador, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, por ejemplo en fibras huecas, microcapsulas,
sobre microperlas de agarosa o cartuchos de cerdamica. Si fuera necesario y/o se deseara, las disoluciones de
polipéptidos se pueden purificar por los métodos habituales de cromatografia, por ejemplo filtracién en gel,
cromatografia de intercambio iénico, cromatografia sobre DEAE-celulosa o cromatografia de (inmuno)afinidad, por
ejemplo, después de |a biosintesis preferente de un polipéptido sintético de la regién bisagra o antes de o después de
la etapa de cromatografia HIC descrita en el presente documento. Se puede unir o incluir opcionalmente una secuencia
de marca de afinidad (por ejemplo, una marca de His(6)) dentro de la secuencia de polipéptidos para facilitar la
purificacion en la direccion 3.

Una vez expresada, la proteina FVIII se puede purificar segun procedimientos convencionales de la técnica, que
incluyen precipitacién con sulfato de amonio, cromatografia en columna de afinidad, purificacién por HPLC,
electroforesis en gel y similares (véase, en general, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, N.Y., (1982)). Se
prefieren proteinas sustancialmente puras de al menos aproximadamente 90 a 95 % de homogeneidad, y lo mas
preferido 98 a 99 % o mas de homogeneidad, para fines farmacéuticos.

Composicién farmacéutica

Las composiciones que contienen los acidos nucleicos aislados de la presente invencion, pueden contener un vehiculo
farmacéuticamente aceptable adecuado. Por ejemplo, pueden contener excipientes y/o auxiliares que facilitan el
procesamiento de los compuestos activos en preparaciones disefiadas para administracion al sitio de accién.

La composicién farmacéutica se puede formular para administracion parenteral (es decir, intravenosa, subcutanea, o
intramuscular) por inyeccién en bolo. Las formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma farmacéutica
unitaria, por ejemplo, en ampollas o en recipientes de multiples dosis con un conservante afiadido. Las composiciones
pueden adoptar formas tales como suspensiones, disoluciones o emulsiones en vehiculos aceitosos o acuosos, y
contienen agentes de formulacién tales como agentes de suspensidn, estabilizantes y/o dispersantes.
Alternativamente, el principio activo puede estar en forma de polvo para constitucién con un vehiculo adecuado, por
ejemplo, agua sin pirégenos.

Las formulaciones adecuadas para administracién parenteral también incluyen disoluciones acuosas de los
compuestos activos en forma soluble en agua, por ejemplo, sales solubles en agua. Ademas, se pueden administrar
suspensiones de los compuestos activos como suspensiones aceitosas apropiadas para inyeccion. Los disolventes o
vehiculos lip6filos adecuados incluyen aceites grasos, por ejemplo, aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos
sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo o triglicéridos. Las suspensiones para inyeccién acuosa pueden contener
sustancias, que aumentan la viscosidad de la suspension, que incluyen, por ejemplo, carboximetilcelulosa de sodio,
sorbitol y dextrano. Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizadores. También se pueden usar
liposomas para encapsular las moléculas de la invencién para la administracién en células o espacios intersticiales.
Los vehiculos farmacéuticamente aceptables a modo de ejemplo son disolventes fisiolégicamente compatibles, medios
de dispersion, recubrimientos, agentes antibacterianos y antifiingicos, agentes isoténicos y de retraso de la absorcién,
agua, solucién salina, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, etanol y similares. En algunas
realizaciones, la composicién comprende agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes tales como manitol,
sorbitol, o cloruro sédico. En otras realizaciones, las composiciones comprenden sustancias farmacéuticamente
aceptables tales como agentes humectantes o cantidades menores de sustancias auxiliares tales como agentes
humectantes 0 emulsionantes, conservantes o tampones, que potencian la estabilidad en almacén o la eficacia de los
principios activos.

Las composiciones de la invencioén pueden estar en una variedad de formas, que incluyen, por ejemplo, liquidos (por
ejemplo, disoluciones inyectables e infusibles), dispersiones, suspensiones, formas farmacéuticas semisoélidas y
solidas. La forma preferida depende del modo de administracién y la aplicacién terapéutica.

La composicién se puede formular como una disoluciéon, microemulsién, dispersion, liposoma, u otra estructura
ordenada adecuada para alta concentracién de farmaco. Se pueden preparar disoluciones inyectables estériles
incorporando el principio activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de
los componentes enumerados anteriormente, segln se requiera, seguido por esterilizacion por filtracién. En general,
las dispersiones se preparan incorporando el principio activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de
dispersién basico y los otros componentes requeridos de los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles
para la preparacion de disoluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado a vacio
y liofilizacion, que dan un polvo del principio activo mas cualquier componente deseado adicional de una disolucion
previamente esterilizada por filtracién. La fluidez apropiada de una disolucién se puede mantener, por ejemplo, usando
un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafio de particulas requerido en el caso de dispersion
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y usando tensioactivos. La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede provocar incluyendo en
la composicion un agente que retrasa la absorcién, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

El principio activo se puede formular con una formulacién o dispositivo de liberacion controlada. Los ejemplos de
dichas formulaciones y dispositivos incluyen implantes, parches transdérmicos y sistemas de administracién
microencapsulada. Se pueden usar polimeros biodegradables biocompatibles, por ejemplo, etileno-acetato de vinilo,
polianhidridos, acido poliglicolico, colageno, poliortoésteres y acido polilactico. Se conocen en la técnica los métodos
para la preparacion de dichas formulaciones y dispositivos. Véase, por ejemplo, Sustained and Controlled Release
Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., New York, 1978.

Se pueden preparar formulaciones de liberacion prolongada inyectables formando matrices microencapsuladas del
farmaco en polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la relacién entre el farmaco
y el polimero, y la naturaleza del polimero empleado, se puede controlar la velocidad de liberacién del farmaco. Otros
polimeros biodegradables a modo de ejemplo son poliortoésteres y polianhidridos. También se pueden preparar las
formulaciones inyectables de liberacion prolongada atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones.

Se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones. En una realizacién, la proteina
quimérica se formula con otro factor de coagulacioén, o una variante, fragmento, analogo, o derivado del mismo. Por
ejemplo, el factor de coagulacién incluye, pero no se limita a, factor V, factor VI, factor VIII, factor IX, factor X, factor
Xl, factor XlI, factor XIII, protrombina, fibrindgeno, factor de von Willebrand o factor tisular soluble recombinante (rsTF),
o formas activadas de cualquiera de los precedentes. El factor de coagulacién de agente hemostatico también puede
incluir farmacos antifibrinoliticos, por ejemplo, acido épsilon-amino-caproico, acido tranexamico.

Se pueden ajustar las pautas posolégicas para proporcionar la respuesta deseada 6ptima. Por ejemplo, se puede
administrar un unico bolo, se pueden administrar varias dosis divididas con el tiempo, 0 se puede reducir o incrementar
proporcionalmente la dosis como se indica por las exigencias de la situacién terapéutica. Es ventajoso formular las
composiciones parentales en forma de dosificacién unitaria para facilitar la administraciéon y uniformidad de la
dosificacion. Véase, por ejemplo, Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, Pa. 1980).

Ademas del compuesto activo, la forma farmacéutica liquida puede contener componentes inertes tales como agua,
alcohol etilico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencilico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-
butilenglicol, dimetilformamida, aceites, glicerol, alcohol tetrahidrofurfurilico, polietilenglicoles, y ésteres de acidos
grasos de sorbitano.

También se describen ejemplos no limitantes de vehiculos farmacéuticos adecuados en Remington's Pharmaceutical
Sciences por E. W. Martin. Algunos ejemplos de excipientes incluyen almidon, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina,
malta, arroz, harina, caliza, gel de silice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol, talco, cloruro sédico, leche
desnatada en polvo, glicerol, propileno, glicol, agua, etanol, y similares. La composicién también puede contener
reactivos de tamponamiento del pH, y agentes humectantes o emulsionantes.

Para administracién por via oral, la composicion farmacéutica puede tomar la forma de comprimidos o capsulas
preparadas mediante medios convencionales. La composicidn también se puede preparar como un liquido, por
ejemplo, un jarabe o una suspension. El liquido puede incluir agentes de suspension (por ejemplo, jarabe de sorbitol,
derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o goma arabiga),
vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres aceitosos, alcohol etilico, o aceites vegetales
fraccionados) y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las preparaciones
también pueden incluir aromatizantes, colorantes y edulcorantes. Alternativamente, la composicion se puede presentar
como un producto seco para constitucién con agua u otro vehiculo adecuado.

Para administracion por via oral, la composicién puede tomar la forma de comprimidos o pastillas para chupar segun
protocolos convencionales.

Para administracién por inhalacion, los compuestos para su uso segun la presente invencién se administran
convenientemente en forma de un aerosol nebulizado con o sin excipientes, o0 en forma de un espray de aerosol de
un envase presurizado o nebulizador, con opcionalmente un propulsor, por ejemplo, diclorodifluorometano,
triclorofluorometano, diclorotetrafluorometano, didxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol
presurizado, la unidad de dosificacion se puede determinar proporcionando una valvula para administrar una cantidad
dosificada. Se pueden formular capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina para su uso en un inhalador o insuflador
que contiene una mezcla en polvo del compuesto y una base en polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

La composicién farmacéutica también se puede formular para administracién rectal como un supositorio o enema de
retencién, por ejemplo, que contiene bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

En una realizacién, una composicion farmacéutica comprende una proteina FVIII, el polinucleétido optimizado que
codifica la proteina FVIII, el vector que comprende el polinucleétido, o la célula hospedadora que comprende el vector,
y un vehiculo farmacéuticamente aceptable. En algunas realizaciones, la composicion se administra por una via
seleccionada del grupo que consiste en administracién tépica, administracién intraocular, administraciéon parenteral,
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administracién intratecal, administracion subdural y administracién por via oral. La administraciéon parenteral puede
ser intravenosa o administraciéon subcutanea,

En otras realizaciones, la composicion se usa para tratar una enfermedad o afeccion hemorragica en un sujeto en
necesidad del mismo. La enfermedad o afeccidon hemorragica se selecciona del grupo que consiste en un trastorno de
la coagulacion hemorragico, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia, hemorragia en musculos,
hemorragia oral, traumatismo, traumatismo de la cabeza, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal,
hemorragia intrabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de hueso, sangrado del sistema nervioso central,
sangrado en el espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas y
cualquier combinacién de los mismos. En otras realizaciones mas, el sujeto es citado para realizarle una cirugia. En
aun otras realizaciones, el tratamiento es profilactico o a demanda.

Métodos de tratamiento

La invencion proporciona un método de tratamiento de un trastorno hemorragico que comprende administrar a un
sujeto en necesidad del mismo una molécula de &cido nucleico o vector de la invencién. En algunas realizaciones, el
trastorno hemorragico se caracteriza por una deficiencia en el factor VIIl. En algunas realizaciones, el trastorno
hemorragico es hemofilia. En algunas realizaciones, el trastorno hemorragico es hemofilia A. En algunas realizaciones
del método de tratamiento de un trastorno hemorragico, la actividad de factor VIII en plasma 24 horas después de la
administracion es elevada con respecto a un sujeto administrado con una molécula de acido nucleico de referencia
que comprende SEQ ID NO: 3, un vector que comprende la molécula de acido nucleico de referencia o un polipéptido
codificado por la molécula de &cido nucleico de referencia.

La invencién también se refiere a un método de tratamiento, mejora o prevencion de un trastorno hemostatico en un
sujeto que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de &cido nucleico aislada
de la invencion. El tratamiento, la mejora y la prevencion por la molécula de acido nucleico aislada puede ser una
terapia de derivacion. El sujeto que recibe |a terapia de derivacion puede ya haber desarrollado un inhibidor a un factor
de coagulacién, por ejemplo, factor VIll, o se somete a desarrollo de un inhibidor del factor de coagulacién.

Las moléculas de &cidos nucleicos o vectores de la invencién tratan o previenen un trastorno hemostatico promoviendo
la formacion de un coagulo de fibrina. La proteina FVIII puede activar un miembro de una cascada de coagulacion. El
factor de coagulacion puede ser un participante en la via extrinseca, la via intrinseca, o ambas.

Las moléculas de acidos nucleicos o vectores de la invencion se pueden usar para tratar trastornos hemostaticos que
se sabe que son tratables con FVIII. Los trastornos hemostaticos que se pueden tratar usando los métodos de la
invencion incluyen, pero no se limitan a, hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de von Willebrand, deficiencia de factor
Xl (deficiencia de PTA), deficiencia de factor Xll, asi como deficiencias o anomalias estructurales en el fibrinégeno,
protrombina, factor V, factor VII, factor X o factor Xlll, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia,
hemorragia en los musculos, hemorragia oral, traumatismo, traumatismo de la cabeza, sangrado gastrointestinal,
hemorragia intracraneal, hemorragia intrabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de hueso, sangrado del sistema
nervioso central, sangrado en el espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y sangrado en la vaina
del iliopsoas. Las composiciones para administracién a un sujeto incluyen moléculas de acidos nucleicos que
comprenden una secuencia de nucleétidos optimizada de la invencién que codifica un factor de coagulacién de FVIII
(para aplicaciones de terapia génica), asi como moléculas de polipéptido FVIII.

En algunas realizaciones, el trastorno hemostatico es un trastorno heredado. En una realizacion, el sujeto tiene
hemofilia A. En otras realizaciones, el trastorno hemostético es el resultado de una deficiencia en el factor VIIl. En
otras realizaciones, el trastorno hemostatico puede ser el resultado de un factor de coagulacion de FVIII defectuoso.

En ofra realizacion, el trastorno hemostatico puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar de
una enfermedad o afeccién secundaria subyacente. La afeccién sin relacionar puede ser, como un ejemplo, pero no
como una limitacién, cancer, una enfermedad autoinmunitaria o embarazo. El trastorno adquirido puede resultar de
vejez o de medicacién para tratar un trastorno secundario subyacente (por ejemplo, quimioterapia contra el cancer).

La invencién también se refiere a métodos de tratamiento de un sujeto que no tiene un trastorno hemostatico o una
enfermedad o afeccion secundaria que da como resultado la adquisicién de un trastorno hemostatico. Asi, la invencién
se refiere a un método de tratamiento de un sujeto en necesidad de un agente hemostatico general que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de acido nucleico aislada de la invencién. Por
ejemplo, en una realizacion, el sujeto en necesidad de un agente hemostatico general se va a someter a, o esta a
punto de someterse, a cirugia. La molécula de acido nucleico aislada de la invencion se puede administrar antes o
después de la cirugia como un profilactico. Una molécula de acido nucleico aislada de la invencién se puede
administrar durante o después de la cirugia para controlar un episodio hemorragico agudo. La cirugia puede incluir,
pero no se limita a, trasplante de higado, reseccion de higado o trasplante de células madre.

En otra realizacion, una molécula de acido nucleico aislada de la invencién se puede usar para tratar un sujeto que
tiene un episodio hemorragico agudo que no tiene un trastorno hemostatico. El episodio hemorragico agudo puede
resultar de un traumatismo intenso, por ejemplo, cirugia, un accidente de coche, herida, laceracion, arma de fuego o
cualquier otro acontecimiento traumatico que da como resultado una hemorragia incontrolada.
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Las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién se pueden usar para tratar profilacticamente un sujeto con
un trastorno hemostatico. Las moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién se pueden usar para tratar un
episodio hemorragico agudo en un sujeto con un trastorno hemostatico.

Una composicién de proteina FVIII puede administrarse en combinacién con al menos otro agente que promueve la
hemostasia. Dicho otro agente que promueve la hemostasia es un terapéutico con actividad coagulante demostrada.
Como un ejemplo, pero no como una limitacién, el agente hemostatico puede incluir factor V, factor VI, factor IX, factor
X, factor X, factor XlI, factor Xlll, protrombina o fibrinégeno o formas activadas de cualquiera de los precedentes. El
factor coagulante o agente hemostatico también puede incluir farmacos antifibrinoliticos, por ejemplo, acido épsilon-
amino-caproico, acido tranexamico.

En una realizacién de la invencion, la composicién (por ejemplo, la molécula de acido nucleico optimizada que codifica
el polipéptido FVIII} es una en la que el FVIII esté presente en forma activable cuando se administra a un sujeto. Dicha
molécula activable se puede activar in vivo en el sitio de la coagulacién después de la administracién a un sujeto.

La molécula de acido nucleico optimizada que codifica el polipéptido FVIII se puede administrar por via intravenosa,
por via subcutanea, por via intramuscular o por cualquier superficie mucosa, por ejemplo, por via oral, por via
sublingual, por via bucal, por via sublingual, por via nasal, por via rectal, por via vaginal o por via pulmonar.

Para administracién por via oral, la composicién farmacéutica puede tomar la forma de comprimidos o capsulas
preparadas mediante medios convencionales. La composicion también se puede preparar como un liquido, por
ejemplo, un jarabe o una suspensién. El liquido puede incluir agentes de suspensién (por ejemplo, jarabe de sorbitol,
derivados de celulosa o grasas comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o goma arabiga),
vehiculos no acuosos (por ejemplo, aceite de almendra, ésteres aceitosos, alcohol etilico o aceites vegetales
fraccionados) y conservantes (por ejemplo, p-hidroxibenzoatos de metilo o propilo o acido sérbico). Las preparaciones
también pueden incluir aromatizantes, colorantes y edulcorantes. Alternativamente, la composicion se puede presentar
como un producto seco para la constituciéon con agua u otro vehiculo adecuado.

Para administracion bucal y sublingual, la composicién puede tomar la forma de comprimidos, pastillas para chupar o
peliculas de rapida disolucién segun protocolos convencionales.

Para administracion por inhalacion, el polipéptido que tiene actividad de FVIII se administra convenientemente en
forma de un espray de aerosol de un envase presurizado o nebulizador (por ejemplo, en PBS), con un propulsor
apropiado, por ejemplo, diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluorometano, diéxido de carbono u
otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosis se puede determinar proporcionando una
véalvula para administrar una cantidad dosificada. Se pueden formular capsulas y cartuchos de, por ejemplo, gelatina
para su uso en un inhalador o insuflador que contiene una mezcla en polvo del compuesto y una base de polvo
adecuada tal como lactosa o almidén.

En una realizacién, la via de administracion de la molécula de acido nucleico optimizada que codifica el polipéptido
FVIIl es parenteral. El término parenteral como se usa en el presente documento incluye administracion intravenosa,
intrarterial, intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o vaginal. Se prefiere la forma intravenosa de
administracién parenteral. Mientras que todas estas formas de administracién son claramente contempladas por estar
dentro del alcance de la invencién, una forma para administracién seria una disolucién para inyeccion, en particular
para inyeccién intravenosa o intrarterial o goteo. Normalmente, una composicion farmacéutica adecuada para
inyeccion puede comprender un tampén (por ejemplo, tampdn acetato, fosfato o citrato), un tensioactivo (por ejemplo,
polisorbato), opcionalmente un estabilizador (por ejemplo, albdmina humana), etc. Sin embargo, en otros métodos
compatibles con las ensefianzas en el presente documento, las moléculas de acidos nucleicos optimizadas que
codifican los polipéptidos FVIII se pueden administrar directamente al sitio de la poblacién celular adversa,
aumentando asi la exposicion del tejido enfermo al agente terapéutico.

Las preparaciones para administracion parenteral incluyen disoluciones, suspensiones y emulsiones estériles acuosas
0 no acuosas. Los ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como
aceite de oliva, y ésteres organicos inyectables tales como oleato de etilo. Los vehiculos acuosos incluyen agua,
disoluciones, emulsiones o suspensiones alcohélicas/acuosas, que incluyen solucién salina y medios tamponados. En
el objeto de la invencién, los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, 0,01-0,1 My
preferentemente tampén fosfato 0,05 M o solucién salina al 0,8 %. Otros vehiculos parenterales comunes incluyen
disoluciones de fosfato de sodio, dextrosa de Ringer, dextrosa y cloruro sédico, Ringer con lactato, o aceites no
volatiles. Los vehiculos intravenosos incluyen reforzadores de fluidos y de nutrientes, reforzadores de electrolitos, tales
como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar presentes conservantes y otros aditivos,
tales como, por ejemplo, antimicrobianos, antioxidantes, agentes quelantes y gases inertes, y similares.

Mas particularmente, las composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen disoluciones o
dispersiones acuosas estériles (cuando son solubles en agua) y polvos estériles para la preparacién extemporanea
de disoluciones o dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida
hasta el punto de que exista facil inyectabilidad. Debe ser estable en las condiciones de fabricacién y almacenamiento
y preferentemente se conservara contra la accidon contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos.
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El vehiculo puede ser un disolvente o medio de dispersién que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo,
glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez apropiada
se puede mantener, por ejemplo, usando un recubrimiento tal como lecitina, por el mantenimiento del tamafo de
particulas requerido en el caso de dispersién y usando tensioactivos.

La prevencion de la accién de microorganismos se puede lograr por diversos antibacterianos y antiflingicos, por
ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascérbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir
agentes isoténicos, por ejemplo, azucares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico en la
composicién. Se puede provocar la absorcion prolongada de las composiciones inyectables incluyendo en la
composicion un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

En cualquier caso, las disoluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando un compuesto activo (por
ejemplo, un polipéptido por si mismo o en combinacion con otros agentes activos) en la cantidad requerida en un
disolvente apropiado con uno o una combinacion de componentes enumerados en el presente documento, seguin se
requiera, seguido por esterilizacion por filtracién. En general, se preparan dispersiones incorporando el compuesto
activo en un vehiculo estéril, que contiene un medio de dispersion basico y los otros componentes requeridos de los
enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de disoluciones inyectables estériles,
los métodos preferidos de preparacién son secado a vacio y liofilizacién, que da un polvo de un principio activo mas
cualquier componente deseado adicional de una disolucion previamente esterilizada por filtracién de la misma. Las
preparaciones para inyecciones se procesan, se envasan en recipientes tales como ampollas, bolsas, botellas, jeringas
o viales, y se sellan en condiciones asépticas segin métodos conocidos en la técnica. Ademas, las preparaciones se
pueden envasar y comercializar en forma de un kit. Dichos articulos de fabricacion tendran preferentemente etiquetas
o prospectos que indican que las composiciones asociadas son (tiles para tratar un sujeto que padece, o predispuesto
a trastornos de la coagulacion.

La composicién farmacéutica también se puede formular para administracién rectal como un supositorio o enema de
retencién, por ejemplo, que contiene bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.

Las dosis eficaces de las composiciones de la presente invencion, para el tratamiento de afecciones, varian
dependiendo de muchos factores diferentes, que incluyen medios de administracion, sitio diana, estado fisiolégico del
paciente, si el paciente es humano o un animal, otras medicaciones administradas, y si tratamiento es profilactico o
terapéutico. Normalmente, el paciente es un humano, pero también se pueden tratar mamiferos no humanos que
incluyen mamiferos transgénicos. Las dosis de tratamiento se pueden valorar usando métodos rutinarios conocidos
por los expertos en la técnica para optimizar la seguridad y la eficacia.

Las dosis pueden variar de 1000 ug/kg a 0,1 ng/kg de peso corporal. En una realizacién, el intervalo de dosis es
1 ug/kg a 100 ug/kg. El polipéptido FVIII o la molécula de acido nucleico optimizada que codifica el polipéptido FVIII
se puede administrar continuamente o en intervalos programados especificos. Se pueden emplear ensayos in vitro
para determinar intervalos de dosis éptima y/o programas para administracion. Se conocen en la técnica ensayos in
vitro que miden actividad del factor de coagulacién. Ademas, se pueden extrapolar dosis eficaces de las curvas de
dosis-respuesta obtenidas de los modelos animales, por ejemplo, un perro hemofilico (Mount et al. 2002, Blood 99 (8);
2670).

Las dosis intermedias en los intervalos anteriores también pretenden estar dentro del alcance de la invencién. A los
sujetos se pueden administrar dichas dosis diariamente, en dias alternos, semanalmente o segun cualquiera otro
programa determinado por analisis empirico. Un tratamiento a un modo de ejemplo implica la administracién en
multiples dosis durante un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. En algunos métodos, se pueden
administrar simultaneamente dos 0 mas polipéptidos, en cuyo caso la dosis de cada polipéptido administrado entra
dentro de los intervalos indicados.

Se pueden administrar los polipéptidos FVIII o las moléculas de acidos nucleicos optimizadas que codifican los
polipéptidos FVIII en multiples ocasiones. Los intervalos entre dosis Unicas pueden ser diariamente, semanalmente,
mensualmente o anualmente. Los intervalos también pueden ser irregulares como se indica midiendo niveles en
sangre de polipéptido modificado o antigeno en el paciente. Alternativamente, los polipéptidos se pueden administrar
como una formulacién de liberacién sostenida, en cuyo caso se requiere administracién menos frecuente. La dosis y
frecuencia varian dependiendo de la semivida del polipéptido o polinucleétido en el paciente.

La dosis y la frecuencia de administracién pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o terapéutico.
En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen el polipéptido FVIII o la molécula de acido nucleico
optimizada que codifica el polipéptido FVIIl o una mezcla de los mismos se administran a un paciente que no esta
todavia en el estado de enfermedad para potenciar la resistencia del paciente o minimizar los efectos de la
enfermedad. Se define que dicha cantidad es una "dosis eficaz profilactica". Se administra una dosis relativamente
baja a intervalos relativamente poco frecuentes durante un largo periodo de tiempo. Algunos pacientes contintian
recibiendo tratamiento para el resto de su vida.
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Los polipéptidos FVIII o las moléculas de acidos nucleicos optimizadas que codifican los polipéptidos FVIII se pueden
administrar opcionalmente en combinacion con otros agentes que son eficaces en el tratamiento del trastorno o
afecciéon en necesidad de tratamiento (por ejemplo, profilactico o terapéutico).

Como se usa en el presente documento, la administracion de polipéptidos FVIII o las moléculas de acidos nucleicos
optimizadas que codifican los polipéptidos FVIII conjuntamente o en combinacion con una terapia complementaria
significa la administracion o aplicacion secuencial, simultanea, coextensiva, simultdnea, concomitante o
contemporanea de la terapia y los polipéptidos desvelados. Los expertos en la técnica apreciaran que la administracién
o la aplicacion de los diversos componentes de la pauta terapéutica combinada puede ser programada para potenciar
la eficacia global del tratamiento. Un experto (por ejemplo, un médico) seria facilmente capaz de discernir pautas
terapéuticas combinadas eficaces sin excesiva experimentacion basandose en la terapia complementaria
seleccionada las ensefianzas de la presente memoria descriptiva.

Se apreciara adicionalmente que el polipéptido FVIIl o la molécula de acido nucleico optimizada que codifica el
polipéptido FVIII se puede usar conjuntamente 0 en combinacion con un agente o agentes (por ejemplo, para
proporcionar una pauta terapéutica combinada). Los agentes a modo de ejemplo con los que se puede combinar un
polipéptido o polinucledtido incluyen agentes que representan el actual tratamiento de referencia para un trastorno
particular que esta tratandose. Dichos agentes pueden ser de naturaleza quimica o biolégica. El término "biolégico” o
"agente biologico" se refiere a cualquier agente farmacéuticamente activo hecho de organismos vivos y/o sus
productos que esta previsto para su uso como un terapéutico.

La cantidad de agente que se va a usar en combinacién con los polinucleétidos o polipéptidos puede variar por sujeto
o0 se pueden administrar segun lo que se conoce en la técnica. Véase, por ejemplo, Bruce A Chabner et al,
Antineoplastic Agents, en GOODMAN & GILMAN'S THE PHARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS 1233-
1287 (Joel G. Hardman et al., eds., 92 ed. 1996). En otra realizacién, se administra una cantidad de dicho agente de
acuerdo con el tratamiento de referencia.

Como se ha tratado previamente, los polinucleétidos y polipéptidos se pueden administrar en una cantidad
farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de trastornos de la coagulacién. A este respecto, se apreciara
que los polipéptidos o polinucleétidos se pueden formular para facilitar la administracion y promover la estabilidad del
agente activo. Preferentemente, las composiciones farmacéuticas segun la presente invencién comprenden un
vehiculo estéril farmacéuticamente aceptable, no téxico, tal como solucién salina fisioldgica, tampones no téxicos,
conservantes y similares. Por supuesto, las composiciones farmacéuticas de la presente invencién se pueden
administrar en dosis Unicas o dosis multiples para proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido.

Estan disponibles varias pruebas para evaluar la funcién del sistema de coagulacion: prueba del tiempo de
tromboplastina parcial activado (TTPa), ensayo cromogénico, ensayo ROTEM®, prueba del tiempo de protrombina
(TP) (también usado para determinar INR), prueba de fibrinégeno (frecuentemente por el método de Clauss), nimero
de plaquetas, prueba de la funcion plaquetaria (frecuentemente por PFA-100), TCT, tiempo de sangrado, prueba de
mezcla (si una anomalia corrige si el plasma del paciente se mezcla con plasma normal), ensayos de factor de
coagulacién, anticuerpos antifosfolipidos, dimero D, pruebas genéticas (por ejemplo, factor V Leiden, mutacién de
protrombina G20210A), tiempo del veneno de la vibora de Russell diluido (dRVVT), diversas pruebas de la funcién
plaquetaria, tromboelastografia (TEG o Sonoclot), tromboelastometria (TEM®, por ejemplo, ROTEM®) o tiempo de
lisis de euglobulinas (ELT).

La prueba de TTPa es un indicador del rendimiento que mide la eficacia de tanto las vias de coagulacién "intrinsecas”
(también denominadas la via de activacion por contacto) como las vias de coagulacidon comunes. Esta prueba se usa
comunmente para medir la actividad de coagulacion de factores de coagulacion recombinantes comercialmente
disponibles, por ejemplo, FVIIl o FIX. Se usa junto con el tiempo de protrombina (TP), que mide la via extrinseca.

El analisis ROTEM® proporciona informacién sobre la cinética completa de la hemostasia: tiempo de coagulacion,
formacion de coagulos, estabilidad y lisis del coagulo. Los diferentes parametros en la tromboelastometria dependen
de la actividad del sistema de coagulacién plasmatico, la funcién plaguetaria, la fibrinélisis, o0 muchos factores que
influyen en estas interacciones. Este ensayo puede proporcionar una visidon completa de la hemostasia secundaria.

Terapia génica

La invencion proporciona un método de aumento de la expresion de un polipéptido con actividad de factor VIl en un
sujeto que comprende administrar la molécula de acido nucleico aislada de la invencién a un sujeto en necesidad del
mismo, en donde la expresion del polipéptido es elevada con respecto a una molécula de acido nucleico de referencia
que comprende SEQ ID NO: 3. La invencién también proporciona un método de aumento de la expresiéon de un
polipéptido con actividad de factor VIII en un sujeto que comprende administrar un vector de la invencién a un sujeto
en necesidad del mismo, en donde la expresion del polipéptido es elevada con respecto a un vector que comprende
una molécula de acido nucleico de referencia.

Se ha explorado la terapia génica somatica como un posible tratamiento para la hemofilia A. La terapia génica es un
tratamiento particularmente atractivo para la hemofilia debido a su posibilidad para curar la enfermedad mediante la
produccion endégena continua de FVIII tras una administracion Unica de vector. La hemofilia A es muy apta para un
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enfoque de sustitucién génica debido a que sus manifestaciones clinicas son completamente atribuibles a la falta de
un Unico producto génico (FVIII) que circula en cantidades minimas (200 ng/ml} en el plasma.

Seria terapéuticamente beneficiosa una proteina FVIII que se puede producir in vivo en un mamifero, por ejemplo, un
paciente humano, usando un enfoque de terapia génica para el tratamiento de una enfermedad hemorragica o
trastorno seleccionado del grupo que consiste en un trastorno hemorragico de la coagulacién, hemartrosis, sangrado
muscular, sangrado oral, hemorragia, hemorragia en musculos, hemorragia oral, traumatismo, traumatismo de la
cabeza, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intrabdominal, hemorragia intratoracica,
fractura de hueso, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio
retroperitoneal y sangrado en la vaina del iliopsoas. En una realizacion, la enfermedad o trastorno hemorragico es
hemofilia. En otra realizacion, la enfermedad o trastorno hemorragico es hemofilia A. Esto implica la administracion de
un acido nucleico que codifica FVIII optimizado operativamente unido a secuencias de control de la expresion
adecuadas. En ciertas realizacién, estas secuencias se incorporan en un vector viral. Los vectores virales adecuados
para dicha terapia génica incluyen vectores adenovirales, vectores lentivirales, vectores baculovirales, vectores virales
de Epstein Barr, vectores papovavirales, vectores virales de la variolovacuna, vectores virales del herpes simple y
vectores de virus adeno-asociados (AAV). El vector viral puede ser un vector viral defectuoso en la replicacion. En
otras realizaciones, un vector adenoviral tiene una delecién en su gen E1 o gen E3. Cuando se usa un vector
adenoviral, el mamifero puede no exponerse a un acido nucleico que codifica un gen marcador de seleccion. En otras
realizaciones, las secuencias se incorporan en un vector no viral conocido por los expertos en la técnica.

Todos los diversos aspectos, realizaciones y opciones descritos en el presente documento se pueden combinar en
todas y cada una de las variaciones.

Habiendo descrito, en general, la presente invencién, se pueden obtener un entendimiento adicional como referencia
a los ejemplos proporcionados en el presente documento. Estos ejemplos son para los fines de ilustracion solo y no
pretenden ser limitantes.

EJEMPLOS
Se disefiaron secuencias de FVIII BDD optimizado por dos codones con los siguientes objetivos:

1. Retirar todas las secuencias de la regién de tipo unién a matriz (MAR) (ATATTT y AAATAT; SEQID NO: 5y
6, respectivamente);

2. Retirar todas las secuencias desestabilizantes (ATTTA, SEQ ID NO: 8 y TAAAT, SEQ ID NO: 9);
3. Retirar las secuencias de unién a promotor (TATAA, SEQ ID NO: 12 y TTATA, SEQ ID NO: 13);

4. Retirar los elementos de secuencias ricos en AU (ARE): ATTTTATT (nucleétido 2468) y ATTTTTAA (nucleétido
3790) (SEQ ID NOs: 14 y 15, respectivamente);

5. Afiadir secuencia de Kozak (GCCGCCACCATGC, lo subrayado indica el codén de iniciacion de la traduccién;
SEQ ID NO: 16) para aumentar el inicio traduccional;

6. Ajustar los sitios de restriccion para facilitar la clonacién;
7. Adaptar el uso de codones a la preferencia codoénica de genes de Homo sapiens;

8. Ajustar para evitar regiones de contenido de GC muy alto (>70 %) o bajo (<30 %), que pueden aumentar la
estabilidad de ARN o prolongar la semivida de ARN.

Ejemplo 1: Optimizacion por codones por GENSCRIPT OPTIMUMGENE™

Se optimiz6 la secuencia de nucleétidos de FVIII BDD por codones usando la tecnologia de optimizacion por codones
GENSCRIPT OPTIMUMGENE™ (GenScript Corp., New Jersey, EE. UU.). La tecnologia de optimizacién por codones
GENSCRIPT OPTIMUMGENE™ se describe en Burgess-Brown et al., Protein Expr Purif. 59(1):94-102 (2008).

Se usaron los siguientes datos de uso de codones humanos para la optimizacion:

CODON AMINOACIDO FRACCION FRECUENCIA/MIL
TTT F 0,45 16,9

TCT S 0,18 14,6

TAT Y 0,43 12,0

TGT C 0,45 9,9
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CODON AMINOACIDO FRACCION FRECUENCIA/MIL
TTC F 0,55 20,4
TCC S 0,22 17,4
TAC Y 0,57 15,6
TGC C 0,55 12,2
TTA L 0,07 7,2
TCA S 0,15 11,7
TAA * 0,28 0,7
TGA * 0,52 1,3
TG L 0,13 12,6
TCG S 0,06 4,5
TAG * 0,20 0,5
TGG w 1,00 12,8
CTT L 0,13 12,8
CCT P 0,28 17,3
CAT H 0,41 10,4
CGT R 0,08 4,7
CTC L 0,20 19,4
ccc P 0,33 20,0
CAC H 0,59 14,9
CGC R 0,19 10,9
CTA L 0,07 6,9
CCA P 0,27 16,7
CAA C 0,25 11,8
CGA R 0,11 6,3
CTG L 0,41 40,3
CCG P 0,11 7,0
CAG C 0,75 34,6
CGG R 0,21 11,9
ATT [ 0,36 15,7
ACT T 0,24 12,8
AAT N 0,46 16,7
AGT S 0,15 11,9
ATC [ 0,48 21,4
ACC T 0,36 19,2
AAC N 0,54 19,5
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CODON AMINOACIDO FRACCION FRECUENCIA/MIL
AGC S 0,24 19,4
ATA [ 0,16 7,1
ACA T 0,28 14,8
AAA K 0,42 24,0
AGA R 0,20 11,5
ATG M 1,00 22,3
ACG T 0,12 6,2
AAG K 0,58 32,9
AGG R 0,20 11,4
GTT % 0,18 10,9
GCT A 0,26 18,6
GAT D 0,46 22,3
GGT G 0,16 10,8
GTC % 0,24 14,6
GCC A 0,40 28,5
GAC D 0,54 26,0
GGC G 0,34 22,8
GTA % 0,11 7,0
GCA A 0,23 16,0
GAA E 0,42 29,0
GGA G 0,25 16,3
GTG % 0,47 28,9
GCG A 0,11 7,6
GAG E 0,58 40,8
GGG G 0,25 16,4

Se ajusto el uso de codones al sesgo humano con el indice de adaptaciéon de codones (IAC) humanos cambiando
desde 0,75 (FVIII BDD natural) hasta 0,88 (FVIII BDD optimizado por GenScript). El contenido de G/C aument6 desde
46,16 % hasta 51,56 %. Se retiraron los picos de contenido de G/C en una ventana de 60 pb. La secuencia resultante
de FVIII BDD optimizado por GenScript se desvela en el presente documento como SEQ ID NO: 1 y se muestra en la
Figura 2.

Ejemplo 2: Optimizacion por codones por GENEART® GENEOPTIMIZER®

La secuencia de nucledtidos de FVIII BDD se optimizd por codones usando el software GENEART®
GENEOPTIMIZER® (Invitrogen LIFE TECHNOLOGIES™ Corp., Grand Island, NY). La tecnologia de optimizacién por
codones GENEART® GENEOPTIMIZER® se describe en Graf et al., J. Virol. 74(22):10822-10826 (2000).

Se ajusto el uso de codones al sesgo humano con el indice de adaptaciéon de codones (IAC) humanos cambiando
desde 0,75 (FVIII BDD natural) hasta 0,96 (FVIII BDD optimizado por GeneArt). El contenido de G/C aument6 desde
46,16 % hasta 59 %. La secuencia resultante de FVIII BDD optimizado por GeneArt se desvela en el presente
documento como SEQ ID NO: 2 y se muestra en la Figura 3.
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Ejemplo 3: Construcciones de expresion

Todas las construcciones se hicieron en el esqueleto del vector Invitrogen pcDNA™4, que contiene un promotor
inmediato-temprano del citomegalovirus humano (CMV), un potenciador de la traduccion QBI SP163 y un gen
ZEOCIN™ de resistencia para la seleccion.

pSYN-FVIII-066 conduce la expresion de FVIII BDD natural (SEQ ID NO: 3) en el esqueleto de pcDNA4 (Invitrogen).

pSYN-FVIII-116 conduce la expresién de FVIII BDD optimizado por codones (SEQ ID NO: 1) en el esqueleto de
pcDNA4. La construccién deriva de pSYN-FVIII-066 reemplazando FVIII BDD natural con FVIII BDD optimizado por
codones (SEQ ID NO: 1) usando sitios BsiW| y Xhol.

pSYN-FVIII-115 conduce la expresién de FVIII BDD optimizado por codones (SEQ ID NO: 2) en el esqueleto de
pcDNA4. La construccién deriva de pSYN-FVIII-066 reemplazando FVIII BDD natural con FVIII BDD optimizado por
codones (SEQ ID NO: 2) usando sitios BsiW| y Xhol.

Todas las construcciones se confirmaron por secuenciacion de ADN.
Ejemplo 4: La optimizaciéon por codones mejora la expresion de FVIIl en un raton HemA

Para preguntar si cualquiera de las construcciones de FVIII BDD optimizado por codones da como resultado la elevada
expresion de proteinas FVIII, se introdujeron plasmidos de expresion pSYN-FVIII116, pSYN-FVIII115 y el control
natural pSYN-FVIII-066 en ratones HemA por inyeccion hidrodinamica. Posteriormente, se monitorizaron los niveles
de expresién de FVIII en cada ratén inyectado por ensayos cromogénicos de FVIII de plasma.

La inyeccién hidrodinamica es un método no viral eficiente y seguro de administracion de genes al higado en animales
pequefios, tales como ratones y ratas. La proteina de interés se produce en el higado y se puede detectar en el plazo
de 24 horas después de la inyeccion.

Se inyectaron por inyeccion intravenosa ratones HemA que pesaban 20-35 gramos en la vena de la cola con cualquiera
de pSYN-FVIII116, pSYN-FVIII115 o el control natural pSYN-FVIII-066. Las inyecciones se constituyeron con 10 ug
de ADN de plasmido desnudo libre de endotoxina en disolucién al 0,9 % de solucion salina estéril, dando un volumen
total de 2 mL. Las inyecciones se realizaron rapidamente, necesitandose no mas de 4-7 segundos para inyectar la
disolucién completa de 2 mL de ADN. Los ratones se monitorizaron estrechamente durante dos horas después de la
inyeccion, o hasta que se reanudé la actividad normal. 24 horas después de la inyeccion, las muestras se recogieron
por extraccion de sangre retrorbital, se preparé el plasma y se conservo a -80 °C para andlisis adicionales.

La actividad de FVIIl se midié usando el kit de FVIIl COATEST SP de DiaPharma (lote N® N089019) y todas las
incubaciones se realizaron en un calentador de placas a 37 °C con agitacién. Los patrones de FVIIIr variaron desde
100 mUI/mL hasta 0,78 mUI/mL. Se afiadieron un control de ensayo de mezclas de plasmas humanos normales y
muestras de plasma (diluidas con tampén IX Coatest}) en placas Immulon 2HB de 96 pocillos por duplicado
(25 pL/pocillo). Se afiadieron mezcla de 1Xa/FX/fosfolipido recién preparada (50 L), 25 pL de CaCl2 25 mMy 50 pL
de sustrato de FXa uno detras de otro a cada pocillo con una incubacién de 5 minutos entre cada adicion. Después
de la incubacién con el sustrato, se afiadieron 25 L de acido acético al 20 % para terminar la reaccion de color y se
midi6 la absorbancia a DO405 con un instrumento SpectraMAX plus (Molecular Devices). Los datos se analizaron con
el software SoftMax Pro (versién 5.2). El nivel mas bajo de cuantificacion (LLOQ) es 7,8 mUI/mL. Los resultados se
muestran en la Figura 7.

Se detectan bajos niveles de actividad de FVIII BDD tras la administracion del plasmido de expresion de FVIII pSYN-
FVIII-066 (control de FVIII BDD natural). La actividad de FVIII BDD promedio en ratones de control es
aproximadamente 4-5 Ul/mL (Figura 7, circulos). A diferencia, en promedio, se observa un aumento de
aproximadamente tres veces en la actividad de FVIII BDD en el plasma de ratones administrados con pSYN-FVIII115
o0 pSYN-FVIII116 optimizado por codones (Figura 7, cuadrados y triangulos). Por tanto, la optimizacién por codones
de FVIII BDD por los enfoques descritos anteriormente mejora la expresion de FVIII en un modelo de ratén HemaA.
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SECUENCIAS
SEQ ID NO: 1 - FVIII BDD optimizado

CGTACGGUCGCCACCATGCAGATTGAGCTGTCTACT TGCTTTTTCCTGIGCCTGCTGAGGTTTTGCTTTTCCGCTACACS
AAGGTATTATCTGGGGGCTCTGGAACTETCTTGEGATTACATGCAGAGT GACCTGGGAGAGCTGCCAGTGGACGCAACGT
TTCCCCCTAGAGTCCCTAAGTCATTCCCCTTCAACACTAGCGTGGTCTACAAGARAACACTGT TCGTGGAGTTTACTGAT
CACCTGTTCAACATCGCAAAGCCTAGGCCACCCTGGATGGGACTGCTGGGGCCAACARTCCAGGCCGAGGTGTACGACAT
CGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCCTCACACCCCGTGAGCCTGCATGCTGTGGGCGTCAGCTACTGGRAAGGCTTCCS
AAGGAGCAGAGTATGACGATCAGACTTCCCAGAGAGAAAAAGAGGACGATAAGGTGTTTCCTGGCGGATCTCATACCTAC
GTGTGGCAGETCETGAAAGAGAATGGCCCTATGGCCTCCGACCCTCTGTGCCTGACCYACTCTTATCTGAGT CACGTGGA
CCTGGTCAAGGATCTGAACAGCGGCCTGATCGGAGCCCTGCTGGTGTGCAGGGAAGGAAGECTGGCTAAGGAGAAAACCT
AGACACTGCATAAGTTCATTCTGCTGTTCGCCGT GTTTGACGAAGGGAAAT CATGGCACAGCGAGACAAAGAATAGTCTG
ATGCAGGACAGGGATGCCGCTTCAGCCAGAGCTTGGCCCAAAATGCACACTGTGAACGGCTACGTCAATCGECTCACTGET
TGGGCTGATCGGCTGCCACCGAAAGAGCGTGTATTGGCATGTCATCGGCGATGGGCACCACACCTGAAGTGCACTCCATTT
TCCTGGAGGGACATACCTTTCTGGTCCGCAACCACCGACAGGCTTCCCTGGAGATCICTCCAATTACCTTCCTGACAGCA
CAGACTCTGCTGATGGACCTGGGECAGTTCCTGCTGTTTTGCCACATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCAT GGAGGCTTA

TGACCGACTCCGAGATGGATGTGGTCCGATTCGATGACGATAACAGCCCCTCCTTTATCCAGATTAGATCTGTGGCCAAG
ARACACCCTAAGACATGGGTCCATTACATCGCAGECGAGGAAGAGGACTGGGATTATGCACCACTGGTGCTGGCACCAGA
CGATCGCTCCTACARATCTCAGTATCTGAACAATGGGCCACAGAGGATTGGCAGAAAGTACAAGARAGTGCGGTTCATGG
CATATACCGATGAGACCTTCAAGACTCGCGAAGCCATCCAGCACGAGAGCGGCATCETGGGACCACTGCTGTACGGAGAA
GTGGGAGACACCCTGCTGATCATT TTCAAGAACCAGGCCAGCEGECCTTACAATATCTAT CCACATGGGAT TACAGATGT
GCGCCCTCTGTACAGCAGGAGACTGCCAARGGGCGTCAAACACCTGAAGGACTTCCCAATCCTGCCCGGAGARATCTTCA
AGLACAAGLGGACIGITACCEICCAGGATGGCCCCACTAAGAGLLGACCCICGETGCCTGACCCGCTACTALICTAGTTIC
GTGAATATGGAARGAGATCTGGCARGCGGACTGATCGGACCACTGCTGAT I TGTTACARAGAGAGCGTGGATCAGAGAGG
CAACCAGATCATGTCCGACARGCGGAATGTGATTCTGTTCAGTGTCTTTGACGAAAACAGGTCATGGTACCTGACCGAGA
ACATCCAGAGATTCCTGCCTAATCCAGCTCGGGCTGCAGCTGGAAGATCCTGAGTTTCAGGCAT CTAACATCATGCATAGT
ATTAATGGCTACGTGTTCIACAGTITGCAGCTGAGCETGTGCCTGCACGAGGTCGCTTACTGGTATATCCTGAGCATTGG
GGCACAGACAGATTITCCTSAGCETGTTCTTTYCCEGCTACACTTTTAAGCATAARATGGTCTATGAGGACACACTGACTC
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TGTTCCCCTTCAGCGGCGAAACCCTGTTTATGAGCATGGAGAAT CCCGGACTGTGGATTCTGGEGTGCCACAACAGCGAT
TTCAGAAATCGCGGAATGACTGCCCTGCTGAAAGTGTCARGCTGTGACAAGAACACCGGGGACTACTATGAAGATTCATA
CGAGGACATCAGCGCATATCTGCTGT CCAAAAACAATGCCATTGAACCCCGGTCTTTTAGTCAGAATCCTCCAGTGCTGA
AGCGGCACCAGCGCGAGATCACCCGCACTACCCTGCAGAGTGATCAGGAAGAGATCGACTACGACGATACAATTTCTGTG
GAAATGAAGARAGAGGACTTCGATATCTATGACGAAGAT GAGAACCAGAGTCCTCGATCATTCCAGAAGAAAACCAGGCA
TTACTTTATTGCCGCAGTGGAGCGGCTGTGGGATTATGGCATGTCCTCTAGTCCTCACGTGCTGCGAAATAGGGCCCAGT
CAGGAAGCGTCCCACAGTTCAAGAAAGTGGTCTTCCAGGAGTTTACAGACGGGTCCTTTACTCAGCCACTGTACAGGGGC
GAACTGAACGAGCACCTGGGACTGCTGGGGCCCTATATCAGAGCAGAAGT GGAGGATAACATTATGGTCACCTTCAGARA
TCAGGCCTCTCGGCCTTACAGTTTTTATTCAAGCCTGATCTCTTACGAACGAGGACCAGCCACAGGGAGCTGAACCACGAA
AARACTTCGTGAAGCCTAATGAGACCAAAACATACTTTTGGAAGGTGCAGCACCATATGGCCCCAACAAAAGACGAGTTC
GATTGCAAGGCATGGGCCTATTTTTCTGACGTGGAT CTGGAGAAGGACGT GCACAGTGGCCTGATTGGCCCACTGCTGGT
GTGCCATACTAACACCCTGAATCCAGCCCACGGCCGGCAGGTCACTGTCCAGGAGTTCGCTCTGTTCTTTACCATCTTTG
ATGAGACAAAGAGCTGGTACTTCACCGAAAACATGGAGCGAAATTGCAGGGCT CCATGTAACATTCAGATGGAAGACCCC
ACATTCAAGGAGAACTACCGCTTTCATGCTATCAATGGATACAT CATGGATACT CTGCCCGGGETGETCATGGCACAGGA
CCAGAGAATCCGGTGGTATCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAATATCCACTCAATTCATTTCAGCGGGCACGTGTTTA
CTGTCAGGAAGAAAGAAGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTATCCCGGCGTCTTCGAAACCGTCGAGATGCTGCCT
AGCAAGGCCGGAATCTGGAGACTGGAATGCCTGATTGGAGAGCACCTGCATGCTGGGATGTCTACCCTGTTTCTGGTGTA
CAGTAATAAGTGTCAGACACCCCTGGGAAT GGCATCCGGGCATATCAGGGATTTCCAGAT TACCGCATCTGGACAGTACG
GACAGTGGGCACCTARGCTGGCTAGACTGCACTATTCCGGAT CTAT CAACGCTTGGTCCACAAAAGAGCCTTTCTCTTGE
ATTAAGGTGGACCTGCTGGCCCCAATGATCATTCATGGCATCAARACT CAGGGAGCTCGGCAGRAGTTCTCCTCECTGTA
CATCTCACAGTTTATCATCATGTACAGCCTGGATGGGAAGAAATGGCAGACATACCGCGGCAATAGCACAGGAACTCTGA
TGETGTTCTTTCGCAACGTGGACAGCAGCGGAATCAAGCACAACATTTTCAATCCCCCTATCATTGCTAGATACATCCGG
CTGCACCCAACCCATTATTCTATTCGAAGTACACTGAGGATGGAACTGAT GGGATGCCATCTGAACAGTTGTTCAATGCC
CCTGGGGATGGAGTCCAAGGCAATCTCTGACGCCCAGATTACCGCTAGCT CCTACTTCACTAATATGTTTGCTACCTGGA
GCCCTTCCAAAGCAAGACTGCACCTGCAAGGCCGCAGCAACGBCATGGCGACCACAGGT GRACAATCCCAAGGAGTGETTG
CAGGTCGATTTTCAGAARACTATGAAGGTGACCGGEGTCACRACTCAGGGCGT GAARAGTCTGCTGACCTCAATGTACGT
CAAGGAGTTCCTGATCTCTAGTTCACAGGACGGACATCAGTGGACACTGTTCTTTCAGARACGGGARGGTGAAAGTCTTCC
AGGGCAATCAGGATTCCTTTACACCTGTGGTCAACAGTCTAGACCCT CCACTGCTGACCAGATACCTGAGAATCCACCCT
CAGTCCTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGAATCGARAGTGCTCGCATGCGAGGCCCAGGATCTGTACTGATAACTCGAGTC
GACC

SEQ ID NO: 2 - FVIII BDD optimizado

GGCGCECCCGTACGGCCGCCACCATGCAGATCGAGCTGTCTACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGCGGTTCTGCTTCAGC
GCCACCCGGCGGTACTACCTGGGCCCCETGGAACTGAGCTGCEACTACATGCAGAGCGACCTGGGGGEAGCTGCCCGTGGA
CGCCAGATTCCCCCCAAGAGTGCCCARGAGCTTCCCCTTCAACACCTCCGT GGTGTACAAGARAACCCTGTTCGTCGAGT
TCACCGACCACCTGTTCAATATCGCCARGCCCAGACCCECCTEEATGGGCCTGCTGECGCCCTACAATCCAGGCCGAGGTG
TACGACACCGTGGTCATCACCCTTAAGAACATGGCCAGCCACCCCGTGTECCTGCACGCCETGGGCGTGTCCTACTGGAA
GGCCTCTGAGGECGCTGAGTACGACGACCAGACCAGCCAGCGLGAGARACAGGACGACAAAGT CTTTCCTGGCGGCAGCT
ATACCTACGTGTGGCAGGTCCTCARAGAAAACGGCCCTATGGCCTCCGACCCCCTGTGCCTGACCTACAGCTACCTGAGC
CACGTGGACCTGGTCAAGGACCTGAACAGCCGCCTGATTGGECCCCTGCTCGTGTGTAGAGCACGGGCAGCCTCCGCCARAAGA
GAAAACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCCCTETTCGACCGAGGGCAAGAGETGGCACAGCGAGACARAGA
ACAGCCTBATGCAGGACCGEGGACGCLGCCTCTGCCAGAGCCTCGCCTAAGATGCACACCGTGAACGGCTACGTGAACAGA
AGCLCTELCEEGACTGALCEECIGCLACCGGAAGTCCETGIACTGEGLCACG T GATCGECATGGEGECACCACCCUUBAGGEIGCA
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CAGCATCTTTCTGGAAGGCCACACCTTCCTCETGCGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGARAT CAGCCCTATCACCTTCC
TGACCGCCCAGACACTGCTGATGGACCTGEGCCAGTTCCTGCTGTTTTGCTACATCAGCAGCCACCAGCACGACGGCATG
GAAGCCTACGTGARGGTGGACAGCTGCCCCGAGGAACCCCAGCTGCGGATSAAGAACAACGAGGAAGCCGAGGACTACCA
CGACGACCTGACCGACAGCGAGATCGACGTCGTGEGCTTCGACGACGACAACAGCCCCAGCTTCATCCAGATCAGAAGCG
TGGCCAAGAAGCACCCCAAGACCTGGGTGCACTATATCGCCGCCGAGGAAGAGGACTGGGACTACGCCCCTCTGGTGCTG
GCCCCCGACGACAGAAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACRAT GGCCCCCAGCGGATCGGCCGCAAGTACAAGARAGTGLG
GTTCATGGCCTACACCGACGAGACATTCAAGACCAGAGAGGCCATCCAGCACGAGAGCGCCATCCTEGGLCCCCTGCTET
ATGGCGAAGTGGGCGACACCCTGCTGATCATCTTCAAGARCCAGBCCAGCCGGCCCTACAACATCTACCCCCACGGCATC
ACCGACGTGCGGECCCCTGTACAGCAGACGGCTGCCCAAGGGCGTGAAGCACCTGAAGGACTTCCCCATCCTGCCCGGTGA
GATCTTCAAGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAAGATGGCCCCACCAAGAGCGACCCCAGATGCCTGACCCGGTACTACA
GCAGCTTCGIGAACATGGAACCGGGACCTEGCLTCCGGGCTGATCGCCCCTCTGCTCATCTGCTACAARGAAAGCGTGGAC
CBRGCGGGGCAACCAGATCATGAGCGACAAGCGCAACGTGATCCTGT TCAGEGTGTTCGATGAGAAT CGGTCCTGGTACLCT
GACCGAGAATATCCAGCGGETCCTGCCCAACCCTGCCGGCGT GCAGCTGGAAGATCCCGAGTTCCAGGCCAGCARCATCA
TGCACTCCATCARTGGCTACGTGTTCGACAGCCTCCAGCTGAGCGTGTGCLTGCACGAGGTGGCCTACTGGTACATCLTG
AGCATCGGCGCCCAGACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCAGCGGCTACACCYT CAAGCACAAGATGGTGTACGAGGATAC
CCTGACCCTGTTECCCTTCTECCEGCGARACCEIGTTCATGAGEAT GGARAACCCEGGCCTGTGGATTCTGGEETGCCACA
ACAGCGACTTCACARACCGGGGCATGACCGCCLTGCTGAAGGT GTCCAGCTGCGACAAGAACACCGGCCEACTACTACGAG
GACAGCTATGAGGACATCAGCGCCTACCTGCTGAGCAAGAACAACGECATCGAGCCCAGATCCTTCAGCCAGAACCCECC
CGTGCTGAAGCGGCACCAGAGAGAGATCACCCGGACCACCCTGCAGTCCGACCACGARGAGATTGATTACGACGACACCA
TCAGCCTCCACATCARCAAAGNCCAT Y TCGACATCTACGNCCACCACSACAACCACAGCCCCCCCTCCTTCCAGNACARA
ACCCGGCACTACTICATTGCCGCCGT GGAARGACTGT GEBGACTACGGEATGAGCAGCAGCCCCCACGTGCTGCGGAACAG
AGCCCAGAGCGGCAGCGIGCCCCAGTTCAAGARAGTGGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCYGT
ATCEGGECGAGCTCARACCAGCACCTCGGACTGCTGGGACCTTACAT TAGAGCCCACGGTCGRAAGATAACATCATGGTCACC
TTCAGAARCCAGGCCTCCAGACCCTACAGCTTCTACAGCAGCCTGATEAGCTACCAAGAGGACCAGCCGCAGGGEGCEGA
ACCCCEGAAGAACTTCETGAAGCCCARCGAGACTAAGACCTACTTCT BGAAGGTGCAGCACCACAT GGCLECLACAARGE
ACGAGTTCGACTGCAAGECCTGGGCCTACTTCTCCGATGEGBACCTGEAAMAGGACGTGCACTCTGGCCTGATTGGACCT
CTGCTCETCTGCCACACCRACACCCTGARCCCEGCCCALGGCCGGCAGGTCACAGTGCAGGAATTTGCCCTIGTTETTCAC
CATCTTCGATGAGACAAAGAGCTGGTACTTCACCGAGAACATGGAAAGAARCTGTAGAGCCCCITGCARCATCCAGATGEG
AAGATCCTACCTTCARAGAGAACTATCGGTTCCACGCCATCAACGGCTACATCATGGACACCCTGCCCGGCCTGETCATG
GCCCAGGATCAGAGAATCCGGTGGTATCTCCTCAGCATGGGCAGCAACGAGARCATCCACAGCATCCACTTCAGCGGCCA
CGTGTTCACAGT GCGGRAGARAGARGAGTACAAGATGGCCCTGTACARCCTGTACCCCGGCGTGTTCGAGACAGTGGARA
TGCTGCCCAGCRAGGCEGGCATCTGECGEETGGARTETCTGATCGCCCAGCATCTGCACGLCCCGRAATGAGCACCCTGTTT
CTGGTGTACAGCAACAAGTGECCAGACCCCTCTGGGCATGGCCAGCGGCCACATCCGEGGACTTCCAGATCACCGCCTCCGG
CCAGTACGGCCAGTGGGCCCCTAAGCTGGCCCGGCTCCACTACTCCGGAT CTATCARCGCCTGGTCCACCARAGACCCCT
TCAGCTGGATCAAGGTGGACCTGCTEGCCCCTATGATCAT CCACGGAATCAAGACCCAGGGCGCCAGACAGAAGTTCAGC
AGCCTGTACATCAGCCACTTCATCATCATGTACAGECTGGACGGCAAGAAGTGGCAGACCTACCEGGECAACAGCALCCGG
CACCCTGATGGTGTTCTTCGGCAACCTSGACAGCAGCGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCECCCATCAT TGECCGGT
ACATCCGGCTGCACCCCACCCACTACAGCATCCGGTCCACCCTGCGGATGGAACTGATGGGCTGCGACCTGRAACTCTTGC
AGCATGCCECTCEGCAT GGAAAGCAAGGCCATCAGCGACCCCCAGATCACAGCCAGCAGCTACT TCACCAACATEITCGE
CACCTGGICCCCARAGCARRAGCCCGCCTGCATCTCCAAGGCACGAAGCAATGCCTGGLCGGCCTCAGGTCAACAACCTCARAT
AATGGCTCCAGGT GGACT TTCAGAARACCATGARGGTCACAGECETGACCACCCAGCGCETGARRAGCCTGCTGACCTCT
ATGTACGTCARAGAGTTCCTCATCACCAGCAGCCACCACGEEEACCACTGGACCCTCT TCTTTCACAACGGCARACTCAR
AGTGTTCCAGGGCARCCAGGACTCCTTTACCEECGTGETCAACTCTCTAGACCCTCCACTGCTGACCAGATACCTGAGAA

TCCACCCTCAGTCCTGGGTGCACCAGATYGCCCTGAGAATGGAAGTGCTGGGATGCGAGGCCCAGGAT CTGTACTGATAA
CTCGAGTCGACTTAATTAA
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SEQ ID NO: 3 — Secuencia de nucleétidos que codifica FVIII BDD "parental"

ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTETCTETCCCTTTTGCGATTCTGETTTAGTGCCACCAGAAGATACTACCTGEG
TGCAGTGGAACTGTCATGGGACTATATGCARAGT CATCTCGGT GAGCTGCCTGTGEACGCAAGATTICCTCCTAGAGTGC
CAAAATCTTITCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATTCACGGATCACCTTTTCAACATC
GCTAAGCCAAGGCCACCCTGGATGGEGTCTGCTAGCTCCTACCATCCAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACT
TAAGAACATGGCTTCCCATCCTGTCAGTCTTCATCCTETTGGIGTATCCTACTGCARAGCTTCTGAGGGAGCTGAATATG
ATGATCAGACCAGTCARAGGGAGAAAGAAGATGATAAAGTCTTCCCTGGTGGAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTG
AAAGAGAATGGTCCAATGGCCTCTGACCCACTGTGCCTTACCTACTCATATCTTTCTCATGTGGACCTGGTAAAAGACTT
GAATTCAGGCCTCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAAGGGAGT CTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCTTGCACAAAT
TTATACTACTTTTTGCTGTATT TGATGAAGGGARAACTTCGGCACT CAGAAACARAGAACT CCTTGAT GCAGGATAGGGAT
GCTGCATCTGCTCGGEECCTGGCCTARAATGCACACAGTCAATGGTTATGTAARACAGGTCTCTGCCAGGTCTGATTGGATS
CCRACAGGARATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGCGCACCACTCCTGAAGTGCACTCAATATTCCTCGAAGGTCACA
CATTTCTTGTGAGGRACCATCGCCAGGEGTCCTTGGARATCTCGCCAATAACTTTCCTTACTGCTCARACACTCTTGATG
GACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTTGTCATATCTCTTCCCACCAACAT GATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAG
CTGTCCAGAGGAACCCCAACTACGAAT GARAAATAATGARGAAGCGGAAGACTATGATGATGAT CTTACTGATTCTGAAA
TGGATGTGGTCAGGTTTGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAGCAT CCTAARACT
TGGGTACATTACATTGCTGCTGAAGAGEAGGACTGGGACTATGCTCCCTTAGT CCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATAR
AAGTCAATATTTGARCAATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGRAAGTACAARARAGTCCGATTTATGGCATACACAGATGARA
CCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCAGCATGAATCAGGAAYCTTGGGACCTTTACTTTATGGGGAAGTTGGAGACACACTG
TTGATTATATTTAAGAAT CAAGCAAGCAGACCATATAACATCTACCCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTATTC
BAGGAGATTACCAAAAGGTGTAAARCATTTGAAGGATTTTCCAATTCTGCCAGGAGAAATATTCAAATATAAAT GGACAG
TGACTGTAGAAGATGGGCCAATTAAATCACATCCTCGETGCCTGACCCGCTATTACTCTAGT TTCGTTAATATGGAGAGA
GATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCAAAGAGGAAACCAGATAATGTC
AGACAAGAGGAATGTCATCCTGTTTTCTGIATTTCATGAGAACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACAACGCTTTC
TCCCCAATCCAGCTGGAGTCCAGCTTGAGCATCCAGAGTTCCARGCCT CCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTT
TTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTTTGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGGAGCACAGACTGACTT
CETTTCTGTCTTCTTCTCTIGGATATACCTTCAAACACAAAATGGT CTATGAAGACACACTCACCCTATTCCCATTCTCAG
GAGAAACTGTCTTCATGT CGATGGARAACCCAGGTCTATGGATTCTGGGGTGCCACAACTCACGACTTTCCGAACAGAGGC
ATSACCGCCTTACTGARGGTTTCTAGTTGTGACAAGAACACTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATTTCAGC
ATACTTGCTGAGTAARAACAATGCCATTGAACCAAGAAGCTTCTCTCARAACCCACCAGTCTTGAARCGCCATCAACGGG
AAATAACTCGTACTACTCTTCAGTCAGATCAAGAGGAAATTGACTAT GATGATACCATATCACTTGAAATGAAGAAGGAR
GATTTTGACATTTATGATGAGGATGAARATCAGAGCCCCCGECAGCT TTCAAAAGESANCACGACACTATTTTATTGCTGC
AGTGGAGAGGECTCTGGGATTATCCGATGAGTAGCTCCCCACAT GTTCTARGARAACAGGCGCTCAGAGTGGCAGT GTECLTC
AGTTCAAGAAAGTTGTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTI TACTCAGCCCTTATACCGTGCAGAACTAAATGARCAT
TTGGGACTCCTGGGGCCATATATAAGAGCAGAAGTTGAAGATAATATCATGGTAACTTTCAGAAATCAGGCCTETCETCC
CTATTCCTTCTATTCTAGCCT TATTTCTTAT GAGGRAGATCAGAGGCAAGGAGCAGAACCTAGRAARAACTTTGTCRAAGC
CTAATGAAACCAAAACTTACTITTTGGARAGTGCAACAT CATATGGCACCCACTARAGATGAGTTTGACTGCARAGCCTGG
GCITATTTCTCTGATGTTGACCTGGAARAAGATGTSCACTEAGGECCTGATTGGACCCCTTCTGETCTGCCACACTAACAC
ACTGARACCCTGCICATGGGAGACAAGTGACAGTACAGCGARTTTGCTCTGTTT TTCACCAT CTTTGATGAGACCARAAGCT
GGTACTTCACTGARAATATCCAAAGARACTGCAGGECTCCCTGCAATATCCAGATGGAAGATCCCACTT T TARAGAGAAT
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TATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACTACCTGGCTTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATG
GTATCTGCTCAGCATGGGCAGCAATGAAAACATCCATTCTATTCAT TTCAGTGGACATGIGTTCACTGTACGAAAANRAG
AGGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCCAGCTGTTTTTGAGACAGTGGAAATGTTACCATCCARAGCTGGAATT
TGGCGGGTGGAATGCCTTATTGGCCAGCATCTACATGCTGGCATGAGCACACTT TTHCTGGTGTACAGCAATAAGTGTCA
GACTCCCCTGGGAATGGCT TCTGGACACATTAGAGAT TTTCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAGTGGGCCCCAA
AGCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTTTCTTGGATCAAGGTGGATCTG
TTGGCACCAATGATTATTCACGGCATCAAGACCCAGGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTAT
CATCATGTATAGTICTTGATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGARATTCCACTGGAACCTTAATGGTCTTCTTTGGCA
ATGIGGATTCATCTGGGATAAAACACAATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTCGATACATCCGTTTGCACCCAACTCAT
TATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGTGATTTAAATAGT TGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAG
TAAAGCAATATCAGATGCACAGATTACTGCTTCATCCTACT TTACCAATATGTTTGCCACCTGETCTCCTTCAARAGCTC
GACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATGCCTGGAGACCTCAGGTGAATAATCCARAAGAGT GGCTGCAAGTGGACTTCCAG
ALGACAATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTCAGGGAGTAAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAARGGAGTTCCTCAT
CTCCAGCAGTCAAGATGGCCATCAGCTGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTT TCAGGGAAARTCAAGACT
CCTTCACACCTGTGGTGAACTCTCTAGACCCACCGTTACTGACT CGCTACCTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCAC
CAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTTCTGGGCTGCGAGGCACAGGACCTCTAC

SEQ ID NO: 4 — Secuencia de aminoacidos de FVIII| BDD

ATRRYYLGAVELSKDYMOSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNT SVVYKKTLFVEFTDHLFNITAKPREPWMGLLGPT IQAEV
YDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVEFPGGSHTYVWQVLIKENGPMASDPLCLTYSYLS
HVDLVKDLNSGLIGALLVCREGSLEAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNR
SLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEI SPITFLTAQT L. UMDLGQFLLFCHISSHQHDGM
EAYVKVDSCPEE PQLRMKNNEEAEDYDDPDLTDSEMDVVREDDDNS PSFIQIRSVAKKHPKTWVHY IAAEEEDWDYAPLVL
APDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYRKVRFMAYTDETFKTR¥AIQHE SGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGT
TDVRPLYSRRLPKGVKELKDEPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSEVNMERDLASGLIGPLLICYKESVD
QRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQILEDPEFQASNIMHSINGYVFEDSLQLSVCLHEVAYWYTL
SIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPEFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYE
DSYEDISAYLLSKNNAIEPRSESQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDY D TISVEMKKEDEDIYDEDENQS PRSFQKK
TREYFIAAVERLWCYGMS SSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVEFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMYVT
FRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRENFVKPNETKTY FWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDILEKDVHSGLIGP
LLVCHTNTLNPAHGRQVIVQEFALYFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGY IMDTLPGLVM
AQDQRIRWYLLSMGSNENIHS FH¥SGHVFIVRKKEEYKMAL YNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLE
LVYSNRKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGOWAPKLARLHY SGSINAWSTKE PESWIKVDLLAPMITHGEKTQGARQKES
SLYISQFITIMYSLDGKEKWQTYRGNSTGT LMVEFFGNVDSSGIKHNIENPPIIARY IRLHPTHYSTRSTLRMELMGCDLNSC
SMPLGMESKAISDAQITASIY FTNMEATWSPSKARLHLQGRSNAWRPOQVNNPRKEWLOVDFQRTMKVTGVTITQGVKSLLT S
MYVKEFLISSSQDGHOWTLEFONGKVKVIFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPOSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY

SEQ ID NO: 5 - Secuencia de nucleétidos MAR/ARS
ATATTT

SEQ ID NO: 6 - Secuencia de nucleétidos MAR/ARS
AAATAT

SEQ ID NO: 7 - Posible sitio de corte y empalme
GGTGAT

SEQ ID NO: 8 - Secuencia desestabilizante

ATTTA

SEQ ID NO: 9 - Secuencia desestabilizante

TAAAT

SEQ ID NO: 10 - Secuencia de poli-T
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TTTTTT

SEQ ID NO: 11 - Secuencia de poli-A
AAAAAAA

SEQ ID NO: 12 - Sitio de unién al promotor
TATAA

SEQ ID NO: 13 - Sitio de unién al promotor
TTATA

SEQ ID NO: 14 - Elementos de secuencia rica en AU (ARE)
ATTTTATT

SEQ ID NO: 15 - Elementos de secuencia rica en AU (ARE)
ATTTTTAA

SEQ ID NO: 16 - Secuencia consenso de Kozak
GCCGCCACCATGC

SEQ ID NO: 17 - Péptido CTP
DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL
SEQ ID NO: 18 - Péptido CTP
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ

SEQ ID NO: 19 - Secuencia central de péptidos de unién a albimina
DICLPRWGCLW

SEQ ID NO: 20 - Secuencia PAS
ASPAAPAPASPAAPAPSAPA

SEQ ID NO: 21 - Secuencia PAS
AAPASPAPAAPSAPAPAAPS

SEQ ID NO: 22 - Secuencia PAS
APSSPSPSAPSSPSPASPSS

SEQ ID NO: 23 - Secuencia PAS
APSSPSPSAPSSPSPASPS

SEQ ID NO: 24 - Secuencia PAS
SSPSAPSPSSPASPSPSSPA

SEQ ID NO: 25 - Secuencia PAS
AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA

SEQ ID NO: 26 - Secuencia PAS
ASAAAPAAASAAASAPSAAA

SEQ ID NO: 27 - Longitud completa de la secuencia de nucleétidos del factor de von Willebrand
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ATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGEGETGCTGCTTGCICTGECCCTCATTTTGCCAGGGACCCTTTGTGCAGAAGGAACTCGCGGCAS
GTCATCCACGGCCCTACTAAGGACGGTCTAAACGGCCCCACGACGAACGAGACCEGGAGTARAACGGTCCCTGGGAAACACGTCTT
CCTTGAGCCCCGTCCAGTAGSTGCCGGGCATGCAGCCTTTTCGCARGTGACTTCOTCAACACCTTTGAT SGGAGCATGTACAGCTT
TGCGGGATACTGCAGTTACCT CCTGGCAGGGGGCT SCCACARCTACGTCGGAARRAGCCTTCACTGAAGCAGTTGTGGARACTACCC
TCGTACATGTCGAAACGCCCTATGACGTCAATGGAGGACCGTCCCCCGACGGTCTTACGCTCCTTCTCGATTATTGGGGACTTCZA
GAATGGCAAGAGAGTGAGCCTCTCCGTGTATCTTGSGCAATTTTTTGACATCCATTTGTTTGTCAATGGTTGCGAGGAAGAGCTAA
TAACCCCTGAAGGTCTTACCGTTCTCTCACTCGGAGAGGCACATAGAACCCCY TAARNAACTGTAGCTARACAARCAGTTACCAAC
CGTGACACAGGGGGACCAAAGAGTCTCCATGCCCTATGCCTCCAAAGGGCTGTAT CTAGAAACTGAGGCT GGGTACTACAAGCTGT
CUGGTGAGGCCTTGGCCACTETGTCCCCCTGGTTTCTCAGAGGTACGGGATACGGAGGTTTCCCGACATACATCTTTGACTCCGALC
CATGATGTTCGACAGGCCACTCCGGAATGGCTITGTGGCCAGGATCGATGECAGCGGCAACTTTCAAGTCCTGCTGTCAGACAGAT
ACTTCAACAAGACCTIGCEGECTGTGTGGCAACTTTAACAT TACCGAAACACCEETCATAGCTACCGTCGLCGTTGAAAGTT CAGGA
CGACAGTCTGTCTATGARGTTGTTCTGGACGCCCGACACACCGTTGARATTGTACTTTGCTGARGATGACTTTATGACCCARGARG
GGACCTIGACCLICGEACCCITATGACL "IGCCAALL CATGGECICLGAGCAG LI GCGAGAACAGIGETCTCAAACGACTICLACTGRAA
ATACTGGGTTCTTCCCTCCAACTGGACCCTGGCAATACT GAAACCGGTTGAGTACCCGAGACTCCTCACCTCTTGT CACCACAGAAC
GGGCATCTCCTCCCAGCAGCTCATGCAACATCTCCTCTGGGGAAATGCAGAAGGGCCHBTGGGAGCAGTGCCAGCT TCTGARGAGT
ACCTCGGTGTCTTGCCCGTAGAGGAGGGTCGT CGAGTACGTTGTAGAGGAGACCCCTTTACGTCT TCCCEGACACCCTCGTCACEG
TCGAAGACTTCTCGTGGAGCCACATTGCCCGCTGCCACCCTITGCTGSACCCCGAGCCTTI TGTSGCCCTCTGTGAGARGACTTTG
TGTGAGTGTGCTGEEEEECTCEAGEGLGLUCLIECCUTGLCAACTGGUGACGETGEGEAGACCALCYEEGELTCGGAAAACACCGEGALA
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CACYCTTCTGAAACACACTCACACGACCCCCCGACCTCACGCGGACGGGACGCCTCCTGGAGTACGCCCGGACTCTGTGCTCAGGAG
GGAATGGTCCTGTACGGCTGGACCGACCACAGCGCGTGCAGCCCAGTGTGCCCTHCTGGTATGCAGGGAGGACTTCATCCGGGCCT
GGACACGSEGTCCTCCCTTACCACGACATGCCGACCTGGCTGGTGTCGCGCACGTCGGGT CACACGGGACCGACCATACCTCTATAGG
CAGTGTGTGTCCCCTTGCGCCAGGACCTGCCAGAGCCTGCACATCAATGAAATGTGCTCAGGAGCGATGCGTGGATGGCTGCAGCTG
CCCTGAGGATATCCGTCACACACAGGGGAACGECGGT CCTGGACGGTCTCGCGACGTGTAGTTACTTTACACAGTCCTCGCTACGCAC
CTACCGACGTCGACGGGACTCCGACAGCTCCTGGATGAAGGCCTCTGCGTGGAGAGCACCGACTGTCECCTGCGTGCATTCCGGAAA
GCGCTACCCTCCCSGECACCI'CCCTCTCTCGAGACTGC LG TCGAGGACCTACTTCCGEAGACELACCI'CTCETGGCTCACAGGGALG
CACGTAAGGCCTTTCECGATGEGAGGRCCEGTGEAGGGAGAGAGUTCTGACCAACALCTGCATTTGCCGAAACAGCCAGTGGATCTG
CAGCAATGAAGAATGTCCAGGEGAGTGCCTTGTCACTGGTCAATCCCACTTCAAGAGCTTTGACGTTGTGGACGTARACGECTTTG
TCGGTCACCTAGACGTCCETTACT T CT TACAGGTCCCCTCACGCGAACAGTGACCACGTTAGEETGAAGT TCTCGARACTGAACAGATA
CTTCACCTTCAGTGGGATCTGCCAGTACCTGCIGGCCCGGGATTGCCAGGACCACTCCTTCTCCATTGTCATTGAGACTGTCCAGT
GTGCTGTTGTCTAT CAAGEGGRAAGTCACCCTAGACGGTCAT GGACGACCGEGCCCTAACGCTCCT GGTGAGCAARGAGGTARCAGTA
ACTCTGACAGGTCACACGACATGACCGCGACGCTGTGTGCACCCSCTCCGTCACCGTCCEECTGCCTGGCCTGCACAACAGCCTTG
TGAAACTGAAGCATGGGGCAGCGAGTTGCCATGEGATACT SGCECTGCGACACACGTGGGCGAGGCAGTGGCAGGCCGACGGACCGGA
CGTGTTGTCGGAACACTTTGACTTCGTACCCCGTCCTCAACCGTACCTTGGCCAGGACATCCAGETCCCCCTCCTGRAAGGTGACC
TCCGCATCCAGCATACAGTGACGGCCTCEGIGCGCLTCAGCTACGEGEAGGACCTGCAGATGACCEGETCCTGTAGGTCGAGGGGGA
GGACTTTCCACTGGAGGCGTAGGTCGTATGTCACTGCCEGAGGCACGCGGAGTCGATCCCCCTCCTGGACGTCTACGACTGGGATG
GCCGCGGGAGGCTGCTGGTGAAGCTGTCCCCCETCTAL GECGGGAACACETGCGGLCIGTETGGGAA TACAATGGCAACCAGGGL
GACGCTGACCCTACCGGEGCECTECGACGACCACTTCCACAGGRGRCAGATACGGLCCTTETRGACGCCGGACACACCCTTAATGT
TACCGTTGGTCCCBCTGCACTTCCTTACCCCCTICTGGGLTGGCRGAGCCCCEGETGGAGGACTTCGGGAACGCCTGGAAGCTGCAC
GGGGACTGCCAGGACCTGCAGAAGCAGCACAGTGAAGGAATGEGEEAGACCCGACCGYCTCGGGGCCCACCTCCTGRAAGCCCTTGC
GGACCTTCGACGTGCCCCTGACGGTCCTGGACGTECTTCETCGTGTCCGATCCCTGCGCCCT CAACCCGCGCATGACCAGGTTCTCC
GAGGAGGCGTGCGCGGTCCTGACGTCCCCCACATTCCGAGGCCTGCCATCGTGCCGTCAGCGCTAGGGACGCGGGAGTTGGGCGCGT
ACTGGTCCAAGAGGCTCCTCCGCACGCGCCAGGACTGCAGGEGGTCTAAGCTCCGGACGGTAGCACGGCAGTCGECGCTGCCCTAC
CTGCGGAACTGCCGCTACGACGTGTGCTCCTGLTCGGACGBLLCGCGAGTGCCTGTGCGGCGCCCTGGCCAGCTATGCCGCGGCCTG
CGGGCGACGGGATGGACGCCT TGACGGCGATGCTGCACACGAGGATGAGCCTGCCGGCGCT CACGGACACGCCGCGGGACCGGTCG
ATACGGCGLLCGGACGCCGGEGAGAGGLGTGCGLGTCGCETGECGECEAGCCAGGCCGCTGTGAGCTGAARCTGCCCGARAGGCCAGGT
GTACCTGCAGTGCGGGACCCCCTGCARCCTGCCCCTCTECCCACGCGCAGCGCACCGEGCTCGETCCGGCGACACTCGACTTGACE
GGCTITCCGGEICCACATGGACGTCACGCCCIGEGEEACEYTGEAGACE L GCCCLTCICICICTTACCCGGATGAGGAAT GCARTGA
GGCETGCCTGGAGGGCTGCTTCTGCCECCCAGGGCTUTACATGGATGAGAGGCGGGACCTGGACGGCCAGAGAGAGRATGGGCCTA
CTCCTTACGTTACTCCCGACGGACCTCCCGACGARGACGGGEGGTCCCGAGATGTACCTACTCTCCCCCCTETGCGTGLCCARGGT
CCASTGCCCCTGTTACTATGACGGTGAGATCTTCCAGCCAGAAGACATCTTCTCAGACCATCACACCATGTCCTACTGTGAGGATG
ACGCACGGGTTCCGGGTCACGGGGACAATGATACTGCCACTCTAGAAGCTCGCTCTTCTGTAGAAGAGTCTCGTAGTGTGGTACAC
GATGACACTCCTACGCTTCATGCACTGTACCATGAGTGGACTCCCCGGAAGCTTGCTGCETGACGCTCTCCICAGCACTCCCCTET
CTCATCCCAGCAAAAGCAGCCTATCCTCCGAAGTACCTGACATCGCTACTCACCTCAGECGCCTTCGAACGACGGACTCCGACACGA
GTCGTCAGGGGACAGAGTAGCGTCGTTTTCCTCGGATAGGACTCGGCCCCCLATGET CARGCTGGTGTETCCCGCTGACAACCTEL
GGGLTGAAGGGCTCCGAGTGTACCAARAACCTGCCAGAACTATGACCTGCGAGT GCATCACCCGGGGGGTACCAGT TCGACCACACAGG
GCGACTGTTGGACGCCCGACT TCCCGAGCTCACATGGTTTTGCACGGTCTTGATACTGGACCTCACGTACAGCATGGECTGTGICT
CTGGCTGCCTCTGCCCCCCEEECATGETCCGGCATGAGAARCAGATGTGTGGCCCTGGARAGGTGTCCCTGETTCCATCAGGGEATC
GTACCCGACACAGAGACCGACGGAGACGGGGGGCCCGTACCAGGCCGTACTCTTGTCTACACACCGGGACCTTTCCACAGGGACGA
AGGIAGLCCCETAGGAGIAT GCCCCIGGAGAARCAG TGAAGAT 'GGCTGCAACACTTGTG CIEICGEGACCGEAREIGGAALTEE
ACAGACCATGTGTGTGATGCCACGTGTCCTCATACGGGGACCTCTTTGT CACTTCTARCCGACGTTGTGAACACAGACAGCCLCTGG
ECTICACCTTGACGTGTCTGEGTACACACACTACGEGTGCACCTCCACGATCGGCATGGCCCACTACCTCACCTTCGACGGGCTEAAA
TACCTGTZCCCCCEGEAGTGCCAGTACGTTCTGGTGCAGGATTACTGCGGCAGTGAGGTGCTAGCCGTACCGGETGNTGGAGTCGA
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AGCTGCCCGAGTTTATGGACAAGGGGCCCCTCACGET CATGCAAGACCACGTCCTAATGACGCCGTCAAACCCTGGGACCTITCGG
ATCCTAGTGGGGAATARGGGATGCAGCCACCCCTCACTGAAATGCAAGAAACGGGTCACCATCCTGEGTGGAGGGAGGAGAGATTGE
GACCCTGGAARAGCCTAGGATCACCCCTTATTCCCTACGTCGGTCGCGAGTCACTTTACGTTCTTTGCCCAGTGGTAGGACCACCTC
CCTCCTCTCTTTGAGCT G TTCGACGGGGAGGT GAATCTGARGAGCGCCCATGAAGGATGAGACT CACT TTGAGGTGGTGEAGTCTGG
CCGGTACATCATTCTGCTGCTGGGAACTCGACRAACTGCCCCTCCACTTACACTTCTCCGGGTACTTCCTACTCTGAGTGARACTC
CACCACCTCAGACCGGCCATGTAGTAAGACGACGACCCCARAGCCCTCTCCETGGTCTGGGACCECCACCTGAGCATCTCEGTGGT
CCTGARGCAGACATACCAGGAGAAAGTGTGTGECCTGTGTGGGAATTITGATGTTTCGGGAGAGGCACCAGACCCTGECGETGGAL
TCGTAGAGGCACCAGGACTTCGTCTGTATGGTCCTCTTTCACACACCECGACACACCCTTAAAACTAGGCATCCAGAACAATGACCT
CACCAGCAGCRACCTCCAAGTGGAGGARAGACCCTGTGGACTTIGGGAACTCCTGGAAAGTGAGLCTCGCAGTGTGCTSACACCGTAG
GTCTTGTTACTGGAGTGGTCGTCGT TGGAGGTTCACCTCCTTCTGEGACACCTGAAACCCTTECAGGACCT TTCACTCGAGEGT CAC
ACGACTGTCCAGAAAACTCCCTCTGGACTCATCCCCTGCCACCTGCCATAACAACATCATGARCCACGACGATGGTGGATTCCTCCY
GTAGAATCCTTACCAGTGACGTGGTCTTTCCACGGAGACCTGAGTAGGGGACGGTGGACGGTATTGTTGTAGYACTTICGTCTGCTA
CCACCTAAGGAGGACATCTTAGGAATGGTCACTGCACTTCCAGGACT GCAACAAGCTGGTGGACCCCGAGCCATAT CTGGATGTCT
GCATTTACGACACCTGCTCETGTGAGT CCATTGGEGACTGCGECTECTTCGAAGGTCCTGACGTTGTTCGACCACETGGGGCTCGEE
TATAGACCTACACACGTAAATGCTGIGGACGAGGACACT CAGETAACCCCTGACGCEGACGAAGTGCGACACCATTGCTGCCTATG
CCCACGTGLGUGCCCAGCATGGCAAGGTGET BACCIGCAGGACGEGLLACAT TG I'GCCCCCALAGCI GELACGAGAGGRACLLIG LG
GTAACGACGGATACGGGTGCACACACGGETCECTACCGTTCCACCACTGGACCTCCTGCCGETETAACACGGGEGTCTCGACGCICE
TCTCCTATCTCCEGGAGAACGGGTATGAGTGTGAGTGGCGCTATAACAGCTGTGCACCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCACCCT
GAGCCACTGGCCTGCCCTGTTAGAGGCCCTCTTGCCCATACT CACACTCACCGTUGATATTGTCGACACGTGGACGGACAGTTCAGT
GCACAGTCGTGGEACT CCCTGACCGEAECCOACAGCACTETGTGEGAECCCTGCCATGCCCACTGCCCTCCAGECGANMNMTCCTGEAT
GRAGCTTTIGCAGACCTGCGTTGACCCTCAAGACTGTCCAGTGTGTGAGLGTCACACACCTCCCGACGGTACGGGTGACGGGAGETC
CCTTTTAGCACCTACT CGAAAACGTCTEGACECARCTGGGACTTCT GACAGGTCACACACTCGTGGCTGECCGGCGTTTTGCCTICA
GCGAANGAARCTCACCTTCGAATCCCAGTCACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTCATGTTGTCAACCTCACCTCACCGACCGG
CCGCAAMNACGGAGTCCTTTCTTT CAGTGGAACTTAGGET CACTGGGACTCGTCACGGTCTARACSGTGACACTACAACAGTTSCAG
TGGAGTGRAGCLCTGCCAGGAGCCEGEAGECCTEGTGETCECTCCCACAGATGCCCCGETGAGCCCCACCACTCTGTATGTGGAGGA
CATCTCGSARCCEECETTCACTTCGGACGGTCCTCGGCCETCEGGACCACCACGGAGEGTETCTACGGEGCCACTCGGGETGETGA
GACATACACCTCCTGTAGAGCCTTGGCEGCARGCACGAT TTCTACTGCAGCAGGCTACTGGACCTGGTCTTCCTGCTGGATGSCTC
CTCCAGGCTGTCCGAGGCTGAGTTTGAAGTGCTGAAGGCCTTTGTGCGT GCTARAGATGACGTCGTCCCATGACCTGGACCAGAAG
GACGACCTACCGAGGRGGTCCGACAGGCTCCGACTCAAACTTCACGACT TCCGGARACACGTGGRCAYGATGGAGCGGCTGCGCAT
CTCCCAGAAGTGEETCCGCGTGECCETGGTGGAGTACCACGACGGLTCCCACGECTACATCGGGCTCAAGGACCCACCTGTAZTAC
CTCGCCGACGCGTAGAGGGTCTTCACCCAGGBCGCACCEECACCACCTCATGGTGCTGCCGAGGGTGCECATGTAGCCCGAGTTCCET
GGGGAAGCGACCETCAGAGCTGEGGCGCATTGCCAGCAGGTGAAGTATGCGSGCAGCCAGGTGECCTCCACCAGCGAGGTCTTGA
AATACACACTGTTCCACCTTCGCTGGCAGTCTCGACGICGCEGTAALCGGTCGGTCCACTTCATACCECCIGTCGGTCCACCGGAGGTG
GTCGCTCCAGAACTTTATGTGTSACAAGGTAATCTTCAGCAAGATCGACCGCCCTGAAGCCTCCCECATCGCCCTGCTECTGATGG
CCAGCCAGGAGCCCCAACGGATSTCCCGGAACTTTGT CCGCTACTTAGARGT CCTTCTAGCTGGCGGGACTT CGGAGGSECTAGEG

TTGTGATCCCGETGEGCATTIGGECCCCATGCCARCCT CARGCAGAT CCGLCTCATCGAGARGCACGCLCCTGCAGGTCCCEEACTT
CTTCTTCTTCCAGTEACACTAGGEGCCACCCETAACCEGGGGTACGETTGRAGT TCGTCTAGGCEGAGTAGCTCTTCGTCCGGGEEAL
AGARCAAGGCCITCGTGCTGCAGCAGTGTGGATGAGCTGCAGCAGCAAAGCCATGAGATCGTTASCTACCTCTGTGACCTTGCCCET
GAAGCCCETCCTCCTCTTGTTCCEGARGCACGACTCGTCACACCTACTCCACSTCGTCGTTTCCCTGCTCTAGCAATCGATGGAGA
CACTGGAACGGGGACTTCGGEGEAGGAGGTACTCTGLCCCCCEACATEGCACAAGTCACTGTGGEECLCEEEELTCTITGLEGETTECS
ACCCTGGEGCCCARGAGGAACT CCATGGTTCTGEATGTGGCCATGAGACCEGEGGCTGTACCCTIGTTCAGTGACACCCEEGLCCLE
AGAACCCOCARRGCTGGEGACCECGGRTTCTCCTTEAGGTACCAAGRCCTACACCGCTTCGTECTGGARGGATEGGACAARATTGGT
GAAGCCGACTTCAACAGGAGCAAGGAGTTCATGGAGGAGGTGATTCAGC CGATGCAT GTGGGCCAGGACARAGCRGGACCTTCCTA
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GCCTGTTITTAACCACTTCGGCTGAAGTTGTCCTCGTTCCTCAAGTACCTCCTCCACTARAGT CGCCTACCTACACCCEGTCCTGTGL
ATCCACGTCACGGTGCTGCAGTACTCCTACATGGTGACCGTGGAGTACCCCTTCAGCGAGGCACAGTCCARAGGGGACATCCTGCA
GCGGEGTGCGAGACGTAGGTGCAGTGCCACGACGT CATGAGGATGTACCACTGGCACCT CATGGGGAAGTCGCTCCETGTCAGGTTT
CCCITGTAGGACGTCGCCCACGCTCTGATCCGCTACCAGGGLGGCARCAGGACCAACACTGEGCTGGCCCTGCGGTIACCTCTCTGA
CCACAGCTTCTTGGTCAGCCAGGGTGACCGGGAGCAGGCGCTAGGCGATGGTCCCGCCETTGTCCTGGTTGTGACTCGACCGGGAL
GCCATGGAGAGACTGGTGTCGARGAACCAGT CGETCCCACTGGCCCTCGT CCGCCCCARCCTGGTCTACATGGTCACCGGARAATEC
TGCCTCTGATGAGATCAAGAGGCT GCCYCEGAGACATCCAGGTGCTGCCCATTCCAGTGGGCCCTAATGGGGTTCGACCAGATGTAC
CAGTGGCCTTTAGGACGGAGACTACTCTAGTITCTCCGACGGACCTCTGTASGTCCACCACGGGTARCCTCACCCGGGATTACCCRAA
CGTGCAGGAGCTGCAGAGGATTGGCTGGCCCAATGCCCCTATCCTCAT CCAGGACTTTGAGACGCT CCCCCGAGAGECTCCTGACC
TGGTGBCTGCAGGTTGCACGTCCTCGACCTCTCCTAACCGACCGGGTI TACGEGGATAGGAGTAGGTCCTGARACTCTGCGAGGGGEC
TCTCCGAGGACTGGACCACGACEIGAGGTGC IGLTCCEEAGAGGEGCIGCAGATCCCCACCLTCICCCCIECACCTGACTGCAGTC
AGCCCCTGGACGTCGATCCTTCTCCTGEGATGGCTCCTCCCTCCACGACGAGGCCTCTCCCCGACGT CTAGGGGTGGGAGAGGGGALG
TGGACTGACGTCGGTCGGGGACCTGCACTAGGAAGAGGACCTACCGAGGAGGAGTTTCCCAGCTTCTTATTTTGATGAAATGAAGA
GTTTCGCCAAGGCTTTCATTTCAAAAGCEARTATAGGGCCTCSTCTICACTCAGGTGTCAGTGETGCT CAARGGGTCGAAGAATARA
ACTACTTTACTTCTCARAGCEGTTCCGARAGTARACTTTTCSETTATATCCCGGAGCAGAGTSAGTCCACAGTCACGACGAGTATG
GAAGCATCACCACCATTGACETGCCATGGAACGTGGTCCCGEAGARAGCCCATTTGCTGAGCCTTGTCGACGTCATGCAGCGGGAG
GGAGGCCCTCATACCTTCATAGT GETGGTAACTGCACGGTALL TTECACCAGGGCCTCTTTCGGETAAACGACTCGGAACACCTEC
AGTACGTCGCCCTCCCTCCCGECAGCCARATCCGGCATGCLTTCGECTTTGCTCGTGCCATACTTGACT TCAGRAAATGCATGETGEC
AGGCCGGGAGCCTCAAAGGCAETGETCATCETGETCEGTCGGTTTAGCCCCTACGGAACCCEESACGACACGCTATGAACTGAAGTC
TTTACCTACCACGGTCCGGCCLCTCGCAGTTTCCGCCACCAGTAGGACCAGACGCGACGTCTCT STGCGATTCAGTGGATGCAGCAGET
GATGCCGCCAGGTCCAACAGAGT GACAGTGTTCCCTATTGEAATTGGAGATCCCTACGATGCAGTGCCTGCAGAGACACCTARGTC
ACCTACGTCGTCGACTACGGCGGTCCAGGTTGTCTCACTGTCACAAGGGATARCCTTAACCTCTAGCCATGCTACGTCCCCAGCTA
CGGATCTTGGCAGGCCCAGCAGGCGACTCCAACGT GG I GARGETCCAGCGAATCGAAGACCTCCCTACCATGGTCACCTIGGGCAA
TTCCTTGGGETCGATGCCTAGAACCGTCCGGETCGTCCECT GAGGTTGCACCACTTCGAGGTCGCTTAGCTTCTGGAGGGATGGTAC
CACTGGAACCCGTITAAGGAACCTCCACAAACT GTCGETCTCCATTTGTTAGGAT TTGCATGGATGAGGATGGGAATGAGARGAGGCC
CGGGBACGTCTGGACCT TGCCAGACCAGTGCCACGEASGTETTTGACACGAGACCTARACAATCCTAARCGTACCTACTECTACCC
TTACTCTTCTCCICCCCCCTCCACACCTGCARACCGTCTCCTCACGGTCACCCTGRACTTCCCAGCCACATEGCCACACCTTCCTGAA
GAGTECATCGGETCAACTGTGACCGEGGEGCTGAGGCCTTCETGCCCTARCAGCCAGTECCLTETGGCACTGAACGGTEGGTCTACCG
GTCTGGAACGACETCTCAGTAGCCCAGTTGACACT GGECECCEACTCCGEAAGCACGEGATTCTCGETCAGGGGACT TAAAGTGGA
AGAGACCTGTGGCTGCCGCTGGACCTGCCCCTEYGTGTECACAGGCAGCTCCACTCGGCACATCGTGACCTTTGATGGGCAGAATT
TCAARATTTCACCTTCTCTGGACACCGACGGCEACCTSGACGGGGACRCACACGTEGTCCGTCCGAGGTGAGCCGTGTAGCACTGGAR
ACTACCCGTCTTAAACGTTGCTGACTCGCAGCTETTCTTATCTCCTATTTCAARACAACCACCACGGACCTCGAGGTGATTCTCCATA
ATGGTGCCTECACCCCTGGAGCAAGGCAGEGCCGACTCACCGTCGACAAGARTACAGCATAARAGT TTTGTTCCT CGTCCTGGACCT
CCACTAAGAGCTATTACCACGGACGTCEGGACCTCGTTCCGTCCCGTGCATGAAATCCAT CGAGGTGAAGCACAETGCCCTETCCG
TCOGAGSTGCACACTGACATGEGAGGTGACGGTGAATGGEAGACTGGTCTCTGTYCCTTACGACGTACTTTAGGTACCTCCACTTCGT
GTCACGGCEAGAGGCAGCTCSACGTGTCACIGTACCTCCACTGCCACTTACCCTCIGACCAGAGACAAGGAATGC TGGGTGGGARCR
TGGAAGTCAACGTTTATGGTGCCATCATGCAT CAGGT CAGATTCAATCACCTTGGTCACATCTTCACATTCACT CCACAARAACAAT
GARCCCACCCTTGTACCTTCAGTTGCARATACCACGGTAGTACGTACTCCAGTCTAAGTTAGTGGARCCAGTGTAGAAGTGTAAGT
GAGGTGTITTGTTACTGTTCCAACTGCAGCTCAGCCCCAAGACTTTTGCT TCAAAGACGTATGGTCTGTGTEGGATCTGTGATGAG
AACGGAGCCAATGACTTCATGCTGAGGGATI CAAGGTTGACGTCGAGTCGGGET T CTGAARACGAAGT TTCTECATACCAGACACAC
CCTAGACACTACTCTTGCCTCGGTTACTGAAGTACGACTCCCTAGGCACAGTCAZCACAGACTGGARAACACTTGTTCAGGRATGE
ACTGTGCRGCEGCCAGGGECAGACGTGLCASCCCATCCTGGAGGAGCAGTGTCTTETCCCLCGTGTCAGTGGTETCTGACCTTTTGTIS
AACARGTCCITACCTGACACGTCGCCGGTCCCGTUTGCACGGTCGGGTAGGACTT CCTCGTCACAGAACAGGCCGACAGCTCCCAC
TGCCAGGTCOTCCTCTTACCACTGTTTGCTGAATGCCACARGGTCCTGGCTCCAECCACATTCTATCCCATITCECAGCAGGACAG
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GECTGTCGAGGGTGACGGTCCAGGAGGAGAATGGTGACARACCACTTACGGTGT TCCAGCGACCEAGGTCGGTGTAAGATACGGTAG
ACGGTCGTCCTGTCTIGCCACCAGGAGCAARGTGTGTGAGGTGATCGCCTCTTATGCCCACCTCTGTCGGACCAACGGGGTCTGCET
TGACTGGAGGACACCTEATTTCTGTGCTAACGGTGGTCCTCGTTCACACACTCCACTAGCGCAGAATACGGGTGGAGACAGCCTGG
TTGCCCCAGACGCAACTGACCT CCTGTGGACTAAAGACACGAATGTCATGCCCACCATCTCIGGTCTACAACCACTGTGAGCATGG
CTGTCCCCGECACTGTEATGGCAACGTGAGCTCCTGTGGECGACCAT CCTCCGAAGTACAGTACGEETSGTAGAGACCAGATGTTG
GTGACACTCGTACCGACAGGGGIIGTGACACTACCGTTIGCACHCGASGACACCCCTGGTAGCGAGGCTTCGCTGTTTCTGCCCTCC
AGATAAAGTCATGTTGCAAGGCAGCTCTGTCCCTGAAGACGCCTGCACTCAGTGCATTGCTCAGCATGSAGTCCAGCACCAGTTCG
ACARAGACGGGAGGTCTATTTCAGTACAACCTTCCGTCGACACAGGGACTTCTCCGGACGTGAGTCACSTAACCACTCCTACCTCA
GGTCGTGGTCAACCTGGRAGCCTGEGTCCCGCACCACCAGECCTGT CAGATCTGCACATCCCTCAGCGEGCGGAAGCTCAACTGCA
CAACGCAGCCCTGCCCCACGGCCAAAGGACCTTCGGACCCAGGGLLTGGTGGTCGGGACAGTCTAGACGTGTACGGAGTCGCCCGC
CTTCCAGTTGACGTGTTGCGTCEGEACGEGETGCCEGTTTGCTCCCACGTGTGGCCTGTGTGAAGTAGCLCGCCTCCGCCAGAATG
CAGACCAGTGCTGCCCCGAGTATGAGTGTGTGTGTGACCCAGTGAGETGTGACCCGAGGGTGCACACCGEACACACTTCATCGGGE
GGAGGCGGTCTTACGTCTGGTCACGACGEGGCTCATACTCACACACACACTGGGTCACTCGACACTGGTGCCCCCAGTGCCTCACT
GTGAACGTGGCCTCCAGCCCACACTGACCAACCCTGGCGAGTGCAGACCCAACTTCACCTGCGUCTGCAGGAAGGAGGACTGACGS
GGGTCACGGAGTGACACTTGCACCGGAGGTCGGETGTGACTGCGTTGGCACCGCTCACGTCTGGGTTGAAGTGGACGCGGACGTCLT
TCCTCCTCACCAARAGAGTGTCECCACCCTICCTIGCCCCCCGCACCGTTTGCCCACCCTTCGGAAGACCCAGTGCTGTGATGAGTAT
GAGTGTGCCTGCAACTGTGTCAACGTTITCTCACAGCGGGTGEGAGGACGEGEGGCETGGCARRACCEGTGGGAAGCCTICTIGGGTCA
CGACACTACTCATACTCACACGGACGTTGACACAGTITGTCCACAGTGAGCTGTCCCCTIGGGTACTTGGCCTCAACCGCCACCART
GACTGTGGCTGTACCACAACCACCTGCCTTICCCGACAAGGTGTGTGTCCACCAGGTGTCACTCGACAGGGGAACCCATGAACCGGA
GTTGGCGGTGGTTACTGACACCGACATGGTGTTGCTGGACGGAAGGGCTGTTCCACACACAGGTGGGAAGCACCATCTACCCTGTG
GGCCAGTTCTGGGAGGAGGGCTGCGATGTGTGCACCTGCACCGACATGGAGGAT GCCGTGATGCGGCCTCCGCGTGGCCCACTTCGT
GGTAGATGGGACACCCGGTCAAGACCCTCCTCCCCACGCTACACACGTGGACGTGGCTGTACCTCCTACGGCACTACCCGGAGGCG
CACCGGGTGTGCTCCCAGAAGCCCTGTGAGGACACCTGTCGGTCGGGCTTCACTTACGTTCTGCATGAAGGCGAGTGCTCTGGAAG
GTGCCTGCCATCTCCCTGTGAGCACGAGGGETCTTCGGGACACT CCTGTCGACAGCCAGCCCGAAGTGAATGCAAGACCTACTTCCG
CTCACGACACCTITCCACGGACGGTAGACGGACACTCGTGETGACTGGCTCACCGCGEGGGGACTCCCAGTECTTCCTGGAAGAGTGT
CGGCTCCCAGTEGGCCTCCCCGGAGAACCCCTGCCTCATCAATGAGTGTGCACCACTIGACCGAGTGGCGLCCCCCTGAGGGTCAGA

TATACAACAAACGAACGTCTCETGCCCCCAGCTECAGGTCCCTGTCTGCCCETCGGECTTTCAGCTGAGCTGTAAGACAGGCTCAC
TTCCTCCTCCACARATATGTTGT TTCCTTGCAGACGACGGGEGT CGACCTCCAGGCACAGACGEGGAGCCCGARAGTCGACTCGAC
ATTCTGCTCAGCGTGCTGCCCAAGCTGTCGCTGTCAGCGCATGGAGGCCTGCATECTCAATGGCACTGTCATTGGGCCCGGGARAGA
CTGTGATGATCGATGTGTGCGAGTCGCACGACGGGTTCGACAGCGACACTCGCGTACCTCCGGACGTACGAGTTACCGTGACAGTA
ACCCGGGCCCTTCTGACACTACTAGCTACACACGACGACCLGCCGCTGCATGGTGCAGCTGGGGGTCATCTCTGGATTCAAGCTGE
AGTGCAGGAAGACCACCTGCAACCCCTGCCCCCTGEGET TACAAGGAAGTGCTGGACGGCGACETACCACGTCCACCCCCAGTAGAG
ACCTAAGTTCGACCTCACGTCCTTCTGGTGGACGTTGGGGACGGGGGACCCAATGTTCCTTCAAAATAACACAGGTGAATGTTGTE
GGAGATGTTTGCCTACGGCTTGCACCAT TCAGCTAAGAGGAGGACAGATCATGACACTGAAGTGTGAT GAGACGCTTTTTATTGTG
TCCACTTACARCACCCTCTACAAACGGATGCCCGAACGTGGTAAGTCGATTCTCCTCCTGTCTAGTACTCTGACTTCGCACTACTCT
GCGACCAGGATGGCTGIGATACTCACTTCTGCAAGGTCAATGAGAGAGGAGAGTACTTCTEGEAGAAGAGGGTCACAGGCTGCCCA
CCCTTTGATGAACACAAGGGT CCTACCGACACTATGAGTGAAGACGTTCCAGTTACTCTCTCCTCTCATGAAGACCCTCTTCTCCC
AGTGTCCGACGCCTGCGAAACTACTTGTCTTCTGTCTTGCTCACGCGAGGTAAAATTATGAAAATT CCAGGCACCTGCTGTGACACA
TGIGAGGAGCCTGAGTGCARCGACATCACTGCCAGGCTGCAGTATGACAGRACGACTCCCTCCATTTTAATACTTTTAAGGTCCGT
GGACGACACTGTGTACACTCCTCGGACTCACGTTGCTGTAGTGACGGTCCGACGTCATACTCARGGT GGGAAGCTGTAAGTCTGAA
GTAGAGGTGGATATCCACTACTGCCAGGGCAAATGTGLCAGCARAGCCATGTACTCCATTGACATCAACGATGTAGTTCCACCCTT
CGACATTCAGACTTCATCTCCACCTATAGGTGATGACGGTCCCGTTTACACGGTCGTTTCGCTACATGCAGCTARCTGTAGTTGCTA
CAGCAGGACCAGIGCTCCTGCTGCTCTCCGACACGGACGGAGCCCATGCAGGTGGCCCTGCACTGCACCAATGGCTCTGTTGTGTA

COCTGCCTLGEETALGTCCACCECBACETGANETGETTA

CCATGAGETTCTCAATCGTCCTGETCACGAGGALCACGAGALETTY
COGAGACAACRCATGETACTCCAAGASTTAGCCAT GGAGT RIARS TOCCCTAGGAAGTGCAGCARGTGA

SEQ ID NO: 28 - Longitud completa de la secuencia de péptidos del factor de von Willebrand (X es cualquier
aminoacido natural)
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TLQBRVREIRYQGGNRTNTGL

GRIQVVPIGVGPNANVOELE

ES 2 848 703 TS

LCAEGTRGRSETARCELFGS
RVSLSVYLOEFFDIHLEVNG

S eraes
DGSGE

TFQVLLSDRYEFNKTCG

ERASPESESCNISSCGEMQKG
LECACPALLEYARTCAQECM
CRERCVDGOSCRPEGQLLIEG
NEECPGECLVTGQSHEKSFED
TRSVIVRLPGLHNELVKIEH
DWDGRGRLIVKLSPVYACGKT
DLORKQHSDPCALNPEMTRES

CLOCALASYAAACAGRGVYRV

IDERGD

DAVLISPLIHE

PPEMVEHENR
HVCDATCETICMARYLIVLG
CHEERVTILVEGGEIELFDG
SVVLKOQTYQERVCGLCGNED <
SEPATCHNNIMEROTMYDSSC
COTIRAYAHBVCAQHGRVVIW
TPLACPVOOVEGURAHCERG
BACCEP
LLDESSRLE
RRIASQVKYAGSQVASTSEV

VOCLKEKEVIVIPVGT

EAEFEVLKAFV *

GPHA
APLAPPPTLYPPDMAQVIVGED
MEEVIQRMDVGQDSIHVTVL
ALRYLEDHSFLVSQGDREQA

RICWPNAPILIQDFETLPRE
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SPAPDCSOQPLIVILLLDGES SFPASYFDEMREFAKAFISK
IDVPWNVVPEEARLLSLY DYV MOREGGPIQIGDALGEFAVREY
TODVSVDEVDARRDAARSNREY TVFPIGIGDRYDARQDLRILA

VTLONGFLHEKLCSGEVRICH DEDGNERREPGDVWITLPDQCH
RGLRPSCPNIQSPVEVEERTC
ERODLEVILHENGRCEFGARQC

NVYGATMHEEVRENHLGHIFTET P

GCRUWTCRPCVCTGSSTRAIVY
CMRSTIEVRHSALIVEXHIZDY
INNEFOLOLSPKT
MLROEGTVTTDWRILVCEWTY QREGOTCQPILEEQCLVPRS

TEYATCOQDSCHDEQVCE

TASYAHLCRTNGVCOVRWRTPR
PRHCDGNVSSCGDHPSEGCY CPPDKVMLEGSCVPEEACTQ ¢

PCQICTCLSGRKVNCITURC PTAKAPTCGLCEVARLRONA

VPHCERGLOPTLTNPGECEY NFTCACRKEECKRVSPPSCP

NCOVNSTVSCPLEYLASTATN DCCCTTTTICLEDKVOVERST

EDAVMGLRVAQUSQKPCEDS CHSGETYVLHEEGECCGRCLE

VOSQWASPENPCLINECVRY KREEVFIQORMVSCPQLEV DV
ERMEACMINGTVIGPGKTVM IDVCTTCROMVOVGVISGETR

TGECCGRCLPTACTIQLEGGE QT

TLERDETLGDGCDTHEC

DEHKCLAEGGRKIMKIPGTICC DICEEPECHDITARLOYVRY

KAMYSIEINDVODOQCSCCSP TRTEPMOVALHCTNGEVVYH
SEQ ID NO: 29 - Aminoacidos 233-236 de IgG1 humana

ELLG

SEQ ID NO: 30 - XTEN AE42-4, secuencia de proteinas
GAPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPASS

SEQ ID NO: 31 - XTEN AE42-4, secuencia de ADN

GOGUECLCCAGRTTCTCCTEOPECLTCCCLLA
GUTACGUCTGAGAGTGECCCTEECTCTGAGCCAGT
TCGAGT

CACCT

SEQ ID NO: 32 - XTEN AE144-2A, secuencia de proteinas

SEGSAPGEPAGCEPTSTERGTE
EGSAPGTSESATPESGPGEER
FPESGRGTSESATRPESGRG

T

oo
BES
PATSE

ETPETS

SEQ ID NO: 33 - XTEN AE144-2A, secuencia de ADN

GGCENGCCRACCASTACEEAGCOETCCEAGEE

.Ji\\_)cﬂ <

CCTCAACAGARGAGGGGATARGCC
COGGCTCTGARACTCCTLEC

ACCAGSGRAGCCOGECT

ANTGERLTQVSVLOQYGSITT
LISEMEGARPGASKAVVILV
GPAGDRSNVVELQRIEDLYTM
TVICQPLCQTLLESHRVNCD
FDGONFKLTGSCSYVLFONK

EVIVNGRLVIVPYVGEGNMEY

FASKTYGLCOGICDENGANDYE

SHCOVLLLPLFAECHKVLAP
DEPCAMSCPPSIVYNHCEHGT

CEGEDRGVOHOFLEAWVEDHQ
DQUCPEYECVCDPVECDLER
PHRLPTLRKTCCCDEYECAC

TYPVCOTRERGCDVETCTDM

SACEVVTGSPRGDSQESHKE
CPSCPQLECKTZACCRPICRCG
LECRKTTCNPCPLGYREENN
EVNERGEYFRERRVTIGCPEE
GSCRSEVEVDIRYCQGRTAS

EVLNAMECKCSPRECSH

GRAAAGC

EGSAPGTSTEPSRGSAPCTSESAT PESCPG
&8 TEPSEGIAPG

TETEFSEGIAPG

GGGEAGT

CCGACTTCTACCGAAGAGGGTACATCTACCGRACCARGTGAAGGTTCAGCACTCRAGGCACT
TCRACAGRACCCTCTGAGHLCTCHEGCGCCTGETACARGTGAGTCCGCCACCCCAGAATCC

GEELCTGEGACAAGCACAGAACCTTOGGARGAGAGTGCLCCCTSGAARCATCCGARTCGGCA

ACCCCAGRATCAGGCCCAGCATCTCGAGLCCGLGACTTCLCGCTTCEAG
GATCAGCCCCRAGECACCAGCACGGEAZCCUTCT GAGGGAAGT
CCGGTACGAGCCAGTCGELG

TCCACCGAGCCCTCCGAAG
GCACCTGGTACCAGCGARACGCECARLTCCCEAATCAGGTC
ACCCCGHRAGAGUGGGECLAGGTGUCTCGAGT

SEQ ID NO: 34 - XTEN AE144-3B, secuencia de proteinas
58
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SPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPG
TSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPG

SPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPG
SEQ ID NO: 35 - XTEN AE144-3B, secuencia de ADN

GGCGCGCCAAGTCCCGCTGGAAGCCCAACTAGCACCGAAGAGGGCGACCTCAGAGTCCGCC
ACCCCCGAGTCCGGCCCTGGCTCTGAGCCTGCCACTAGCGGCTCCGAGACTCCTGGCACA
TCCGAAAGCGCTACACCCOAGAGTGEACCCGGCACUTCTACCGAGLCTCAGT GAGGGLTCC
GCCCCTECAACAAGCACCOACCCTAGCLAAGECAGUGCCCCAGGGACCTCCATAGAGLEC
GTCAAGGCAGTECTCCTCECACCAGCACCGRAACCARAGCCACGGGUTLTGCACCCEGGALC
T CACCGAGCCAAGCGAAGGUTCTGLCLCTGECACTTCCACLGAGT “”ﬁuuoﬁaxfpléﬁ
GCCCCTGLCAGCCCCEOTGEUTCTUCCACCAGCACT CAGGAGGGCACATCTACCGAACCA

AGTCGAALGCTCTCCACCAGEGTGCCTCGAGT

SEQ ID NO: 36 - XTEN AE144-4A, secuencia de proteinas

SETEGTSESATP
GOPAGSPTETREGSPAGSPTS

S GPGSEPATSGEETPGTSESATPESGPRG

STELRGSRAGSPISTEEG

mSESATPE GPGSEPATSG
TSTEPSEGEAPGTSESAT
5 TSESATPESGPGIETERS

SEQ ID NO: 37 - XTEN AE144-4A, secuencia de ADN

GGCGCGCCAACGTCCGAAAGTGCTACCECTGAGTCAGGCCCTGGTAGTGAGCCTGCCACA
AGCGGAAGCGAAACTCCGGGGACCTCAGAGTCTGCCACTCCCGAATCGGGGCCAGGCTCT
GAACCGGCCACTTCAGGGAGCGAAACACCAGGAACATCGGAGAGCGCTACCCLCGGAGAGC
GGGCCAGGAACTAGTIACTGAGCCTAGCGAGGGAAGTGCACCTGGTACAAGCGAGTCCGCC
ACACCCGAGTCTGGCCCTGGCTCTCCAGCGGGLCTCACCCACGAGCACTGAAGAGGGCTCT
CCCGCTGGLAL C”AAVCTanMAG@ACAAG\AlfA»CAf&ACﬁLTCPCCCAPATCﬂDCA
QhthPbL“”LﬂICDURATCTCCTKCTCCTC&vA\=SCA”CCG””ACCTVCAf GAGCCC
AGUGAGGGGAGTGCACCAGGTGCITCGAL

SEQ ID NO: 38 - XTEN AE144-5A, secuencia de proteinas

ToESATPESGRPGSERPATSGRETPETSESAT PESGRGERPATSGSETPGTSESATPES CP(
TETEPSECSAPGERAGERPTSTEEGTSESATPESCGRGESEPAT SGSETPGTSESATPESGP
SPAGSPTSTEEGSPAGEPTSTERS

10 SEQ ID NO: 39 - XTEN AE144-5A, secuencia de ADN

SUCGCOUCARCATCACAGAGCECCACCUCTCGAAAGTEEICCCGLCGAGTGAGUCAGCCACA
TCTGEETCGRARRCGUCAGLRCACRAGTCGAGTCTGCAARCTCCCGAGTCLERACCTGGETC

GAGCCTGCCACTAGCGEUTCCCAGACTCCGEGAACTTCCGAGAGT uf‘TACACCACAvACZC‘

CCACC'GCAACCAHTQCCF%ACCTAGCGAuLF“”G”GCTC.anCAbLC” CCGBUICT
CCTACATCCACGCGAGGABEECACTTCCEAATCCGCCACCCCAGAGTCAGE GLCAH“ATCW

A IO

GARCCCGCTACCTCAGGCAGTGAGACGCCAGGRACGAGCGAGTLCGUTASACCGGAGALT

el aral IR

GGGCCAGGGAGCCCTOCTGLATCTCCTACSTCCACTGAGGAAGGGTCACCAGCS
CCCACCAGCACTGRAGARGETGCCTCGAGE

[

SEQ ID NO: 40 - XTEN AE144-6B, secuencia de proteinas

SEGSAPGTSESATPESGPETSESATPRSGPGTSESATPESGPGSEPATSGEETPG
‘S GOETPGSPAGSPTSTRERGTSTRPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSERPATSGEETPG
ATPESGPGTSTEPSEGISARG

15 SEQ ID NO: 41 - XTEN AE144-6B, secuencia de ADN
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GGCECECCARCATCTACCUGAGCCTTCCGAAGGCTCTGCCCCTEEGACCTCAGRATUTGEA
ACCCCTGARAGCGEECCTGEARCCTCCGAARGTGECACTCCCCAGAGLGGCCLAGGLACA
AGCBASTCAGCAACCCCTGAGTCTGGACCCGECAGUGAGCCTECAACCTOTGEUTCAGAG
ACTCCCGELTCAGRACCEGUTACCTCAGGCICCSAGACACCCEGCTCTCCTECTGERAGT
CCCACTTCCACCCAGGAAGGAACATCCACTGAGCCTAGT GAGEGUTCTGCCCCTGGAACT
RGCACAGAGUUARGIGAGGECAGTCCACCAGEATCCCAGCCAGUAALCAGCOEETCCGAG
ACTCCCGEEACCTCTGAGTUTEUCACCUCAGAGACCGGACCCGCLACT TCARCLGAGULT
TCCCARGGATCAGCRACCAGCGTGCCTEGAGT

SEQ ID NO: 42 - XTEN AG144-1, secuencia de proteinas

TETGPETEGSGTASSSPGSSTPIGATGEPGSSPSASTGTG
SESPGSETPSCATGSPEGTPESGTASSSPGASECTSITES

SEQ ID NO: 43 - XTEN AG144-1, secuencia de ADN

CGCCACCCEERTCETCCCOGTCEEUETCCACCAGAACAGGEICAGGETCATCCTCS
TCAUCGI5QACFuuGAPGGGACCCGCGALACCftC“FCGQu&PLlCLAT&QJCClLLCLT
GETTCHETCCACCCUGTCAGGAGTCALGGETTCGCCEGRAAGCAGLLOCAAGCGCATCCACT
GOTACAGGGCUTGEEECTTCACCCOCGTACT TCATCCACGEECTICACCEGLARCGTCCEEA
TCGUEGACGECTTCCTCATCACCACGATCETCAATACCCTCGEGUGCAATGEGUAGCILC
GGAACCCCTGETTCECGTACE h”T”bTQGAupCCCuC'GVCAGCC‘ﬁGSAAFAAC“TTb
ACAGGMT‘f”CTCGGGCGT“PCCLFCCACGTCQA CACACGGCAGCCCCGGAACCCCTEGA

5 TCGEGAACCGUETCOTCAAGCGCITCGAGT

GGEG

SEQ ID NO: 44 - XTEN AG144-A, secuencia de proteinas

GASPEIRSTGSPGSSPRASTETGYPGESIPSASTCTGRPGTPGSGTASISPE3ETRPSGATGSR
CRSPSABTETCPCASPOTSSTGSPGTPGEGTASSSEGSSTP3CATCSPGTRGECTASSSE
GASPETESTGESPGASPETSSTGEP

SEQ ID NO: 45 - XTEN AG144-A, secuencia de ADN

QGCCCCLVAGCTG C”LLCV:cGA“”a”CAFCAA"FGQ“TJﬁCCCGC-TFATCC”CWM”Q
GUUTCAACCOCGACCGOTCCEGEUICATCCCCTAGCGUCAGCACTEGAACAGETCCTLGGL
nCT“"TGG'“”?GTJ'IQG\pwaTuA“ CCCEGEAAGCTCAACACCOTCCGEAGCGEACA
GEATCACCTGGCTCETCACCTTICOECEGTCARCT GERACGEGECCAGGEGUCTCACCUGEA
ﬁCGTCL”CGACTGGSTCu CCTGCTACGCLCGGATCAGEAACGECCTCATCCTCGCCTEGEE
TCCTCAACGCCCTCGEETGLEACTGGTTCGCCGAGAACTCCTEGCTIGEGEACGECCTIG

TCGTC \»1(*"‘1‘51\3(”(}"‘,'51" CACCCOGGACGAGCTCCACEGGETCCCCTGGAGCETCACLGEES
ACCTCCTCGACAGGTAGCCCERCCTCEAGC

10 SEQ ID NO: 46 - XTEN AG144-B, secuencia de proteinas

GTPCSGTASSSDGSSTESGATGEPGAGPETEETLEPCTPGELTARSSPGESTESGATESP
GEBPSARTCTGPGESPSASTSICPGISTESGATGEPGS ST PSCATGSPGASPETESTESP
GASPGETSSTGEPCASPETSETGSEP

SEQ ID NO: 47 - XTEN AG144-B, secuencia de ADN

GGCGCGCCAGGTACACCGGGCAGCGGCACGGCTTCGTCGTCACCCGGCTCGTCCACACCG
TCGGGAGCTACGGGAAGCCCAGGAGCGTCACCGGGAACGTCGTCAACGGGGTCACCGGGT
ACGCCAGGTAGCGGCACGGCCAGCAGCTCGCCAGGTTCATCGACCCCGTCGGGAGCGACT
GGGTCGCCCGGATCAAGCCCGTCAGCTTCCACTGGAACAGGACCCGGGTCGTCGCCGTCA
GCCTCAACGGGCGACAGGACCTGGTTCATCGACGCCGT CAGGGGCGACAGGCTCGCCCGGA
TCGTCAACACCCTCGGGGGCAACGGGGAGCCCTGGTGCCTCGCCTGGAACCTCATCCALC
GGAAGCCCGGGGGCCTCGCCGGGTACGAGCTCCACGGGATCGCCCGGAGCGTCCCCCGGA
ACTTCARGUACAGEUACCCCTECCTCGAGT

SEQ ID NO: 48 - XTEN AG144-C, secuencia de proteinas
60
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GTPCSGTASSSPCASPCTEST
GTRESCTASSSPGASEGTS
GEBTPSGATGIFEASPGTSS

SPCASPCTSETGSPGASPCTSSTGEPGEEPSASTSTGE
SPGAZPCTSETGSPCASPCTSSTGEPGEETPSGATESD
TGP

SEQ ID NO: 49 - XTEN AG144-C, secuencia de ADN

GGUGCHCCAGETACATTLGEATCGEETACAGCGTCATCEAGCCCCAGTOOGTCACCTIGET
ACCTCGACCACGCGEGLTCECLAGEGCLLETCLCCTGECACSTCCTCAACACGUTCLECLCEGT
GCGTCACCOGGCACGTCETCCACGGETTCA GPAGCTCCCCTTCCGCETCCACTEET
ACCLGECCTGEARCTCCEEEEAGCHGCACAGUGAGCTCGTCELCGEGAGCATIGCCTEGE
ACATCGAGCACCGEETCGLCAGGAGCATCGCCCGGAACATCCAGCACAGGARGCCCIGET
GCGTCRCCCCEEACATCAAGCACAGGTTCCCOEGEATCEGAGCACGLCOTUCEGACCCACT
GGATCACCAGGRAGCTCHACACLTTCCEGCECAACEEGATCEUICGGAGUCAGCCOGLET
ACGTCAAGCACTSCCTCLCCTGRCTCGAGT

SEQ ID NO: 50 - XTEN AG144-F, secuencia de proteinas

GESPCASTCTGPGSEPSASTCPGPGASEGT S8 TGEPGASEGTSETGSFGESTEEGATESE
SPOASTCIGPCAEPCGTISTGEPGESPEASTCGYGECTPGEGTASSGRGSSTRSGATG
o «

CHBTRPSGATGEPCASRETEETESY

SEQ ID NO: 51 - XTEN AG144-F, secuencia de ADN

GGCGCGCCAGGCTCCAGCCCCTCCGCGAGCACGGGAACCGGACCAGGTTCGTCACCCTCA
GCATCAACGGGGACGGGACCGGGGGCCTCACCAGGARCGTCCTCCACCGGCTCGCCGGET
GCATCACCCGGAACGTCATCGACCGGATCGCCAGGGAGCTCGACGCCATCAGGCGCAACA
GGATCACCTGGCTCAAGCCCTAGCGCGTCAACCGGCACGGGTCCGGGTGCCTCCCCTGGE
BCGTCCAGCACCORATCACCCGEATOZAGULCATCCGUUTCAACCHEARCCGEGALZCCGET
ACACCAGGETCGEGAACAGCCTCCTCETCACCAGECTCCTCAACCOCCTCGEEACTCALG

GGETTCECOCEETTCETCAACGLUTTCCGGAGIAACTGGTAGCCCCGGRGCATCGLCAGEA

ACTTCCAGCACGEGETCECULGUUTOGAGC
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> FVIII BDD optimizado

<400> 1

cgtacggeeg
ttttgetttt
atgcagagtg
tcattcecect
cacctgttca
caggccgagg
agcctgcatg
cagacttccc
gtgtggcagg
tcttatctga
ctggtgtgeca
ctgctgtteg
atgcaggaca
tacgtcaatce
gtcatcggga
ctggtcegea
cagactctge

catgatggca

ccaccatgea
ccgctacacg
acctgggaga
tcaacactag
acatcgcaaa
tgtacgacac
ctgtgggegt
agagagaaaa
tcctgaaaga
gtcacgtgga
gggaaggaag
ccgtgtttga
gggatgccge
gctcactgee
tgggcaccac
accaccgaca
tgatggacct

tggaggctta

ES 2 848 703 TS

gattgagetg
aaggtattat
gctgecagtg
cgtggtctac
gcctaggeca
cgtggtcatt
cagctactgg
agaggacgat
gaatggccect
cctggtcaag
cctggectaag
cgaagggaaa
ttecagccaga
tgggctgatce
acctgaagtg
ggcttecetg

ggggcagttce

cgtgaaagtg

tetacttget
ctgggggctg
gacgcaaggt
aagaaaacac
cectggatgg
acacttaaga
aaggcttccg
aaggtgtttc
atggccteeg
gatctgaaca
gagaaaaccc
tcatggcaca
gcttggecca
ggctgecace
cactccattt
gagatctecte
ctgetgtttt

gactcttgtce

62

ttttectgtg
tggaactgtc
ttcceectag
tgttcegtgga
gactgctggg
acatggcctc
aaggagcaga
ctggcggatc
accctetgtg
gecggectgat
agacactgca
gcgagacaaa
aaatgcacac
gaaagagcgt
tcetggaggg
caattacctt
gccacatcag

ccgaggaace

cctgetgagyg
ttgggattac
agtccctaag
gtttactgat
gccaacaatce
acacccecgtg
gtatgacgat
tcatacctac
cctgacctac
cggagccectg
taagttcatt
gaatagtctg
tgtgaacgge
gtattggcat
acataccttt
cctgacagea
ctcccaccag

tcagetgegg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



atgaagaaca
gtggtcegat
aaacacccta
ccactggtge
cagaggattg
aagactcgcg
gtgggagaca
ccacatggga
cacctgaagg
gtcgaggatg
gtgaatatgg
gagagcgtgyg
agtgtctttg
aatccagctg
attaatggct
tggtatatcce
acttttaagc
accgtgttta
ttcagaaatc
gactactatg
attgaacccce
acccgcacta
gaaatgaaga
tteccagaaga

atgtcctcecta

gaactgaacg
attatggtca
tcttacgaag
gagaccaaaa
gattgcaagg

ctgattggee

atgaggaagc
tcgatgacga
agacatgggt
tggcaccaga
gcagaaagta
aagccatcca
coctgetgat
ttacagatgt
acttcccaat
gccccactaa
aaagagatct
atcagagagg
acgaaaacagqg
gggtgcagct
acgtgttcga
tgagcattgg
ataaaatggt
tgagcatgga
gcggaatgac
aagattcata
ggtcttttag
ccctgecagag
aagaggactt
aaaccaggca

gtcctcacgt

agcacctggg
ccttcagaaa
aggaccagcg
catacttttg
catgggccta

cactgetggt

ES 2 848 703 TS

agaagactat
taacagcccce
ccattacatc
cgatecgetee
caagaaagtg
gcacgagagc
cattttecaag
gegecctetg
cctgececegga
gagcgaccct
ggcaagcgga
caaccagatc
gtcatggtac
ggaagatcct
cagtttgcag
ggcacagaca
ctatgaggac
gaatcccgga
tgcectgetg
cgaggacatc
tcagaatcct
tgatcaggaa
cgatatctat
ttactttatt
gctgcgaaat
gtttacagac
actgctgggg
tcaggcetcet
acagggagcet
gaaggtgcag
tttttetgac

gtgeccatact

gacgatgacc
tcectttatee
gecagecgagg
tacaaatctc
cggttcatgg

ggcatcctgg

tacagcagga
gaaatcttca
cggtgcctga
ctgatcggac
atgtccgaca
ctgaccgaga
gagtttcagg
ctgagcgtgt
gatttectga
acactgactc
ctgtggattc
aaagtgtcaa
agcgcatatce
ccagtgctga
gagatcgact
gacgaagatg
gccgeagtgg

agggcccagt

e e o e e e
gggtccitta Ct

cectatatca
cggccttaca
gaaccacgaa
caccatatgg

gtggatctgg

aacaccctga

63

tgaccgactce
agattagatc
aagaggactg
agtatctgaa
catataccga
gaccactgct
geco
gactgccaaa
agtacaagtg
cccgectacta
cactgctgat
agcggaatgt
acatccagag
catctaacat
gcctgcacga
gegtgttett
tgttcececctt
tggggtgcca
gctgtgacaa
tgctgtecaa
agcggcacca
acgacgatac
agaaccagag
agceggetgtg
caggaagcgt
ctcagccact
gagcagaagt
gtttttatte
aaaacttcegt
ccccaacaaa
agaaggacgt

atccagecca

cgagatggat
tgtggccaag
ggattatgca
caatgggcca
tgagaccttce
gtacggagaa

caatateotat

gggegtcaaa
gactgtcacc
ttctagttte
ttgttacaaa
gattctgttc
attcectgect
catgcatagt
ggtcgcttac
ttececggetac
cagcggcgaa
caacagcgat
gaacaccggg
aaacaatgcc
gcgcgagatce
aatttctgtg
tecctcgatca
ggattatgge
cccacagttc
gtacaggggc
ggaggataac
aagcctgate
gaagcctaat
agacgagttc
gcacagtgge

cggccggcag

1140

1200

1260

1320

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

N
[+
[y
(&)

2700

2760

2820

2880

2940

3000



10

gtcactgtcc
ttcaccgaaa
acattcaagg
gggctggtca
gagaatatcce
tacaagatgg
agcaaggccg
tctaccctgt
catatcaggg
gctagactge
attaaggtgg
cagaagttct
aaatggcaga
gacagcagcg
ctgcacccaa
ctgaacagtt
accgctaget
cacctgcaag
caggtcgatt
ctgctgacct
tggacactgt
acacctgtgg
cagtcctggg

ctgtactgat

<210> 2
<211> 4419
<212> ADN

<400> 2

aggagttcge
acatggagcg
agaactaccg
tggcacagga
actcaattca
ccctgtacaa
gaatctggag
ttctggtgta
atttccagat
actattcecgg
acctgectgge
cctctctgta
cataccgcgg
gaatcaagca
cccattatte
gttcaatgece
cctacttecac
gccgcagcaa
ttcagaaaac
caatgtacgt
tctttcagaa
tcaacagtct
tgcaccagat

aactcgagtce

<213> Secuencia artificial

<223> FVIII BDD optimizado

ES 2 848 703 TS

tctgttettt
aaattgcagg
ctttcatget
ccagagaatc
tttecageggy
cctgtatece
agtggaatgce
cagtaataag
taccgeatct
atctatcaac
cccaatgatc
catctcacag
caatagcaca
caacattttc
tattcgaagt
cctggggatyg
taatatgttt
cgcatggega
tatgaaggtg
caaggagttc
cgggaaggty
agaccctcca
tgccctgaga

gacc

accatctttg
gctccatgta
atcaatggat
cggtggtatce
cacgtgttta
ggcgtgtteg
ctgattggag
tgtcagacac
ggacagtacg
gcttggteca
attcatggca
tttatcatca
ggaactctga
aatccccecta
acactgagga
gagtccaagg
gctacctgga
ccacaggtga
accggggtca
ctgatctcta
aaagtcttcee
ctgectgacca

atggaagtgc

64

atgagacaaa
acattcagat
acatcatgga
tgctgagecat
ctgtcaggaa
aaaccgtcga
agcacctgeca
ccctgggaat
gacagtgggc
caaaagagcc
tcaaaactca
tgtacagcct
tggtgttctt
tcattgectag
tggaactgat
caatctectga
geccttecaa
acaatcccaa
caactcaggg
gttcacagga
agggcaatca

gatacctgag

tgggatgcga

gagctggtac
ggaagacccce
tactctgece
gggcagcaac
gaaagaagag
gatgctgect
tgectgggatg
ggcatcceggg
acctaagctg
tttectettgg
gggagctcgg
ggatgggaag
tggcaacgtg
atacatccgg
gggatgcgat
cgcccagatt
agcaagactg
ggagtggttg
cgtgaaaagt
cggacatcag
ggattcettt
aatccaccct

ggcccaggat

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4404



ES 2 848 703 TS

65

ggcgcgeceg tacggccgece accatgcaga tcgagctgte tacctgettce ttecctgtgee 60
tgctgeggtt ctgecttcage gccacccgge ggtactacct gggegecgtg gaactgaget 120
gggactacat gcagagcgac ctgggggage tgcccgtgga cgccagatte ccecccaagag 180
tgcccaagag cttcccectte aacacctececg tggtgtacaa gaaaaccctg ttegtcegagt 240
tcaccgacca cctgttcaat atcgccaagc ccagaccccc ctggatggge ctgctgggec 300
ctacaatcca ggccgaggtyg tacgacaccg tggtcatcac ccttaagaac atggecagec 360
accecegtgte cectgecacgec gtgggegtgt cctactggaa ggeocectctgag ggegetgagt 420
acgacgacca gaccagccag cgcgagaaag aggacgacaa agtctttcct ggcggcagcec 480
atacctacgt gtggcaggtc ctgaaagaaa acggccctat ggoctccgac ccectgtgece 540
tgacctacag ctacctgagc cacgtggacc tggtcaagga cctgaacagce ggectgattg 600
gcgecctget cgtgtgtaga gagggcagece tegccaaaga gaaaacccag accctgcaca 660
agttcatcct gectgttcgec gtgttcecgacg agggcaagag ctggcacage gagacaaaga 720
acagcctgat gcaggaccgg gacgccgcct ctgccagage ctggcctaag atgcacaccg 780
tgaacggceta cgtgaacaga agceccetgeccg gactgategg ctgecacegg aagteegtgt 840
actggcacgt gatcggcatg ggcaccaccc ccgaggtgca cagcatcttt ctggaaggcc 900
acaccttect cgtgecggaac cacagacagg ccagcectgga aatcageccct atcaccttece 960
tgaccgecca gacactgetg atggaccetgg gecagttect getgttttge cacatcagea 1020
gccaccagca cgacggcatg gaagcctacg tgaaggtgga cagetgcccce gaggaacccc 1080
agctgcocggat gaagaacaac gaggaagecg aggactacga cgacgacctg accgacageg 1140
agatggacgt cgtgcgcttc gacgacgaca acagccccag cttcatccag atcagaagcg 1200
tggccaagaa gcaccccaag acctgggtge actatatcge cgececgaggaa gaggactggg 1260
actacgecce totggtgetg geccccgacyg acagaageta caagagecag tacctgaaca 1320
atggccececca geggatcgge cggaagtaca agaaagtgeg gttcatggece tacaccgacg 1380
agacattcaa gaccagagag gccatccagc acgagagcgg catcctgggce cccctgctgt 1440
atggcgaagt gggcgacacc ctgetgatca tcottcaagaa ccaggccage cggccctaca 1500
acatctaccec ccacggcatc accgacgtgc ggcccctgta cagcagacgg ctgcccaagg 1560
gcegtgaagca cctgaaggac ttcecccatcee tgececggega gatcettcaag tacaagtgga 1620
ccgtgaccgt ggaagatggc cccaccaaga gcgaccccag atgectgace cggtactaca 1680
gcagcettegt gaacatggaa cgggacctgg ccteceggget gateggecct ctgetgatet 1740
gctacaaaga aagcgtggac cageggggca accagatcat gagegacaag cggaacgtga 1800
tecetgttcag cgtgttecgat gagaateggt cctggtaccet gaccgagaat atccageggt 1860
tcctgeeccaa ceetgecgge gtgcagetgg aagatcccga gttceccaggoce agcaacatca 1920
tgcactecat caatggectac gtgttcgaca geetccaget gagegtgtge ctgecacgagg 1980
tggcctactg gtacatcctg agecatcggeg cccagaccga cttectgage gtgttettea 2040



gcggctacac
ccggcgaaac
acagcgactt
acaccggcga
acaacgccat
gagagatcac
tcagegtega
cceggteoctt
actacggcat
cccagttcaa
atcggggcga
aagataacat
gcctgatcag
agcccaacga
acgagttcga
actctggcct
gccggcaggt
gctggtactt
aagatcctac
ccetgeecgg
gcagcaacga
aagaagagta
tgctgcccag
ccggaatgag
ccagcggcca
ctaagctgge
tcagctggat
gcgccagaca
acggcaagaa
gcaacgtgga

acatccgget

cttcaagcac
cgtgttcatg
cagaaaccgg
ctactacgag
cgagcccaga
ccggaccacce
gatgaagaaa
ccagaagaaa
gagcagcagce
gaaagtggtg
gctgaacgag
catggtcacc
ctacgaagag
gactaagacc
ctgcaaggcece
gattggacct
cacagtgcag
caccgagaac
cttcaaagag
cctggtcatg
gaacatccac
caagatggcce
caaggccggc
caccctgttt
catccgggac
ceggctcecac
caaggtggac
gaagttcagc
gtggcagace
cagcagcggc

gcaccccacc

ES 2 848 703 TS

aagatggtgt
agcatggaaa
ggcatgaccg
gacagctatg
tccttecagee
ctgcagtccg
gaggatttcg
acccggeact
ccccacgtge
ttccaggagt
cacctgggac
ttcagaaacc
gaccagcggc
tacttctgga
tgggcctact
ctgctegtet
gaatttgcce

atggaaagaa

gcccaggate
agcatccact
ctgtacaacc
atctggcggg
ctggtgtaca
tteccagatca
tactccggat
ctgctggece
agcctgtaca
taccggggca
atcaagcaca

cactacagca

acgaggatac
accccggcect
ccctgetgaa
aggacatcag
agaacccccc
accaggaaga
acatctacga
acttcattge
tgcggaacag
tcaccgacgg
tgctgggace
aggcctcecag
agggcgccga
aggtgcagca
tctcegatgt
gccacaccaa
tgttcttcac
actgtagage
tccacgecat
agagaatccg
tcageggeca
tgtacccecgg
tggaatgtct
gcaacaagtg
ccgectacag
ctatcaacgce
ctatgatcat
tcagccagtt
acagcaccgg
acatcttcaa

tcocggteocac

66

cctgaccctg
gtggattctg
ggtgtccage
cgectaccetyg
cgtgctgaag
gattgattac
cgaggacgag
cgeegtggaa
agcccagage
cagcttecace
ttacattaga
accctacage
accccggaag
ccacatggcc
ggacctggaa
caccctgaac
catcttegat
ccectgeaac
caacggctac
gtggtatctg
cgtgttcaca
cgtgttegag
gatcggcgag
ccagaccect
ccagtacgge
ctggtccace
ccacggaatc
catcatcatg
caccctgatg
ccecccecate

cctgeggatyg

ttcecettet
ggctgccaca
tgcgacaaga
ctgagcaaga
cggcaccaga
gacgacacca
aaccagagcc
agactgtggyg
ggcagegtge
cagccectgt
gccgaggtgg

ttctacageca

cccacaaagg
aaggacgtgce
cccgcecacyg
gagacaaaga

atccagatgg

ctgagcatgg
gtgeggaaga
acagtggaaa
catctgcacg
ctgggecatgg
cagtgggece
aaagagccct
aagacccagg
tacagcctgg
gtgttetteg
attgceceggt

gaactgatgg

2100

2160

2220

2280

2340

2400

N
.3
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2520

2580

2640

2700

2940

3000

3060

3120

(73]
=
[+ 0]
(=]

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900



10

gctgegaccet
cccagatcac
ccecgectgea
aatggctcca
tgaaaagcct
ggcaccagtg
actcctttac
tccaccctea

cccaggatct

gaactcttge
agccagcage
tctccaagge
ggtggacttt
gctgacctcet
gaccctgttc
cceegtggte
gtectgggtyg

gtactgataa

<210>3
<211> 4371
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FVIII BDD parental

<400> 3

ES 2 848 703 TS

agcatgcceccc
tacttcacca
agaagcaatg
cagaaaacca
atgtacgtga
tttcagaacg
aactctctag

caccagattg

ctcgagtecga

tggggatgga
acatgttege
cctggeggece
tgaaggtcac
aagagttcct
gcaaagtgaa
accctccact
ccctgagaat

cttaattaa

67

aagcaaggcc
cacctggtec
tcaggtcaac
aggecgtgacce
gatcagcagce
agtgttccag
gctgaccaga

ggaagtgctg

atcagcgacg
ccaagcaaag
aaccccaaag
acccagggceg
agccaggacg
ggcaaccagg
tacctgagaa

ggatgcgagg

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4419



atgcaaatag
accagaagat
ggtgagctge
acctcagteg
gctaagccaa
gatacagtgg
ggtgtatecct
gagaaagaag
aaagagaatg
gtggacctgg
gggagtctgg
tttgatgaag
gctgcatctg
ctgccaggte
accactcctg
cgccaggcegt
gaccttggac

gcttatgtca

agctctccac
actacctggg
ctgtggacgce
tgtacaaaaa
ggccaccctg
tcattacact
actggaaagce
atgataaagt
gtccaatgge
taaaagactt
ccaaggaaaa
ggaaaagttg
ctcgggecctg
tgattggatg
aagtgcacte
ccttggaaat
agtttctact

aagtagacag

ES 2 848 703 TS

ctgettettt
tgcagtggaa
aagatttcct
gactctgttt
gatgggtctg
taagaacatg
ttetgaggga
cttecectggt
ctctgacceca
gaattcaggce
gacacagacc
gcactcagaa
gcctaaaatg
ccacaggaaa
aatattccte
ctcgccaata
gttttgtcat

ctgtccagag

ctgtgecettt
ctgtcatggg
cctagagtge
gtagaattca
ctaggtccta
gcttcccatce
gctgaatatg
ggaagccata
ctgtgectta
ctcattggag
ttgcacaaat
acaaagaact
cacacagtca
tcagtctatt
gaaggtcaca
actttcctta
atctcttece

gaaccccaac

68

tgcgattcetg
actatatgca
caaaatcttt
cggatcacct
ccatccagge
ctgtcagtet
atgatcagac
catatgtctg
cctactcata
ccctactagt
ttatactact
ccttgatgea
atggttatgt
ggcatgtgat
catttettgt
ctgctcaaac
accaacatga

tacgaatgaa

ctttagtgcece
aagtgatctc
tccattcaac
tttcaacatc
tgaggtttat
tcatgectgtt
cagtcaaagg
gcaggtectg
tctttetcat
atgtagagaa
ttttgctgta
ggatagggat
aaacaggtct
tggaatggge
gaggaaccat
actcttgatg
tggecatggaa

aaataatgaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080



gaagcggaag
gatgacaact
tgggtacatt
ccecgatgaca
aagtacaaaa
attcagcatg
ttgattatat
gatgtcegte
ccaattctge
actaaatcag
gatctagett
agaggaaacc
aaccgaagct
cagcttgagg
tttgatagtt
attggagcac
atggtctatg
atggaaaacc
atgaccgect
agttatgaag
ttctctecaaa
cagtcagatc
gattttgaca
cgacactatt
catgttctaa
caggaattta
ttgggactcc
agaaatcagg
cagaggcaag
ttttggaaag

gcttatttet

actatgatga
ctecettectt
acattgctgce
gaagttataa
aagtccgatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtatte
caggagaaat
atcecteggtg
caggactcat
agataatgtce
ggtacctcac
atccagagtt
tgcagttgte
agactgactt
aagacacact
caggtectatg
tactgaaggt
atatttcagc
acccaccagt
aagaggaaat
tttatgatga
ttattgectge
gaaacagggc
ctgatggete
tggggccata
cctctegtec
gagcagaacc
tgcaacatca

ctgatgttga

ES 2 848 703 TS

tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggag
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacct
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
cctgaccege
tggceccectcte
agacaagagg
agagaatata
ccaagcctcc
agtttgtttg
cctttetgte
caccctatte
gattctgggg
ttctagttgt
atacttgcetg
cttgaaacge
tgactatgat
ggatgaaaat
agtggagagg
tcagagtggce
ctttactcag
tataagagca
ctattecctte
tagaaaaaac
tatggcaccce

cctggaaaaa

gattctgaaa
cgctcagttg
gactgggact
ttgaacaatg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggtyg
aaatggacag
tattactcta
ctcatctget

aatgtcatec

aacatcatgc
catgaggtgg
ttettctcetg
ccattctcag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
catcaacggg
gataccatat
cagagccccc
ctctgggatt
agtgtccectce
ccecttatace
gaagttgaag
tattctagcc
tttgtecaage
actaaagatg

gatgtgcact

69

tggatgtggt
ccaagaagca
atgctcecectt
gccctcageg
cctttaagac
gggaagttgg
tctaccctea
taaaacattt
tgactgtaga
gtttcgttaa
acaaagaatc
tgttttetgt
tccccaatce
acagcatcaa
catactggta
gatatacctt
gagaaactgt
cagactttecg
ctggtgatta
atgccattga
aaataactcg
cagttgaaat
gcagctttca
atgggatgag
agttcaagaa
gtggagaact
ataatatcat
ttatttctta
ctaatgaaac
agtttgactg

caggcctgat

caggtttgat
tcectaaaact
agtecctegcece
gattggtagg
tcgtgaagct
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa
atttgatgag
agctggagtyg
tggctatgtt
cattctaagce
caaacacaaa
cttcatgteg
gaacagaggc
ttacgaggac
accaagaagc
tactactett
gaagaaggaa
aaagaaaaca
tagcteccceca
agttgtttte
aaatgaacat
ggtaactttc
tgaggaagat
caaaacttac
caaagcctgg

tggaccccectt

1140

1200

1260

1320

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



10

ctggtctgece
tttgctctgt
gaaagaaact
tatcgcttcee
caggatcaaa
attcatttca
tacaatctcet
tggcgggtgg
gtgtacagca
cagattacag
tceggatcaa
ttggcaccaa
ctctacatct
cgaggaaatt
aaacacaata
tatagcatte
atgcecattgg
tttaccaata
agtaatgect
aagacaatga
tatgtgaagg
cagaatggca
tctctagacc

cagattgccece

acactaacac
ttttcaccat
gcagggctce
atgcaatcaa
ggattecgatg
gtggacatgt
atccaggtgt
aatgcecttat
ataagtgtca
cttcaggaca
tcaatgeccetg
tgattattca
ctcagtttat
ccactggaac
tttttaaccc
gcagcactct
gaatggagag
tgtttgcecac
ggagacctca
aagtcacagg
agttcctcecat
aagtaaaggt
caccgttact

tgaggatgga

<210>4
<211> 1438
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FVIII BDD

<400> 4

1

ES 2 848 703 TS

actgaaccct
ctttgatgag
ctgcaatatc
tggctacata
gtatctgete
gttcactgta
ttttgagaca
tggcgagceat
gactcceccetg
atatggacag
gagcaccaag
cggcatcaag
catcatgtat
cttaatggtc
tccaattatt
tcgcatggag
taaagcaata
ctggtctect
ggtgaataat
agtaactact
cteccagecagt
ttttcaggga
gactcgctac

ggttctggge

10

gctecatggga
accaaaagct
cagatggaag
atggatacac
agcatgggca
cgaaaaaaag
gtggaaatgt
ctacatgcetg
ggaatggctt
tgggcceccaa
gagccetttt
acccagggtg
agtcttgatg
ttetttggea
gctcgataca
ttgatgggcet
tecagatgecac
tcaaaagctc
ccaaaagagt
cagggagtaa
caagatggcc
aatcaagact
cttcgaattc

tgcgaggecac

70

gacaagtgac
ggtacttcac
atcccacttt
tacctggett
gcaatgaaaa
aggagtataa
taccatccaa
ggatgagcac
ctggacacat
agctggccag
cttggatcaa
cccgtcagaa
ggaagaagtg
atgtggattc
tccgtttgea
gtgatttaaa
agattactge
gacttcacct
ggctgcaagt
aatctctgct
atcagtggac
ccttcacace
acccccagag

aggacctcta

15

agtacaggaa
tgaaaatatg
taaagagaat
agtaatggct
catccattct
aatggcactg
agctggaatt
actttttctg
tagagatttt
acttcattat
ggtggatctg
gttctccage
gcagacttat
atctgggata
cccaactcat
tagttgecage
ttcatcctac
ccaagggagg
ggacttecag
taccagcatg
totectttttt
tgtggtgaac
ttgggtgcac

[of

Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr
5

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4371
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Arg
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Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

val

Gln

Val

Leu
50
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Asp

Leu

Pro

130

Pro

val

Val

Lys
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Arg

Leu

Ile

Ser

Pro
35

Phe

)
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Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Asp
20

Lys

val

]
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val

Ala

100

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met
260
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Leu

Ser

Glu
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val

85

val

Gln

Ser

Ser

Vval

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Gly

Phe

Phe

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

Glu

Pro

Thr

e
[
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Thr

Val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Met

Gly

Thr

Leu

Phe
40

Asp

[
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Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

71

Pro
25

Asn

His
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Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

Ala

185

Vval

Met

Thr

His

Glu
265

Val

Thr

Leu
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I
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Asn

90

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

250

val

Asp

Ser

Phe

Met

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Ala

Val

Asn
60

H
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Ala

Ala

Glu

val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg
220

LaY

Gly

Ser

Ser

Arg
Val

45

Ile

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Vval

Ile

Phe
30

Tyr

Ala

o
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His

Glu

110

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

val

Tyr

Phe
270

Pro

Lys

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Pro

Lys

Pro
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Vval

Ala

Val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu



Gly

Ser

Gln
305
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Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu
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Thr

His

Trp

His

Pro
290

Phe
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Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr
275

Ile

Leu
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Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

val

Lys

val
515

Phe

Thr

Leu

Asn
340

Asp

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Asp

500

Thr
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Leu

Phe

Phe
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Glu
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Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

val

val

Leu

Cys
310
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Glu
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vVal

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Leu

Pro

Glu

Arg

Thr
295

His
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Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Asn
280

Ala

Ile
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Glu

Phe

360

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly
520

72

His

Gln

Ser

Asp

345

Asp

Lvs

Trp

Ser

Lys

425

Ala

Vval

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

Arg

Thr

Ser
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330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410
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Ile

Gly

Asn

Arg
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Gly

Thr

Gln

Leu

His

315

Asp

Asp

Pro

Tyr
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Arg

Gln

Asp
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Leu

Glu

Lys

Ala

Leu
300
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G)
harl
=

Asp
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Lys

380

Ala
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Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro
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Ser

Ser
285

Met

His
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Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

Asp
525

Leu

Asp

Asp

Leu
350

Pro

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Glu

Leu

Gly

Thr

Ser

Val

Val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly
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495

Tyr

Arg

Ile

Gly

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile

Lys

Cys



Leu

Ser

545

Gln

Arg

Gln

Ser

Thr
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Ile

Leu
705

Ile

Gln

Asp

Thr
530

Gly

Arg

Phe

Phe

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Arg

Tyr

Arg

Leu

Gly

Leu
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Ser
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Lys

Lys

Pro

Glu
755

Asp

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn
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Ala

His
660
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Val

Glu

Arg

740

Ile

Asp
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Tyr

Gly

Gln

565

Asn

Ile

Gln
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His

Ser

Asp

725

Ser

Thr

Thr

Ser

Pro

550

Ile

Pro

Met

Thr

Met

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Arg

Ile

Ser
535

Leu

Met

Ala

His

615

Asp
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Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

Ser

Phe

Leu

Ser

Gly
600
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Phe

Tyr

Asp

Ala

Gln

Thr

760
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Val

Ile

Asp

Trp T
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Leu

Glu
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Phe
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Tyr

Asn

745

Leu

Glu
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Lys
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Gln
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Ser
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Leu
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Pro
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Met
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Arg
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Gly
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Asn
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715

Leu

Pro

Ser

Lys

Glu
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770 775 780

Ile Tyr Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys
785 790 795 800

Thr Arg His Tyr Phe Ile Ala Ala Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly
805 810 815

Met Ser Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser
820 825 830

Val Pro Gln Phe Lys Lys Val Val Phe Gln Glu Phe Thr Asp Gly Ser
835 840 845

Phe Thr Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu
850 855 860

[N
[« 0]
(8 =]

Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu
8

o P
10

p Asn Ile Met Val Thr
880

Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile
885 890 895

Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn FPhe

900 905 910
Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His
215 920 925

Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe
930 935 940

Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro
945 950 955 960

Leu Leu Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln
965 970 975

Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr
980 985 990

Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn Cys Arg Ala Pro
995 1000 1005

Cys Asn Ile Gln Met Glu Asp Pro Thr Phe Lys Glu Asn Tyr Arg
1010 1015 1020
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Phe
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Thr
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Gln

Gly

Lys
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Ile

Gly
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Arg

Gly
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Ile

Phe

Val

Leu

Ala

Tyr

Ser
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Gly
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Asn

Ser
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Tyr
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Arg
1045
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1060

Gly
1240

Ile
1255
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Gly
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Leu
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Asn
1125

Asp
1140

Lys
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Thr
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Pro
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Phe
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Ile Arg Ser Thr Leu Arg Met
1265 1270

Ser Cys Ser Met Pro Leu Gly
1280 1285

Ala Gln Ile Thr Ala Ser Ser
1295 1300

Trp Ser Pro Ser Lys Ala Arg
1310 1315

Ala Trp Arg Pro Gln Val Asn
1325 1330

Asp Phe Gln Lys Thr Met Lys
1340 1345

Val Lys Ser Leu Leu Thr Ser
1355 1360

Ser Ser Ser Gln Asp Gly His
1370 1375

Gly Lys Val Lys Val Phe Gln
1385 1390

Val val Asn Ser Leu Asp Pro
1400 1405

Ile His Pro Gln Ser Trp Val
1415 1420

Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln
1430 1435

<210>5
<211>6
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MAR/ARS

<400> 5

atattt 6
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<211>6
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> MAR/ARS

<400> 6

aaatat 6

<210> 7
<211>6
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Posible sitio de corte y empalme

<400> 7

gotgat 6

<210> 8
<211>5
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia desestabilizante

<400> 8

attta 5

<210>9
<211>5
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Secuencia desestabilizante

<400> 9

taaat 5

<210> 10
<211>6
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de poli-T

<400> 10
tttttt 6

<210> 11
<211>7
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de poli-A

<400> 11

aaaaaaa 7

<210> 12
<211>5
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Sitio de unién al promotor

<400> 12
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tataa 5

<210> 13
<211>5
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de union al promotor

<400> 13

ttata 5

<210> 14
<211>8
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Elementos de secuencia ricos en AU (ARE)

<400> 14

attttatt 8

<210> 15
<211>8
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Elementos de secuencia ricos en AU (ARE)

<400> 15

atttttaa 8

<210> 16

<211>13
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia consenso de Kozak

<400> 16

geegecacca tge 13

<210> 17
<211> 32
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido CTP

<400> 17
Asp Pro Arg Phe Gln Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10 15
Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu

20 25 30

<210> 18

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Péptido CTP

<400> 18
Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg
1 5 10 15
Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln
20 25
<210> 19
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<211> 11
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia central de péptidos de unién a albimina

<400> 19
Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10
<210> 20
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

<400> 20
Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro
1 5 10 15
Ser Ala Pro Ala
20
<210> 21
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

<400> 21

Ala Ala Pro Ala Ser Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ser Ala Pro Ala Pro

1 5 10

Ala Ala Pro Ser
20
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<210> 22
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ser Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ala

<400> 22
1 5
Ser Pro Ser Ser
20
<210> 23
<211>19
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ser Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ala

<400> 23
1 5
Ser Pro Ser

<210> 24

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

<400> 24
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Ser Ser Pro Ser Ala Pro Ser Pro Ser Ser Pro Ala Ser Pro Ser Pro

1 5 10

Ser Ser Pro Ala
20

<210> 25
<211> 24
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

<400> 25
Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ser Ala Pro Pro Ala Ala Ala Ser Pro
1 5 10 15
Ala Ala Pro Ser Ala Pro Pro Ala
20
<210> 26
<211> 20
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia PAS

<400> 26
Ala Ser Ala Ala Ala Pro Ala Ala Ala Ser Ala Ala Ala Ser Ala Pro
1 5 10 15
Ser Ala Ala Ala
20
<210> 27

<211> 16842
<212> ADN

<213> Homo sapiens
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<400> 27
atgattcctg ccagatttgc cggggtgctg cttgctctgg ccctcatttt geccagggacc 60
ctttgtgcag aaggaactcg cggcaggtca tccacggceccce tactaaggac ggtctaaacg 120
gccccacgac gaacgagacce gggagtaaaa cggtccctgg gaaacacgte tteettgage 180
gcegtceccagt aggtgeccggg gatgcagect tttcggaagt gacttcecgtca acacctttga 240
tgggagcatg tacagctttg cgggatactg cagttacctc ctggcagggg gctgccagaa 300
ctacgtcgga aaagccettca ctgaagcagt tgtggaaact accctcgtac atgtcgaaac 360
gcecctatgace gtcaatggag gacegtcecece cgacggtett acgetcecctte tegattattg 420
gggacttcca gaatggcaag agagtgagcc tctccgtgta tottggggaa ttttttgaca 480
tccatttgtt tgtcaatggt tgcgaggaag agctaataac ccctgaaggt cttaccgttc 540
tctcactecgg agaggcacat agaacccctt aaaaaactgt aggtaaacaa acagttacca 600
accgtgacac agggggacca aagagtctcc atgccctatg cctccaaagg getgtatcta 660
gaaactgagg ctgggtacta caagctgtcee ggtgaggcet tggcactgtg tececetggt 720
ttctcagagg tacgggatac ggaggtttcc cgacatagat ctttgactcc gacccatgat 780
gttcgacagg ccactccgga atggctttgt ggccaggatc gatggcagcecg gcaactttca 840
agtcectgetg tcagacagat acttcaacaa gacctgeggg ctgtgtggeca actttaacat 900
taccgaaaca ccggtectag ctaccgtege cgttgaaagt tcaggacgac agtcetgtcta 960
tgaagttgtt ctggacgece gacacacegt tgaaattgta ctttgetgaa gatgacttta 1020
tgacccaaga agggaccttg acctcggacc cttatgactt tgccaactca tgggctctga 1080
gcagtggaga acagtggtgt gaaacgactt ctactgaaat actgggttct teccetggaac 1140
tggagcectgg gaatactgaa acggttgagt acccgagact cgtcacctcet tgtcaccaca 1200
gaacgggcat ctcctcccag cagctcatgc aacatctcct ctggggaaat gcagaagggc 1260
ctgtgggage agtgccaget tctgaagage accteggtgt cttgecegta gaggagggte 1320
gtcgagtacg ttgtagagga gaccccttta cgtcttcceg gacaccctceg tcacggtcga 1380
agacttecteg tggagecaca ttgeccegetg ccaccectetg gtggaccceg agecttttgt 1440
ggccetgtgt gagaagactt tgtgtgagtg tgetgggggg ctggagtgeg cctgeectge 1500
aacgggcgac ggtgggagac cacctgggge tcggaaaaca ccgggacaca ctcttctgaa 1560
acacactcac acgacccccc gacctcacgc ggacgggacg cctcctggag tacgcccgga 1620
cctgtgecca ggagggaatg gtgetgtacg gectggaccga ccacagegeg tgcageccag 1680
tgtgeccctge tggtatggag ggaggacctce atgcgggeccet ggacacgggt cctcccttac 1740
cacgacatgce cgacctgget ggtgtegege acgtcgggtce acacgggacg accataccte 1800
tataggcagt gtgtgtccce ttgegecagg acctgeccaga geectgecacat caatgaaatg 1860
tgtcaggagc gatgcgtgga tggctgcagc tgccctgagg atatccgtca cacacagggg 1920
aacgcggtcec tggacggtct cggacgtgta gttactttac acagtccteg ctacgcacct 1980



accgacgteg
gtgteccetge
ctgtcgagga
ctttegegat
acagccagtg
cccacttcaa
ttactteotta
aacagatact
cactccttct
accctagacg
actctgacag
gctgectgge
tactggceget
cggaacactt
ccctectgaa
acggggagga
gcgtaggtcg
gactgggatg
tgcggeetgt
cgacgaccac
gttaccgttg
ggacttcggg
tgaaggaatg
tegacgtgece

cgcgeatgac

ctecteegea
ccgetgeect
tgcctgtgeg
gacggcgatg
gtcgatacgg

ctgtgagetg

acgggactcecc
gtgcatteceg
cctactteeg
gggagggceg
gatctgcage
gagctttgac

tcacectteoag
ccattgtcat
gtcatggacg
gtcacacgac
ctgcacaaca
gcgacacacqg
tgacttcgta
aggtgacctc
cctgecagatg
tatgtcactg
gccgecgggag
gtgggaatta
ttecgacaggg
gteceegetge
aacgcctgga
ggggagaccc
catgacggte

caggttctcc

cgegecagga
acctgeggaa
gegeectgge
ctgcacacga
cgecggacge

aactgeccega

ES 2 848 703 TS

gacagctcct
gaaagcgcta
gagacgcacc
tggagggaga
aatgaagaat

gttgtggacg

tgggatetge
tgagactgtc
accgggecct
atgaccgcga
gccttgtgaa
tgggcgagge
ccecegtecte
cgcatccagc
accggtectg
ccggaggcac
gctgctggtg
caatggcaac
ggcagatacg
acttccttac
agctgcacgg
gaccgyctcg
ctggacgtet

gaggaggcgt

> gctagggacg

ctgcaggggyg

ctgecgetac
cagctatgee
ggacgagcct
cggggagagg

aaggccaggt

ggatgaaggc
ccecteececgge
tetegtgget
gagctectgac
gtccagggga
taaacggctt
tgaccagtta
cagtacctge
cagtgtgctg
aacggtcctg
cgetgtgtge
actgaagcat
agtggcaggce
aacggtacct
atacagtgac
taggtcgagg
geggagtcga
aagctgtccc
cagggegacyg
geecttetgg
ccectetggg
ggactgccag
gggcccacct
tagtegtgte
gegeggtoct
cgggagtigyg
tgtaagctece
gacgtgtget
geggectgeg
gecggegetce
cgtgegegte

gtacctgeag
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ctetgegtgg
acctcectcet
cacagggacg
caacacctge
gtgccttgte
tgtcggtcac
gggtgaagtt
tggcceggga
ttgtctatga
gtgaggaaga
accegeteeg
ggggcaggag
cgacggaccyg
tggccaggac
ggcctcegtg
gggaggactt
tgcececctect
ccgtctatge
ctgaccctac
acgccggaca
ctggcrgage
gacctgcaga
cctgaagccce
cgatccetge
gacgtcccce
gcgcgtactg
ggacggtage
cctgetegga
ggcgacggga
acggacacge
gcgtggegeg

tgecgggacce

agagcaccga
ctcgagactg
cacgtaaggc
atttgccgaa
actggtcaat
ctagacgtcg
ctecgaaactg
ttgecaggac
agtggaagtc
ggtaacagta
tcaccgteeg
ttgccatgga
gacgtgttgt
atccagctcce
cgcctcaget
tccactggag
ggacgtctac
cgggaagacc
cggcgeccte
cacccttaat
cccgggtgga
agcagcacag
ttgcggacct
gacctcaace
acattcgagg
gtccaagagg
acggcagteg
cggcegegag
tggacgectt
cgegggaceyg
ageccaggecyg

cctgeaaccet

2040

2100

2160

2220

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3720

3780

3840

3900



gcecctetee
ttececggteca
acccggatga
acatggatga
ctccggacgg
tgcgtgeccea
atcttctcag
ggggacaatg
gtacacgatg
gctgectgac
cgaagtacgt

cgtcagggga

tggtgtgtec
actatgacct
gacgcccgac
agcatgggcet
tgtgtggecece
gacggagacg
agggacgaag
cacttgtgtc
tcctecatacg
ccttcacctt
actacctcac
tgcaggatta
gagtttatgg
aaccctggga
tgcaagaaac
ggatcacccc
ggaccaccte
gaaggatgag

aactcgacaa

gcacgcgcag
catggacgtc
ggaatgcaat
gaggggggac
acctceccgac
aggcccagtg
accatcacac
atactgccac
acactcctac
gctgtectea
gacatggtac
cagagtageg
:gctgacaac
ggagtgcatg
ttceecgaget
gtgtctcectgg
tggaaaggtg
gggggccegt
gtagtccegt
tgtegggacce
gggacctett
gacgtgtctg
cttcgacggg
ctgecggecagt
acaaggggcc
ccttteggat
gggtcaccat
ttattcccta
cetectetet
actcactttg

actgcccecte

ES 2 848 703 TS

cgcaccgege
acgccctggg
gaggcctgece
ctggacggceg
gaagacgggg
cccctgttac
catgtgctac
tctagaaggt
gcttcatgea
gcagtccect
tcacctcagg
tegttttect
ctgcgggctg
agccgggggg
cacatggttt
ctgcctetge
tcectgette
accaggcegt
aggagtatgc
ggaagtggaa
tgtcacttcet
gtacacacac
ctcaaatacc
gaggtgctag
cctcacggte
cctagtgggg
cctggtggag
cgtcggtggg
ttgagetgtt
aggtggtgga

cacttacact

tcggteegge
ggacgttgga
tggagggctg
agagagagaa
ggtcccgaga
tatgacggtg
tgtgaggatg
cggtcttcetyg
ctgtaccatg
gtctcatcge
ggccttegaa
cggataggac
aagggctcga
taccagttcg
tgrcacggtet
ccccecgggea
catcagggca
actcttgtet
ccoctggagaa
ctgcacagac
aaccgacgtt
tacggtgcac
tgttccececgg
ccgtaceggg
atgcaagacc
aataagggat
ggaggagaga
gagtcacttt
tgacggggag
gtctggeegg

tctecegggta
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gacactecgac
gacctgecge
cttetgeccee
tgggcectact
tgtacctact
agatcttcca
acgcacgggt
tagaagagtce
agtggagtcc
agcaaaagga
cgacggactg
teggeececce
gtgtaccaaa
accacacagg
tgatactgga
tggtcecggea
tegtaceccega
acacaccggg
acagtgaaga
catgtgtgtg
gtgaacacag
ctccacgatce
ggagtgccag
tgatggagtg
acgtcctaat
gcagccacce
ttgggaccct
acgttctttg
gtgaatgtga
tacatcattc

cttectacte

ttgacgggcet
tctetetett
ccagggctct
ccttacgtta
ctccceccetg
gccagaagac
tcecgggtcac
tggtagtgtyg
ccggaagett
gectatectg
cgacaggagt
atggtcaage
acgtgccaga
gcgactgttg
cctcacgtac
tgagaacaga
cacagagacc
acctttcecac
atgccacgtg
acagccctgg
ggcatggece
tacgttctgg
gaagctgccece
gacgcegtcea
ctcagtgaaa
ggaaagccta
cccagtggta
agaggcccat
tgctgetggg

tgagtgaaac

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4380

4440

4500

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760



tccaccacct
gggaccgeca
gcectgtgtgg
aggcaccagyg
ggcatccaga
tttgggaact
gtggtegteg
ctegagegte
taacaacatc
ggtcttttca
gctaccacct
tggtggaccc
ttggggactg
gacctacaga
tgcgacacca
aggacggeca
acgggtgcac
ggtctcgacg
cagctgtgea
tagaggecct
ttcagtgcac
atgcccactg
aagactgtcc
ttttaggacce
gtggctggee
cactgccaga
gagtecttte
actacaacag
cacagatgcce
cacttcggac
ggtggtgaga

ggctactgga

cagaccggcec
cctgagecatc
gaattttgat
acttecgtcectg
acaatgacct

cctggaaagt

acacgactgt
atgaagcaga
cggagacctg
aaggaggaca
cgagccatat
cgectgette
cgtaaatgct
ttgctgecta
cattgtgecc
acacgggteg
ctcctctect
cctgectgte
cttgeocecata
agtcgtggga
cccteccaggg
agtgtgtgag
tactegaaaa
ggcgttttge
tttgccactg
tttcagtgga
ttggagtgga
caeggtgagec
ggtcctegge
catacacctc

cotggtette

ES 2 848 703 TS

atgtagtaag
tecgtggtec
gtttcgggag
tatggtecte
caccagcagce
gagctogecag
accteocttet
ccagaaaagt
cgatggtgga
agtaggggac
tcettaggaat
ctggatgtct
gaaggtcctg
gtggacgagg
tgcccacgtg
ccagagetge
taccgttcca
atctccggga
aagtcacgtg
ctcacactca
ctecggtgacce
aaaatcctgg
cgtcacacac
cgtetggacg
ctcaggaaag
tgatgttgtc
acttagggtce
gtgaagectg
ccaccactct
cctecggace
ctgtagagece

ctgetggatg

acgacgaccce
tgaagcagac
aggcaccaga
tttcacacac
aacctccaag
tgtgectgaca
gggacacctg
gactetggac
ttcctectgt
ggtggacggt
ggtcactgeca
gcatttacga
acgttgtteg
acactcaggt
tgtgcccage
gaggagagga
ccactggacc
gaacgggtat
tcagcacccet
ccgegatatt
ggacgggaca
atgagctttt
ctccecgacgg
caactgggac
aaagtcacct
aacctcacct
actgggactce
ccaggagecyg
gtatgtggag
accacggagqg

ttggecggeaa

gatecotecag
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caaagcccte
ataccaggag
ccctggeggt
cggacacacc
tggaggaaga
ccgtaggtcet
aaacccttga
tcatcececetg
agaatcctta
attgttgtag
cttccaggac
cacctgctcc
accacctggg
aacccctgac
atggcaaggt
acgcetgtggt
tcctgeeggt
gagtgtgagt
gagccactgg
gtcgacacgt
gcagtgtgtyg
gcagacctgc
tacgggtgac
ttetgacagg
tgaatcccag
caccgaccgyg
gtgacggtct
ggaggcetgg
gacatctegg
gtgtctacgyg
gcacgattte

gctgtecgag

tecegtggtet
aaagtgtgtg
ggactcgtag
cttaaaacta
ccctgtggac
tgttactgga
ggacctttea
ccacctgaca
ccagtgacgt
tacttcgtet
tgcaacaage
tgtgagtcca
gctcggtata
gcggacgaag
ggtgacctgg
aacgacggat
gtaacacggg
ggcgctataa
cctgecctgt
ggacggacag
gagggctgcec
gttgaccctg
gggaggtccc
tcacacacte
tgaccctgag
ccgcaaaacyg
aaacggtgac
tggtgectee
aaccgeegtt
ggccactegg
tactgcagea

gotgagtttg

5820

5880

5940

6000

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7500

7560

7620

7680



aagtgctgaa
gacgacctac
gtggacatga
taccacgacg
cgcgtagagg
gatgtagecece
gaagtatgeg
ccttegetgg
accggaggtg
gccctgaage
cccecggaactt
cgggacgagg
gtccagggec
aacctcaagc
cttccagtaa
gtagctette

gcagcaaagg

tcttgtteeg

cacaagtcac
ccatggttet
cccgagaace
ttcgtcectgg
atggaggagg
gttttaacca
ctacctacac
cgtggagtac
cgtaggtgca
tcegtgteag
acaggaccaa

agggtgaccg

ggcetttgtg
cgaggaggtc
tggagcggcet
gctcccacge
gtcttcaccce
gagttcctgg
ggcagccagg
cagtctcgac
gtcgctccag
ctceegeate
tgtececgcetac
actaceggtce
tgaagaagaa
agatccgcect
cactagggcce
gtccggggac
gacgagatcg

gaagcacgac

tgtgggeccg
ggatgtggeg
cccaaagetg
aaggatcgga
tgattcagcg
ctteggcetga
ceggtectgt
cccttecageg
gtgccacgac
gttteececetyg

cactgggctg

ggagcaggcg

ES 2 848 703 TS

cgtgctaaag
cgacaggcte
gcgcatctece
ctacatcggg
aggcgcaccg
ggaagcgace
tggcctccac
gecgegtaac
aactttatgt
gcectgetee
ttagaagtcg
ggtccteggg
gaaggtcatt
catcgagaag
acccgtaacce
agaacaaggc
ttagctacct
tcegteacace
cggggactte
gggctcttgg
atgagacggg
ggaccecggg
caaaattggt
gatggatgtg
agttgtccte
gcatccacgt
aggcacagtce
gtcatgagga
taggacgteg
gceectgeggt

ctaggcgatg

atgacgtcgt
cgactcaaac
cagaagtggg
ctcaaggacc
gcaccacctc
gtcagagctg
cagcgaggte
ggtcggtcca
gtgacaaggt
tgatggccag
ttctagetgg

gttgectaca

caggcccctg
cggggtacgg
cttegtgetg
ctgtgacctt
tactecgacet
ggggaggagy
gggtttegac
gggctgtacc
ttctecttga
gaagccgact
ggccaggaca
gttcctcaag
cacggtgctg
caaaggggac
tgtaccactg
cccacgetet
acctctectga

gtccegeegt

88

ccgatgacct
ttcacgactt
teegegtgge
cacctgtact
atggtgctgce
cggecgecattg
ttgaaataca
cttcatacge
aatcttcage
ccaggagccc
cgggacttcg

gggcecttgaa

caggtcccgg
ttggagttcg
agcagtgtgg
gccectgaag
cgtegtttee

tactctgacocc
tactct gccc

cctggggece
gtgttcagtg
ggtaccaaga
tcaacaggag
aagcaggacce
tacctcetce
cagtactect
atcctgeage
gcacctcatg
gatececgetac
ccacagctte

tgtectggtt

ggaccagaag
ccggaaacac
cgtggtggag
acctcgecga
cgagggtgcg
ccagccaggt
cactgttcca
cegteggtee
aagatcgacc
caacggatgt
gagggcgtag

acaggcgatg

acttcttett
tctaggegga
atgagctgga
ceccctectee

ctgetetage
cccgacatgg
aagaggaact
acacccgggc
cctacaccge
caaggagttc
ttcctagect
actaagtege
acatggtgac
gggtgcgaga
gggaagtcge
cagggeggea

ttggtcagee

gtgacccgac

7740

7800

7860

7920

8940

9000

9060

9120

9180

9240

$300

9360

9420

9480

9540



cgggacgcca
cccaacctgyg
ggagacatcc
gtggccttta
gtaacctcac
ccctatecete
ggttgcacgt
aactctgega
ggctgcagat
ttctectgga
aggggacgtg
agtttcccag
gccaatatag
actactttac
gtgagtccac
ggtcccggag
tcataccttce
acgactcgga
tgggctttge
aggeggtggt
aactgaagtc
acggacgtct
acagtgttcc
tcacctacgt
acctctagcg
cgtggtgaag
gggtcgatge
agcettetgga
gatttgttag
ccttgeccaga
ctactcctac

accgtgactt

tggagagact
tctacatggt
aggtggtgecc
ggacggagac
ccgggattac
atccaggact
cotecgaccte
gggggetete
ccccacccte
tggctectee
gactgacgte
cttcttattt
ggcctegtet
ttctcaaagce
agtcacgacg
aaagcccatt
gtagtggtgg
acacctgcag
tgtgcgatac
catceoctggte
tttacgtacc
ctgtggattc
ctattggaat
cgtegactac
atgctacgtc
ctccagcgaa
ctagaaccgt
gggatggtac
gatttgcatg
ccagtgccac
cettactett

gccagccaga

ES 2 848 703 TS

ggtgtcgaag
caccggaaat
cattggagtg
tactctagtt
ccaacgtgca
ttgagacgct
toctaacega
cgaggactgg
tcecectgeac
ctccacgacg
ggtcggggac
tgatgaaatg
cactcaggtg
ggttccgaaa
agtatggaag
tgetgagect
taactgcacg
tacgtcgece
ttgacttcag
gtcggtttag
acggtccogge
agtggatgca
tggagatcgc
ggcggtecag
cccagctacg
tcgaagacct
ccgggtegte
cagtggaacce
gatgaggatg
ggaggtgttt
cteoegggece

tggccagacc

aaccagtcgg
cectgectetg
ggccctaatg
cteecgacgga
ggagctggag
ccecccgagag
ccgggttacg
accacgacgt
ctgactgcag
aggcctctee
ctgcactagg
aagagtttcg
tcagtgetge
gtaaagtttt
catcaccacc
tgtggacgte
gtaccttgeca
tcecctecggg
aaatgcatgg
ccectacgga
ceteggagtt
gcagctgatg
tacgatgcag
gttgtetcac
gatcttggeca
ccctaccatg
cgctgaggtt
cgttaaggaa
ggaatgagaa
gacacgagac
ctgcagacct

ttgctgaaga
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tcececactgge
atgagatcaa
gggttggacca
cctetgtagyg
aggattggcet
gctectgace
gggataggag
gaggtgctge
ccagcccctg
ccgacgtcta
aagaggacct
ccaaggcttt
tcaaagggtc
cggttatatc
attgacgtgc
atgcagcggg
ccagggccte
cagccaaatc
tgccaggeceg
acccgaaacyg
tcecgecacca
ccgecaggte
tgcctgecaga
tgtcacaagg
ggcccagcag
gtcaccttgg
gcaccactte
cctecacaaa
gaggcccggyg
ctaaacaatc

ggaacggtct

gtcatcgggt

cctegtecge
gaggctgect
agatgtacca
tcecaccacgg
ggcccaatge
tggtgctgea
tecggagagg
gacgtgatcc
ggggtgggag
acecgaggagg
catttcaaaa
gaagaataaa
ccggagcaga
catggaacgt
agggaggccc
tttcgggtaa
ggggatgcct
ggagcctcaa
acacgctatg
gtaggaccag
caacagagtg
gacacctaag
gataacctta
gcgactccaa
gcaattcctt
gaggtcgett
ctgtgetetg
gacgtctgga
ctaaacgtac
ggtcacggtg

caactgtgac

9600

9660

9720

9780

10140

10200

10260

10320

10380

10440

10500

10560

10620

10680

10740

10800

10860

11280

11340

11400

11460



cgggggetga
accggtetgg
gggattgtcg
ctgygtgtge
aatttcacct
ggtgagececgt
atgtcctatt
gcectggage
ctegteetgg
tgcatgaaat
gaggtgacgg
cttegtgtea
gcatgaggtc
acccaccctt
tggaaccagt
ccaagacttt

atgacttcat
tgcataccag
ggcacagtca
cagacgtgec
cttttgtgaa
cctcectegte
tgctgaatgce
ggctgtegag
accgaggteg
gtgaggtgat
ggacacctga
cgggtggaga
atgtcatgecc

gatggcaacg

ggccttegtg
aacgacttct
gtcaggggac
acaggcagct
tctectggaca
gtagcactgg
tcaaaacaag
aaggcagggc
acctccacta
ccatcgaggt
tgaatgggag
cgggagaggc
caaggaatge
agattcaatc
gtaccttcag
gtagaagtgt
tgcttcaaag
gctgagggat

acacacccta

ccacagactg
agcccatcct
caagtcctta
acagaacagg
cacaaggtcc
ggtgacggtc
gtgtaagata
cgcctcttat
tttctgtget
cagectggtt
caccatctct

tgagctcctg

ES 2 848 703 TS

ccctaacage
cagtagccca
ttaaagtgga
ccactcggcea
ccgacggcega
aaactacccg
gagcaggace
cgactgaccg
agaggtatta
gaagcacagt
actggtctct
agctesacgt
tgggtgggaa
accttggtca
ttgcaaatac
aagtgaggtg
acgtatggte
caaggttgac
gacactactc
gaaaacactt
ggaggagcag
cctgacacgt
ccgacagctc
tggctccage
caggaggaga
cggtagacgg
gcccacctct
aacggtggtc
geeccagacg
ggtctacaac

tggggaccat

cagtccectg
gttgacactg
agagacctgt
catcgtgacc
cctggacggg
tcttaaagtt
tggaggtgat
tcgacaagaa
ccacggacgt
gcectcecteeg
gttccttacg
gtcactgtac
ratggaagtc
catcttcaca
cacggtagta
ttttgttact
tgtgtgggat
gtcgagtegg
ttgeceteggt
gttcaggaat
tgtcttgtec
cgceggteee
ccactgccag
cacattctat
atggtgacaa
tcgtectgte
gtcggaccaa
ctcgttcaca
caactgacet
cactgtgagc

ccctecgaag

90

tggcactgaa
gcececcegact
ggctgceget
tttgatggge
gacrcacacg
gctgactgge
totccataat
tacaggataa
cgggaccteg
tcgagstgea
acgtacttta

ctccactgee

ttcactccac
cgtactccag
gttccaactg
ctgtgatgag
ggttctgaaa
tactgaagta
ggactgtgeca
cegtgtcagt
gtctgcacgg
gtcctcctcet
gccatctgec
acgacttacg
ttgccaccag
cggggtctge
cactccacta
cetgtggact
atggctgtcece

tacagtacgg

cggtcggtct
ccggaageac
ggacctgccce
agaatttcaa
tgtccgtcga
agctgttett
ggtgcctgea
agttttgtte
ttcegteceg
cagtgacatg
ggtagctcca
acttacccte
gtgccatecat
aaaacaatga
tctaagttag
cagctcagce
aacggagcca
acgaagtttc
cgactcccta
gcggcecaggg
ggtgtctgac
tegggtagga
taccactgtt
agcaggacag
gtgtteccagg
gagcaagtgt
gttgactgga
gcggagaata
aaagacacga
ccggecactgt

gtggtagaga

11520

11580

11640

11700

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320



ccagatgttyg
acccctggta
ctgtgtecct
cgacaaagac
cgtgagtcac
accaccagcc
agccoctgece
acgtgtacgg
gctceccacgt
cccgagtatg
acttecatcgg
actgggtcac
actgaccaac
acgggggtca
cgtctgggtt
cctgececece
gtgcctgecaa
gggtgggaag
tccacagtga
accacaacca
acccatgaac
gctgtteccac
ctgcgatgtg
cttegtggta
ggctgtacct
aggacagctyg
gcctgecate
aagtgaatgce
gtggtgactg
tgggcctece

cccectgagyg

gacggagtag

gtgacacteg
gggaggctte
gaagaggcct
gggaggtcta
gtaaccactc
ctgtcagatc
cacggccaaa
agtecgeceage
gtggcctgtg
agtgtgtgtg
geggaggegyg
tcgacactgg
cctggegagt
cggagtgaca
gaagtggacg
gcacegtttg
ctgtgtcaac
ccttectgggt
getgteccoct
cctgeocttec
cggagttgge
acacaggtgg
tgcacctgeca
gatgggacac
cctacggcac
tcggtcggge
tgectgtgag
aagacgtact
gctcacegeg
cggagaaccc
gtcagaagga

ttactcacac
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taccgacagg
gctgtttetyg
gcactcagtg
tttcagtaca
ctacctcagg
tgcacatgcc
cattecagttg
tgaagtagcc
tgacccagtg
tcttacgtct
tgcccccagt
gcagacccaa
cttgcaccgg
cggacgtcct
cccaccette
gttttctcac
cacgacacta
tgggtacttg
cgacaaggtg
ggtggttact
gaagcaccat
ccgacatgga
ccggtcaaga
tacccggagyg
ttcacttacg
cacgagggte
tcecgetecacyg
gggggactcc
ctgectcate
ccttetcaca

tccgagtgaa

ggccgtgaca
ccctecagat
cattggtgag
accttecegte
tegtggtcaa

tcagcegggeg

acgtgttgeg
cgeccteecgec
agctgtgacc
ggtcacgacg
gcctcactgt
cttcacctge
aggtcgggtyg
tcctectecac
ggaagaccca
aggggtggga
ctcatactca
gcoctcaaceg
tgtgteccace
gacaccgaca
ctaccctgtg
ggatgccgtg
cecteoctece
cgcaccgggt
ttctgcatga
ttegggacac
acaccttcca
cagtctteet
aatgagtgtg
geegagggte

ggaggaggte

91

ctaccgttge
aaagtcatgt
gatggagtcc
gacacaggga
cctggaagece

gaaggtcaac

tegggacggg
agaatgcaga
cgagggtgca
gggctcatac
gaacgtggcc
gcctgcagga
tgactggttg
caaaagagtg
gtgctgtgat
gg9acgggggy
cacggacgtt
ccaccaatga
aggtgtcact
tggtgttggt
ggccagttct
atgggcctce
gacgctacac
gtgctecccag
aggcgagtgce
tcctgtegac
cggacggtag
ggaagagtgt
caccactgac
acccggaggyg

tttatacaac

actcgaggac
tggaaggcag
agcaccagtt
cttectececgga
tgggtcccgyg

tgcacaacgc
gacagtctag
gtgeeggttt
ccagtgctge
caccggacac
tcacacacac
tccagcccac
aggaggagtg
ggaccgctca
tccccaccet
gagtatgagt
cgtggcaaac
gacacagttg
ctgtggetgt
cgacagggga
ggacggaagg
gggaggaggyg
gcgtggccca
acgtggacgt
aagccctgtyg
togtggaaggt
ageccageeceqg
acggacactce
cggcteccag
cgagtggcge
gectettyggg

aaaggaacgt

13380

13440

13500

13560

13920

13980

14040

14100

14160

14220

14280

14340

14400

14460

14520

14580

14640

15060

15120

15180

15240



10

ctecctgececcee
aggctcactt
agggacagac
gtegetgtga
ctgtgatgat
cggacgtacg
acgacctgee
aagaccacct
cgtccacecce
gggggaccca
ggcttgcacc
ttttattgtg
ctectectgt
acttctgcaa
caccctttga
tctectctea
tgtcttgetg
gagcctgagt
ttaatacttt
gtgacggtce

ccactactge

cacggtcgtt
gctctceegac
tgtaccatga
gggtacgtcc

gccatggagt

<210> 28
<211> 2813
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<2225 (2016)..(2016)

cagctggagy
cctectecag
ggggagcecg
gcgcatggag
cgatgtgtge
agttacecgtg
gctgcatggt
gcaaccccetg
cagtagagac
atgttccttce
attcagctaa
tccacttaca
ctagtactgt
ggtcaatgag
tgaacacaag
tgaagaccct
agggaggtaa
gcaacgacat
taaggtcegt
gacgtcatac
cagggcaaat
ttcgacattc
tcggtacatg
acggacggag
ggttctcaat
accgggacgt

gcaaatgcecte

<221> caracteristica_misc
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tcecctgtetg
aaatatgttg
aaagtcgact
gcctgecatge
gagtcgcacyg
acagtaaccc
gcaggtgggg
ccecectgggt
ctaagttcga
aaaataacac
gaggaggaca
acaccctceta
gacttcgcac
agaggagagt
ggtecctaceg
cttecteccag
aattatgaaa
cactgccagg
ggacgacact
tcaaggtggg
gtgccagcaa
agacttcatc
aggtaactgt
cccatgcagg
cgtectggte
gacgtggtta

ccccaggaag

ccceteggge
tttecttgea
cgacattctg
tcaatggcac
acgggttega
gggcccttet
gtcatctetg
tacaaggaag
catcacgtee
aggtgaatgt
gatcatgaca
caaacggatg
tactctgega
acttctggga
acactatgag
tgtccgacgg
attccaggeca
ctgcagtatg
gtgtacacte
aagctgtaag
agccatgtac
tccacctata
agttgctaca
tggcccetgea
acgaggacga
ccgagacaac

tgcagcaagt

92

tttcagectga
gaggacgggg
ctcagecgtge
tgtcattggg
cagcgacact
gacactacta
gattcaaget
tgctggacgg
ttetggtgga
tgtgggagat
ctgaagcgtg
ccgaacgtgg
ccaggatggce
gaagagggtc
tgaagacgtt
gtgggaaact
cctgetgtga
acagaacgac
ctcggactea
tetgaagtag
tccattgaca
ggtgatgacg
gcaggaccag
ctgcaccaat
cgagaggctg
acatggtact

ga

gctgtaagac
gtecgacctece
tgcccaaget
ccecgggaaga
cgcegtaccte
gctacacacg
ggagtgcagg
cgacgtacca
cgttggggac
gtttgcctac
atgagacgct
taagtcgatt
tgtgatactc
acaggctgcecce
ccagttactc
acttgtgttce
cacatgtgag
tccctecatt
cgttgetgta
aggtggatat
tcaacgatgt
gtcccgttta
tgctcctget
ggctetgttg
tgecctgecte

ccaagagtta

15300

15360

15420

15480

15540

15600

15660

15720

15780

15840

15900

15960

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

Fa
[=)]
n
[+)]
[}

16620

16680

16740

16800

16842
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<223> Xaa puede ser cualquier aminoacido que existe de forma natural

<400> 28

Met

Leu

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe

Tyr

Leu

Asn

145

Leu

Glu

Leu

Ser

Cys

Ile

Pro

Arg

Met

50

Gln

Val

Val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Pro

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Thr

Ser

195

Asn

Leu

Ala

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

Val

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Arg

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe

165

Thr

Glu

Ser

Lys

Phe

Cys

Phe

Ala

Phe

70

Val

Val

Leu

Tyr

Leu

150

Asn

Ser

Gln

Ser

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Asp

Trp

Gly

215

Thr

Gly

Glu

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

93

val

Gly

25

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

105

Glu

Val

Arg

Ala

Tyr

185

Glu

Met

Val

Leu

10

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu

30

Asp

Thr

Ala

Tyr

Glu

170

Asp

Arg

Gln

Phe

Leu

Arg

val

Tyr

Asp

75

Phe

Gln

Glu

Arg

Phe

155

Asp

Phe

Ala

Lys

Ala

Ala

Gly

Asn

Leu

60

Phe

Phe

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Leu

Arg

Thr

45

Leu

Gln

Asp

Vval

Gly

125

Asp

Lys

Phe

Asn S

Pro
205

Leu

Cys

Ala

Ser

30

Phe

Ala

Asn

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Met

Pro

Trp

His

Leu

15

Ser

Asp

Gly

Gly

His

95

Met

Tyr

Ser

Cys

Thr

175

Trp

Ser

Glu

Pro

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

80

Leu

Pro

Lys

Gly

Gly

160

Gln

Ala

Ser

Gln

Leu



225

val

Cys

Arg

Ser

val

305

Cys

Leu

Ser

Thr C

Pro

385

Asn

Asp

Ala

Pro

Ala
465

Asp

Ala

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Gly

Arg

Cys

Asp

Gly

450

Met

Pro

Gly

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu

Tyr

Gln

Asp

435

Leu

Asp

Glu

Gly

260

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly

340

Arg

Cys

Cys

Phe

Asp

420

Arg

Hisg

Gly
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Pro

245

Leu

Gln

Pro

Ala

Leu

Tyr

Arg

Leu

Thr

405

His

Asp

Asn

Gln

230

Phe

Glu

Glu

Val

Arg

310

Val

Cys

Pro

Asn S

vVal

390

Phe

Ser

Ala

Ser

Asp
470

val

Cys

Gly

Cys

295

Thr

Asp

Val

Pro

Thr

Ser

Phe

val

Leu

455

Ile

Ala

Ala

Met

280

Pro

Cys

Gly

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

Cys

440

Val

Gln

94

Leu

Cys

265

val

Ala

Gln

Cys

Ser

345

Thr

Trp

Gln

Ile

Ile

425

Thr

Lys

Leu

Cys

250

Pro

Leu

Gly

Ser

wwm
w o
ohR

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

410

Val

Arg

Leu

Pro

235

Glu

Ala

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Ile

Ser

Lys

Leu
475

Lys

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

Ser

W

Phe

Tyr

Glu

val

His

460

Leu

Thr

Leu

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Arg
365

r Asn

Lys

Leu

Thr

Thr

445

Gly

Lys

Leu

Glu

270

Thr

Arg

Asn

Gly

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

Val

430

Val

Ala

Gly

Cys

255

Tyr

Asp

Gln

Glu

wE
wH
[$108=)

vVal

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Arg

Gly

Asp

240

Glu

Ala

His

Cys

Met

320

Leu

His

Asn

Cys

Asp

400

Arg

Cys

Leu

val

Leu
480



Arg

Asp

Ser

Q)
el

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Arg

Ala

625

Ala

Val

Ser

Cys

Ala

705

Ile

Ile

Leu

Pro

val

Leu

Arg

Ala

Tyr

610

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Pro

630

Gln

Phe

Gln

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leu

Pro

Cys

Ser

His

Met
500

Tyr

Q)
he

Asp

Lys

Ser

580

His

val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

Gly

Pro

Asp
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Thr
485

Asp

Ala

L]
(]
o

Phe

Gln

565

Glu

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Leu

Cys

His
725

Vval

Trp

Gly

His

Glu

Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Tyr

Tyr

710

His

Thr

Asp

Lys

Ser

Ala

Val

Cys

615

Ala

Arg

Thr

Cys

Met

695

Tyr

Thr

Ala

Gly

Thr

520

Ala

Asp

Cys

Ser

600

Ser

Ala

Cys

Pro

Asp

Met

95

Ser

Arg

505

Cys

Trp

Pro

Ala

585

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys

665

Glu

Glu

Gly

Cys

val
430

Gly

Gly

n
o
(o]

Lys

Cys

570

Val

Leu

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ala

Arg

Glu

Tyr
730

Arg

Arg

Leu

1))

[

3

v Q)

Leu

555

Ala

Leu

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Gly

Ile

715

Cys

Leu

Leu

Cys

His

Leu

Thr

Tyr

Glu

620

Arg

Cys

Thr

Leu

Asp

700

Phe

Glu

Ser

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

605

Cys

Gly

Pro

Cys

o Q
w

e

Cys

Gln

Asp

Tyr

Val
510

Asn

b
l-l
o

Asp

Pro

Pro

590

Arg

Leu

Val

Lys

Arg

670

Gly

val

Pro

Gly

Gly
4385

Lys

Tyr

Q)
hi]

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Pro

Glu

Phe
735

Glu

Leu

Asn

L
oy
o]

Gln

560

Met

Phe

Cys

Gly

Val

640

Gln

Leu

Phe

Lys

Asp

720

Met



His

Leu

Pro

Ser

His

Cys

Ala

865

Leu

Tyr

Gly

val

Arg

945

Tyr

His

Cys

Ser

Pro

770

Met

Glu

vVal

850

Thr

Lys

Cys

Cys

w e
w P
oo

Pro

Ile

Leu

Thr

Ser

755

Met

Gly

Asn

Glu

835

Cys

Cys

Tyr

Gly

Ser

915

Gly

Ile

Ser

Met
740

Pro

val

(9]
el
(7]

Cys

Arg

820

Arg

Ser

Leu

Ser

9200

His

Gly

Lys

Leu

Ile
980
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Ser

Leu

Lys

val

805

Cys

Ala

Asp

Thr

Phe

885

Asn

Pro

Glu

Asp

Leu

965

Ser

Gly

Ser

Leu

Ser

val

Pro

Arg

Ile

870

Pro

Pro

Ser

Ile

Glu

850

Leu

val

Val

His

Vval

775

Gly

Ala

Lys

855

Gly

Gly

Gly

val

w0 0
w e

ue

Thr

Gly

Vval

Pro

Arg
760

Cys

(9]
v
/]

Cys

Leu

Glu

840

Trp

Met

Glu

Thr

Lys

920

Leu

His

Lys

Leu

96

Gly
745

Ser

Pro

Leu

Glu

825

Thr

Asn

Ala

Cys

Phe

905

Cys

Phe

Phe

Ala

Lys
985

Ser

Lys

Ala

Cys

810

Arg

Val

Cys

His

Gln

890

Arg

Lys

Asp

Glu

Leu

970

Gln

Leu

Asp

Pro

Cys

Lys

Thr

Tyr

875

Tyr

Ile

Lys

Leu

Ser

Asn
780

>
L]
T

Pro

Pro

Ile

Asp

860

Leu

Val

Leu

Arg

Gly Glu

Val
955

Ser

Thr

val

Val

Tyr

Pro

Leu
765

Leu

()
a
€

Gly

Cys

Gly

845

His

Thr

Leu

Val

Val

925

val

Glu

Vval

Gln

Asp
750

Ser

Arg

[a]
Fa
[+

Met

Phe

830

Val

Phe

Vval

Gly

9210

Thr

Asn

Ser

Trp

Glu
990

Ala

Cys

Ala

val

815

His

Asn

Cys

Asp

Gln

895

Asn

Ile

val

Gly

Asp

975

Lys

Val

Arg

Glu

. .
meu

800

Arg

Gln

Thr

Asp

Gly

880

Asp

Lys

Leu

Lys

Arg

960

Arg

val
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Cys Gly Leu Cys Gly Asn Phe Asp Gly Ile Gln Asn Asn Asp Leu Thr
995 1000 1005

Ser Ser Asn Leu Gln Val Glu Glu Asp Pro Val Asp Phe Gly Asn
1010 1015 1020

Ser Trp Lys Val Ser Ser Gln Cys Ala Asp Thr Arg Lys Val Pro
1025 1030 1035

Leu Asp Ser Ser Pro Ala Thr Cys His Asn Asn Ile Met Lys Gln
1040 1045 1050

Thr Met Val Asp Ser Ser Cys Arg Ile Leu Thr Ser Asp Val Phe
1055 1060 1065

Gln Asp Cys Asn Lys Leu Val Asp Pro Glu Pro Tyr Leu Asp Val

1070 1075 1080
e T1 o Meren Ao Mho Moo Ooe- ierg DTs Ooen Tlo 37 <5 Aomm e AT o
“Ys L4 LYyL ASP L1l LYyS oTL “YS Uil OoelL llT Uly aADp WYS Ala
1085 1090 1095

Cys Phe Cys Asp Thr Ile Ala Ala Tyr Ala His Val Cys Ala Gln
1100 1105 1110

His Gly Lys Val Val Thr Trp Arg Thr Ala Thr Leu Cys Pro Gln
1115 1120 1125

Ser Cvs Gl 3111 Arg Asn lLeu Arg Glu Asn Glv Tvr 31lu Cvs Glu
== e Ao hudenhalidenh ol 9 = =+ g c= = A | b deh ol ¢ S
1130 1135 1140

Trp Arg Tyr Asn Ser Cys Ala Pro Ala Cys Gln Val Thr Cys Gln
1145 1150 1155

His Pro Glu Pro Leu Ala Cys Pro Val Gln Cys Val Glu Gly Cys
1160 1165 1170

His Ala His Cys Pro Pro Gly Lys Ile Leu Asp Glu Leu Leu Gln
1175 1180 1185

Thr Cys Val Asp Pro Glu Asp Cys Pro Val Cys Glu Val Ala Gly
1190 1195 1200

Arg Arg Phe Ala Ser Gly Lys Lys Val Thr Leu Asn Pro Ser Asp
1205 1210 1215

Pro Glu His Cys Gln Ile Cys His Cys Asp Val Val Asn Leu Thr

97



Cys

Asp

Glu

Val

Glu

Ile

Gly

Glu

Val

Phe

Leu

Arg

Val

Glu

Asp

1220

Glu
1235

Ala
1250

Pro
1265

Phe
1280

val
1295

Met
1385

Tyr
1400

Gly
1415

Lys
1430

Glu
1445

Ala

Pro

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Arg

Ser

Lys

Ala

Val

Ile

Gln

Leu

Cys

val

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala

Arg

Thr

Ile

Ser

Gln

Gly

Ala

Glu
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Gln

Ser

His

Asp

Ala

Trp

Tyr

Ile

Ser

Asp

Gln

Gly

Pro

Pro

Gln

Glu

Pro

Asp

Gly

Phe

Val

Ile

Ala

Glu

Arg

Glu

Leu

His

Glu

Gln

1225

Pro
1240

Thr
1255

Phe
1270

Ser
1285

Pro
1390

Lys
1405

Ala
1420

Asn
1435

Arg
1450
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Gly

Thr

Tyr

Ser

val

val

Leu

Gln

Leu

Glu

Gln

Lys

Asn

Lys

Asp

Gly

Leu

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

val

Lys

Ala

Arg

Lys

Leu

Ala

Glu

Leu

Tyr

Ser

Leu

Met

Val

Asp

Lys

Tyr

Ser

Met

Lys

Lys

Phe

Ile

val

val

Arg

Ser

Met

val

Arg

Tyr

Thr

Arg

Ser

Val

Gln

val

val

1230

Vval
1245

Glu
1260

Leu
1275

Glu
1290

Arg
1395

Ile
1410

Ile
1425

Leu
1440

Ser
1455

Pro

Asp

Leu

Ala

Arg

Tyr

Arg

Gly

Phe

Ala

Asn

vVal

Arg

Ser

Tyr

Pro

Ile

Asp

Glu

Leu

His

Pro

Ser

Gln

Leu

Phe

Ile

Leu

Ser

Leu

Thr

Ser

Leu

Phe

Arg

Asp

Ser

Gln

Ile

Leu

val

Pro

Ile

Vval

Cys



Asp

Ala

Gly

Glu

Ser

Glu

Arg

Gly

Gln

Gly

Gln

Leu

Phe

Cys

Pro

Leu
1460

Gln
1475

Pro
1490

Gly
1595

Asn
1610

val
1625

Q)
o -
s

(=)

Glu
1655

Cys
1670

Asp
1685

Ala

Val

Lys

Met

His

Pro

Arg

Ala

Asp

Pro

val

Arg

Thr

Ser

Cys

Pro

Thr

Arg

o
7]
Lo

Glu

Vval

Phe

Glu

Leu

Arg

Ala

Pro

Ile

Leu

Gly

Ser

ES 2 848 703 TS

Glu

Val

Asn

(=
v
[}

Glu

Thr

Ser

Ile

Arg

Glu

Ser

Ile

Gly

Pro

Glu

Gln

Ala

Gly

Ser

H
[
(1]

val

Val

Glu

Arg

Tyr

Gln

Asp

Gly

Trp

Arg

Gly

Pro

Ala
1600

Glu
1615

1630

1660

Leu
1675

Leu
1690
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Pro

Gly

val

@
herl
=

Gln

Gln

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

Gly

Asn

Ala

Gln

Asp

Pro

Leu

Leu

o
Fa
)

Arg

Tyr

Ser

Gly

Asp

Asn

Lys

Pro

Ala

Pro

Ile

val

Thr

Leu

Asp

o
U
T

Met

Ser

Gly

His

Leu

Arg

Asn

Pro

Asp

Pro

Ile

Leu

Gly

val

Asp

Tyr

Gly

Asn

Ser

vVal

Leu

Ala

Ile

Leu

Thr

Leu

Pro
1470

Val
1485

Ala
1500

A om
A1l

1515

Val
1530

Met
1545

Asp
1560

Arg
1575

Phe
1590

Tyr
1605

Pro
1620

Asn
1635

B

[N "]
(6,
©

val
1665

Leu
1680

Leu
1695

Pro

Ser

Phe

Gly

val

Ile

Thr

Leu

Met

Gly

val

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

Thr

val

[41]
(]
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Gln

Thr

Leu

Asn

val

val

Asp

Gln

Gln

Gln

Pro

Asp

Met

Leu

Leu

[
1<
("]

Asp

val

Gln

Thr

Ser

Thr

Ile

Glu

Asp

Arg

Ala

Gly



Ser

Ala

Gln

n
H
o]

Asp

Leu

Ser

Arg

Ala

Val

Gly

Cys

Thr

Gln

Arg

Ser
1700

Lys
1715

Gly
1775

Pro
1790

Val
1805

val
1820

Gln
1835

Lys
1850

Thr
1910

Pro
1925

Ser

Ala

Ser

Met

Phe

Gly

Asp

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Phe

Phe

val

<
o
Fa

Gln

Ala

Ala

Ser

val

Arg

Gln

Phe

Glu

Asp

Leu

Cys

ES 2 848 703 TS

Pro

Ile

Leu

<
Y
[

Arg

Val

Ser

Val

Phe

Ile

Arg

Leu

Asp

Gln

Lys

Pro

Ala

Ser

Gln

Glu

Arg

Asp

Pro

Leu

Ile

His

Gly

Cys

Ser

Asn

Ser
1705

Lys
1720

Tyr
1735

1750

Gly
1765

Tyr
1780

Ala
1795

Ala
1810

Ile
1825

Ala
1840

Glu
1855

1900

His
1915

Ser
1930

Tyr

Ala

Gly

H
[v]
[7]]

Gly

Leu

val

Ala

Gly

Gly

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

Gln

100

Phe

Asn

Ser

5
[
o

Pro

Thr

Val

Ala

Ile

Pro

Leu

Cys

Lys

val

val

Ser

Asp

Ile

Ile

b
P
7]}

Ser

Ser

Ile

Asp

Gly

Ala

Pro

Ser

Arg

Thr

Asn

Pro

Glu

Gly

Thr

Gln

Glu

Leu

Ala

Asp

Gly

Thr

Gly

Pro

Cys

Cys

val

Met
1710

Pro
1725

Thr
1740

Leu

1755

Ile
1770

Met
1785

Val
1800

Ala
1815

Arg
1830

Asp
1845

Met
1860

Asp
1920

Lys
1935

Lys

Arg

Ile

Gly

His

Thr

Arg

Tyr

Ser

Val

Val

Asp

Pro

Arg

val

Ser

Leu

Asp

B
11}
[

Asp

Gly

Ser

Asp

Asn

Thr

Arg

val

Asp

Gly

Glu

Phe

Thr

vVal

<‘
o
H

Ala

Ala

Val

Asn

Ala

Val

Leu

Ile

Trp

Gly

Leu

Glu



Thr

Ser

Thr

Gln

val

Gly

Asp

Thr

Pro

Pro

Glu

Gln

Cys
1940

Thr
1955

Gly
1970

Glu
1985

Gly
2000

Glu
2015

[ g
weL

2030

Ala
2045

Thr
2060

Ive
Ve

2075

Glu
2090

Thr
2105

Gly
2120

Asp
2135

Cys
2150

Gln

Gly

Arg

Ser

Cys

Xaa

Ile

Phe

=
=2
L)

Asn

Asp

Gln

Ser

His

Asp

Cys

His

Cys

H
ik
]

Met

His

J
]
Q

Met

Thr

g
=2
(1]

Gly

Trp

Thr

Ser

Lys

Ser
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Arg

Ile

Ser

Lys

Ser

+
H

His

Pro

Ala

Lys

Cys

His

val

Cys

Trp

vVal

Tyr

Ser

Asp

<3
o
l-l

Glu

Gln

Asn

Thr

Gln

Cys

Leu

His

Thr
1945

Thr
1960

val
1975

Asn
13990

Tle
2005

Asn
2065

Ive
vs

2080

Asp
2095

Leu
2110

Pro
2125

Gln
2140

Ala
2155

Gln

Cys

Phe

Leu

Glu

Glu

@
i

Arg

Asn

=3
=3
R

Phe

Val

Ile

val

Pro

Glu
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Pro

Asp

Phe

Val

Val

Phe

Glu

=3
]
H

Met

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Cys

Gly

Gln

Lys

Thr

Asn

Phe

[

Leu

Glu

Glu

Leu

Thr

Val

val

Gln

Asn

His

val
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e
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His

Gln

Arg

Trp

Glu

Leu

Phe

Cys

Cys
1950

Asn
1965

Lys
1980

Pro
1995

Ser
2010

Leu
2070

Cvs
Cys

2085

Asp
2100

Thr
2115

Gln
2130

Pro
2145

Tyr
2160

Glu

Thr

Phe

Glu

Ala

Gly

Gly

Gln

Gly

Val

Leu

Ala

Val

Gly

Lys

Gln

X
[
w

Leu

Arg

A
<3

His

Leu

H
=
1Y

Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ile

Ser

Leu

Asp

Ser

Leu
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v
H

Ile

Ser

Q
<
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Val

Arg

val

Ala

Cys

Ala



Ser

Arg

Tyr

Val

Pro

Cys

Glu

Leu

Ala

Gln

Pro

Leu

Thr

Ser

Cys

2165

Tyr
2180

Thr
2195

Asn
2210

Ser
2225

val
2330

Gln
2345

Cys
2360

Cys
2375

Asp
2390

Ala

Pro

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

Ala

Ser

Pro

Ala

Pro

Glu

His

Asp

Cys

Cys

val

Cys

Val

Arg

Pro

Asp

Cys

Thr

Cys

Pro

Tyr
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Leu

Phe

Glu

Gly

Met

Ile

Pro

Lys

Thr

Gln

Asp

Leu

Arg

Hig

Glu

Cys

Cys

His

Asp

Leu

Gly

Asp

val

Cys

Cys

Leu

Thr

Lys

Arg

Cys

2170

Arg
2185

Ala
2200

Gly
2215

His
2230

Asn
2350

Glu
2365

Leu
2380

Ala
2395

Thr

Met

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leu

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys
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Asn

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

vVal

Gly

Cys

Thr

Asn

Gly

Cys

Arg

Glu

Cys

Val

Cys

Thr

Glu

Tyr

Pro

Glu

Lys

Leu

Cys

val

Pro

His

Gly

val

Gln

Gln

Gln

val

Glu

His

Cys

Arg

Arg

val

2175

Cys
2190

Pro
2205

Cys
2220

Cys
2235

Lys
2385

Asn
2400

val

Ser

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cys

Arg

val

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Asp

Leu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Pro

Leu

Cys

Arg

Asn

Pro

Gln

Thr

Trp

Val

Asn

Pro

Ala

Leu

Cys

Thr

Arg

Asp

Gly

Phe

Pro

Cys

val



Ser

Gly

Arg

Ser

Asp

Pro

Glu

Val

Ala

Leu

val

Gly

Leu

Cys
2405

Gly
2480

Leu
2495

Ser
2510

Glu
2525

val
2540

Pro
2555

Pro

Thr

Thr
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Ala

Phe

Pro

Gln

Asn

Phe

Val

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Leu

Thr

Ile

Gln

Thr

Ser

Ser

Pro

Ile

Cys

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys
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Gly

Thr

Tyr
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Cys

Tyr

Ala

Ser

Cys

Gln

Pro

Ser

val

Cys

Glu

Glu

Tyr

Thr

Pro

Ser

Val

Cys

Trp

Leu

Gln

Ser

Cys

Ile

Arg

Cys

Glu

Leu
2410

Cys
2425

val
2440

Gln
2470

Leu
2485

Glu
2500

Lys
2515

Ile
2530

Arg
2545

Gly
2560

Ala

Leu

Gly

Lys

His

Vval

Ser

Asn

Asn

Phe

Cys

Pro

Met

Lys

Asn

103

Ser

Pro

Gln
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Pro

Glu

Val

val

Glu

Val

Gln

Glu

Gly

val

Thr

Thr

Thr

Asp

Phe

o
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T

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Ser

Leu

Arg

Lys

Gln

Thr

Gly

Ala

Lys

Trp

o
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o

Glu

Glu

Gly

Ser

vVal

Cys

Ser

Met

Thr

val

Cys

Glu

Cys
2490

Ser
2505

Gln
2520

Arg
2535

Pro
2550

Cys
2565

Asn

Cys

Glu

3
(34

Ser

Cys

Pro

Trp

val

Gln

Lys

Ala

Met

val

Pro

Cys

Asp

Val

Gly
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Cys

Gly

Ala

Lys

Leu

Thr

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Cys

His

Cys

[
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Arg

Arg

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

Met

Asp

Ser

Pro

Arg
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Cys

Met

His

Arg

Glu

Cys

val

Tyr

Ile

Thr

val

Arg

<210> 29
<211>4
<212> PRT

Leu
2645

Thr
2660

Phe
2675

val
2690

Gly
2705

Glu
2720

Lys
2735

Cys
2750

Asn
2765

Glu
2780

Tyr
2795

Lys
2810

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> 1gG1 humana

<400> 29

Glu Leu Leu Gly
1

Pro

Leu

Cys

Thr

Gly

Glu

val

Gln

Asp

Pro

His

Cys

Thr

Lys

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

Gly

Vval

Met

Glu

Ser
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Ala

Arg

vVal

Cys

Ile

Glu

Ser

Lys

Gln

Gln

Vval

Lys

Cys

Asp

Asn

Pro

Met

Cys

Cys

Cys

Asp

val

Leu

Thr
2650

Glu
2665

Glu
2680

Pro
2695

Lys
2710

Asn
2725

Lys
2740

Ala
2755

Gln
2770

Ala
2785

Asn
2800

Ile

Thr

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

Ala

104

Gln

Leu

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Lys

Ser

His

Met

Leu

Gln

Glu

Glu

Gly

Thr

Vval

Ala

Cys

Cys

Glu

Arg

Asp

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

Cys

Gly
2655

Gly
2670

Phe
2685

Lys
2700

Cys
2715

Arg
2730

val
2745

Tyr
2760

Ser
2775

Asn
2790

Lys
2805

Gly

Cys

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

Cys

Gln

Asp

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

Ser

Ile

Thr

Lys

Ala

Thr

Tyr

His

Asp

Arg

val

Pro
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<210> 30
<211> 42
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE42-4

<400> 30

ES 2 848 703 TS

Gly Ala Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly

1

5 10 15

Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala

25 30

Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Ala Ser Ser

35

<210> 31
<211> 126
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE42-4

<400> 31

40

ggcgecgecag gttctoctge tggetcccce acctcaacag aagaggggac aagcgaaagce

gctacgectg agagtggecce tggetctgag ccagccacct ccggctctga aaccectgec

tcgage

<210> 32
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE144-2A

105

60

120

126
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<400> 32

Thr

Ser Pro

Ser Thr Glu

Thr Ser

20

Ser Ala Pro Gly

Thr

Ser Glu

35

Ser

Pro Ser Glu Gly

Ser Gly Pro Gly

Thr Ser Thr Glu

100

Pro Ser Glu Gly

115

Ser Gly Pro Gly
130

<210> 33
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE144-2A

<400> 33

ggcgcegecaa
ccgacttcta
tcaacagaac
gggcctggga
accccagaat
tccaccgage
gcacctggta

accccggaga

ccagtacgga
ccgaagaggg
cctctgaggg
caagcacaga
cagggccagg
ccteccgaagg
ccagcgaaag

gcgggecagyg

ES 2 848 703 TS

Pro Ser Glu

Thr Glu Glu

Thr Ser Thr

Ala Thr Pro
55

Ser Ala Pro
70

Ser Glu Pro

Pro Ser Glu

Ser Ala Pro

Thr Ser Glu

135

gcegtecgag
tacatctace
cteggegect
accttcggaa
atctgagccc
atcagcccca
cgcaactccce

tgcctegage

Gly

Gly Thr
25

Glu Pro
40

Glu

Gly Thr

Ala Thr

Gly
105

Gly Thr

120

Ser Ala

gggagcgcac
gaaccaagtg
ggtacaagtg
gggagtgcce
gcgacttcgg
ggcaccagca

gaatcaggtce

106

Ser Ala Pro Gly
10

Ser Glu Gly

Ser Glu

Ser Gly

Ser Glu

Thr Pro Glu

Ser Thr Glu Pro

Ser Pro Ala

15

Ser Glu
30

Ser Ala Pro

45

Ser Gly Pro Gly Thr

75

Ser Ala Pro Gly Thr

Ser Thr

Ser Ala Thr Pro

Ser Glu Thr Pro

95

Ser Thr
110

Ser Ala Thr Pro

125

140

caggaagccce
aaggttcagce
agtcegecac
ctggaacatc
gctccgagac
cggagcacte

ccggtacgag

Ser Gly Pro

ggctgggage
accaggcacc
cccagaatce
cgaatcggca
gcctgggaca
tgagggaagc

cgagtcggeg

Gly

Gly

Gly

Glu

Glu

Gly

Glu

Glu

Gly

60

120

180

240

300

360

420

450
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<210> 34
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> XTEN AE144-3B

<400> 34

ES 2 848 703 TS

Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Glu Ser

1

5

10

15

Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser

20

Glu

Thr

Pro

65

Ser

Thr

Pro

Thr

<210> 35
<211> 450
<212> ADN

Thr

Ser

Ser

Ala

Ser

Ser

Glu
130

Pro

35

Thr

Glu

Pro

Thr

Glu

115

Glu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> XTEN AE144-3B

<400> 35

Gly

Glu

Gly

Gly

Glu

100

Gly

Gly

Thr

Pro

Ser

Thr

85

Pro

Ser

Thr

25

Ser

Ser

Ala

70

Ser

Ser

Ala

Ser

Glu

Glu

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr
135

Ser

40

Gly

Gly

Glu

Gly

Gly

120

Glu

107

Ala

Ser

Thr

Pro

Ser

105

Ser

Pro

Thr

Ala

Ser

Ser

90

Ala

Pro

Ser

30

Pro

Pro

Thr

75

Glu

Pro

Ala

Glu

Glu Ser Gly

Gly

Glu

Gly

Gly

Gly

Gly
140

45

Thr

Pro

Ser

Thr

Ser

125

Ser

Ser

Ser

Ala

Ser

110

Pro

Ala

Pro

Thr

Glu

Pro

95

Thr

Thr

Pro

Gly

Glu

Gly

80

Gly

Glu

Ser

Gly
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ggcgegecaa
acccccgagt
tccgaaagcg
gcccctggaa
agtgaaggca
tccaccgage
gcececetggga

agtgaaggcet

gtececgetgg
ccggececctgg
ctacacccga
caagcaccga
gtgctectgg
caagcgaagyg
gcececcgetgg

ctgcaccagg

<210> 36
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE144-4A

<400> 36

Thr Ser Glu Ser

Thr Ser Gly Ser

20

Ser Gly Pro Gly
35

Thr Ser Glu

50

Ser

Pro
65

Ser Glu Gly

Ser Gly Pro Gly

Ser Pro Ala Gly

Ser Pro

100

Thr
115

Ser

Ser Gly Pro Gly
130

ES 2 848 703 TS

aagcccaact
ctctgagect
gagtggaccc
gcccagcgaa
caccagcacc
ctctgeccecet
ctectececace

tgecectegage

Ala Thr Pro

Glu Thr Pro

Ser Glu Pro

Ala Thr Pro
55

Ser Ala Pro
70

Ser Pro Ala
85

Ser Pro Thr

Thr Glu Glu

Thr Ser Thr

135

agcaccgaag
gccactageg
ggcacctcta
ggcagcgccc
gaaccaagcg
ggcacttcca

agcactgagg

Glu Ser

Thr
25

Gly

Ala
40

Thr

Glu

Ser

Gly Thr

Ser

Gly

Thr
105

Ser

Gly Thr

120

Glu Pro

108

Gly Pro Gly
10

Ser Glu

Ser Gly

Pro
90

Glu Glu Gly

Ser Glu

Ser Glu Gly

aggggacctc
gctccgagac
ccgagcccag
cagggacctc
agggctetge
ccgagcccag

agggcacatc

agagtccgcece
tcctggeaca
tgagggctcce
cacagagccc
acccgggacce
cgaaggcagc

taccgaacca

Ser Glu Pro

15

Ser Ala Thr Pro

30

Ser Glu Thr Pro

45

Gly Pro Gly Thr

60

75

Thr

Ser Thr

Ser Glu Ser Ala Thr Pro

Ser Thr Glu Glu

95

Ser Pro Ala

110

Ser Ala Thr Pro

125

140

Ser Ala Pro

Ala

Glu

Gly

Glu

Glu

80

Gly

Gly

Glu

Gly

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20

<210> 37
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE144-4A

<400> 37

ggcgegecaa
agcggaagcg
gaaccggcca
gggccaggaa
acacccgagt
cccgetggea
gaggagggta

agcgagggga

cgtccgaaag
aaactccggg
cttcagggag
ctagtactga
ctggeectgg
gcccaacgtc
catcagaatc

gtgcaccagg

<210> 38
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE144-5A

<400> 38

ES 2 848 703 TS

tgctaccect
gacctcagag
cgaaacacca
gcctagcgag
ctectecageg
gacagaagaa
tgctactcec

tgecectegage

gagtcaggce
tctgeccacte
ggaacatcgg
ggaagtgcac
ggctcaccca
ggatcaccag

gagagtggac

109

ctggtagtga
ccgaatcggg
agagcgctac
ctggtacaag
cgagcactga
caggctcccce

ccggtacctce

gcctgecaca
gccaggcetcet
cccggagage
cgagtccgecce
agagggctct
cacatcaaca

cactgagcce

60

120

180

240

300

360

420

450



10

Thr Ser Glu Ser

Thr Ser Gly Ser

20

Ser Gly Pro
35

Gly

Thr Ser Glu

50

Ser

Pro
65

Ser Glu Gly

Thr Glu Glu Gly

Ser Glu Pro Ala
100

Ala Thr Pro

115

Glu

Thr Glu Glu Gly
130

<210> 39
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AE144-5A

<400> 39

ggcgcgccaa
tectgggtegg
gagcctgeca
ggacccggaa
cctacatcca
gaacccgceta
gggccaggga

cccaccagca

catcagagag
aaacgccagyg
ctagecggete
ccagtaccga
cggaggaggg
cctcaggcecag
gccctgetgg

ctgaagaagg

ES 2 848 703 TS

Ala Thr Pro

Glu Thr Pro

Ser Glu Pro

Ala Thr Pro

55

Ser Ala Pro
70

Thr
85

Ser Glu

Thr Ser Gly

Ser Gly Pro

Ser Pro Ala
135

cgccaccect
cacaagtgag
cgagactccg
acctagcgag
cacttccgaa
tgagacgcca
atctcctacg

tgecectegage

Glu Ser

Thr
25

Gly

Ala
40

Thr

Glu

Ser

Ser

Gly

Ser Ala

Glu
105

Ser

Gly Ser

120

Gly Ser

gaaagtggte
tctgcaacte
ggaacttccg
ggctctgete
tecgecacee
ggaacgagcg

tccactgagg

110

Gly Pro

10

Ser Glu

Ser Gly

Gly Pro

Pro Ala Gly

Thr Pro

90

Thr Pro

Pro Ala Gly

Pro

Gly

Ser

Ser Ala

Glu

Ser Glu Pro

15

Thr Pro
30

Thr Pro

45

Gly
60

75

Glu

Gly

Thr

Ser Pro

Thr

Ser Pro

Ser Thr

Thr

Ser Gly Pro

95

Ser Glu
110

Thr

125

Thr Ser

140

ccgggagega
cecgagtcegg
agagcgctac
cgggcagecece
cggagtcagg
agtccgetac

aagggtcacc

Thr Glu Glu

gccagccaca
acctggetcee
accagaaagc
agcecggetcet
gccaggatcect
accggagagt

agcgggctcg

Ala

Glu

Gly

Glu

Ser

80

Gly

Ser

Ser

Gly

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20

<210> 40
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> XTEN AE144-6B

<400> 40

Thr

Ala

Ser

Ser

Thr

65

Thr

Thr

Thr

Ser

<210> 41
<211> 450
<212> ADN

Ser

Thr

Gly

Glu

50

Ser

Glu

Ser

Ser

Gly
130

Thr

Pro

Pro

35

Pro

Gly

Glu

Thr

Gly

115

Pro

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> XTEN AE144-6B

<400> 41

Glu

Glu

20

Gly

Ala

Ser

Gly

Glu

100

Ser

Gly

ES 2 848 703 TS

Pro

Ser

Thr

Thr

Glu

Thr

85

Pro

Glu

Thr

Ser

Gly

Ser

Ser

Thr

70

Ser

Ser

Thr

Ser

Glu

Pro

Glu

Gly

55

Pro

Thr

Glu

Pro

Thr
135

Gly

Gly

Ser

40

Ser

Gly

Glu

Gly

Gly

120

Glu

111

Ser

Thr

25

Ala

Glu

Ser

Pro

Ser

105

Thr

Pro

Ala

10

Ser

Thr

Thr

Pro

Ser

30

Ala

Ser

Ser

Pro

Glu

Pro

Pro

Ala

75

Glu

Pro

Glu

Glu

Gly

Ser

Glu

Gly

60

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly
140

Thr

Ala

Ser

45

Ser

Ser

Ser

Ser

Ala

125

Ser

Ser

Thr

30

Gly

Glu

Pro

Ala

Glu

110

Thr

Ala

Glu

15

Pro

Pro

Pro

Thr

Pro

95

Pro

Pro

Pro

Ser

Glu

Gly

Ala

Ser

80

Gly

Ala

Glu

Gly



10

ggcgegecaa
acccctgaaa
agcgagtcag
actccecgget
cccactteeca
agcacagagc
actcceggga

tcecgaaggat

catctaccga
gcggecctgg
caacccctga
cagaacccgc
ccgaggaagg
caagtgaggy
cctctgagte

cagcaccagg

<210> 42
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-1

<400> 42

Pro Gly Ser Ser

Ser Ala Ser

20

Pro

Ala Ser Ser

35

Ser

Pro Gly Ser Ser

50

Pro Gly Thr
65

Ser

Ala Ser Ser Ser

Pro Gly Thr Pro
100

Pro Gly Thr
115

Ser

Ser Thr Gly Ser

130

ES 2 848 703 TS

gccttecgaa
aacctccgaa
gtctggaccc
tacctcaggc
aacatccact
cagtgcacca
tgccacccecca

tgecectegage

Ser Ala

Pro

Thr Gly Thr

Pro Gly Ser

Ser Ala
55

Pro

Ser Thr Gly
70

Pro Gly Ser
85

Gly Ser Gly

Ser Thr Gly

Pro Gly Thr

ggctctgece
agtgccactc
ggcagcgage
tccgagacac
gagcctagtg
ggatccgage

gagagcggac

Ser

Pro
25

Gly

Ser
40

Ser

Ser Pro

Ser

Thr Ala
105

Ser Pro

120

Pro Gly

135

112

Gly Thr Pro

Thr Pro

Gly Thr Pro

Thr Pro

Ser

Gly Ala

Ser

ctgggacctc
ccgagagcgg
ctgcaacctc
ccggctectece
agggctetge
cagcaaccag

ccggcecacttce

Thr Gly Thr Gly Pro Gly
10

Gly

agaatctgca
cccagggaca
tggctcagag
tgctgggagt
ccctggaace
cgggtccgag

aaccgagccce

Ser
15

Ser Gly
30

Ser Gly Ala Thr Gly

45

60

75

Ser

Gly

Thr Gly Thr Gly Pro Gly Ala

Ser Gly

Ser Gly Ala Thr Gly

Ser Pro Gly Ala

110

Ser Pro Gly Thr

125

Gly Thr Ala

Ser Ser

140

Ser

Thr

Ser

Ser

Thr

80

Ser

Ser

Ser

Ser

60

120

180

240

300

360

420

450



10

15

20

<210> 43
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-1

<400> 43

ggcgegecac
tcagcgtcga
ggttcgtceca
ggtacagggc
tcggggacgg
ggaacccctg
acaggatcgce

tcgggaaceg

ccgggtegte
ctgggacggg
ccecgtecagg
ctggggcttc
ctteccteate
gttcgggtac
ctggggegte

cgtcgtcaag

<210> 44
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-A

<400> 44

ES 2 848 703 TS

ccegteggeg
acccgggaca
agccacgggt
accgggtact
accaggatcg
ggcgtcgtcg
acccggcacg

cgectegage

tccacecggaa
cceggttegg
tegocgggaa
tcatccacgg
tcaacaccct
agccccggtg

tcgagcacag

113

cagggccagyg
ggactgcatc
gcagcccaag
ggtcaccggg
cgggcgcaac
cgagcccggyg

gcagccecgg

gtcatceceg
ctcectegect
cgcatccact
aacgcccgga
gggcagccce
aacaagctcg

aacccctgga

60

120

180

240

300

360

420

450



10

Gly Ala Ser Pro

Thr
20

Ser Ala Ser

Gly Thr Gly Pro

Gly Ser Ser Thr

50

Ser Ala Thr

65

Ser

Thr Gly Ser Pro

Thr
100

Gly Ser Ser

Thr Ala
115

Ser Gly

Thr Gly
130

Ser Pro

<210> 45
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-A

<400> 45

ggcgegecag
gcctcaaccg
actcetggtt
ggatcacctg
acgtcctcega
tcctcaacge
tcgtegectyg

acctectega

gtgectegee
ggacgggtee
ccggtacgge
gctcgtcace
ctgggtcgee
cctegggtge
gggcatcacc

caggtagccce

ES 2 848 703 TS

Gly Thr Ser

Gly Thr Gly

Gly Thr Pro

Pro Ser Gly

Gly Thr Gly

70

Gly Thr Pro

85

Pro Ser Gly

Ser Ser Ser

Ser
135

Gly Ala

gggaacatca
cggetcatce
ategtcatce
ttcggegtca
tggtacgccg
gactggttecg
ggggacgagce

ggcctcecgage

Ser Thr

Pro Gly

25

Gly
40

Ser

Ala Thr

Pro

Gly Ser

Ala Thr

105

Pro
120

Pro Gly

tcaactggtt
cccagegceca
cagggaaget
actggaacgg
ggatcaggaa
cagggaacte

tccacggggt

114

Gly

10

Ser

Gly

Gly

Gly Ala

Gly
90

Gly

Gly Ala

Thr

Ser Pro

Ser Pro

Thr Ala

Gly

Ser Ala

Ser

Ser
15

Ser

Ser
30

Ser Ser

45

Ser Pro
60

Ser Pro
75

Thr Ala

Ser Pro

Ser Pro

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Ser Ser

Thr

Ser

Ser
95

Ser

Thr Pro
110

Thr Ser

125

Ser
140

Ser

cacecegggte
gcactggaac
caacaccgtce
ggccaggggce
cggcctcatce
ctggeteggg

ccectggage

Thr Gly

Ser

atcececccteg
aggtcctgge
cggagcgaca
ctcacccgga
ctecgectggg

gacggccteg

gtcaccgggg

Pro

Thr

Pro

Pro

Ser

80

Pro

Gly

Ser

Pro

60

120

180

240

300

360

420

450



10

15

20

<210> 46
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> XTEN AG144-B

<400> 46

Gly

Pro

Thr

Gly

Ser

65

Gly

Gly

Gly

Thr

<210> 47
<211> 450
<212> ADN

Thr

Ser

Gly

Ser
50

Ala

Thr

Ser

Thr

Gly
130

Pro

Gly

Ser

35

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

115

Ser

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> XTEN AG144-B

<400> 47

Gly

Ala

20

Pro

Thr

Thr

Pro

Thr

100

Ser

Pro

ES 2 848 703 TS

Ser

Thr

Gly

Pro

Gly

Gly

85

Pro

Thr

Gly

Gly

Gly

Thr

Ser

Thr

70

Ser

Ser

Gly

Ala

Thr

Ser

Pro

Gly
55

Gly

Ser

Gly

Ser

Ser
135

Ala

Pro

Gly

40

Ala

Pro

Thr

Ala

Pro

120

Pro

115

Ser

Gly

25

Ser

Thr

Gly

Pro

Thr

105

Gly

Gly

Ser

10

Ala

Gly

Gly

Ser

Ser

90

Gly

Ala

Thr

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser

75

Gly

Ser

Ser

Ser

Pro

Pro

Ala

Pro
60

Pro

Ala

Pro

Pro

Ser
140

Gly

Gly

Ser

45

Gly

Ser

Thr

Gly

Gly

125

Thr

Ser

Thr

30

Ser

Ser

Ala

Gly

Ala

110

Thr

Gly

Ser

15

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

95

Ser

Ser

Ser

Thr

Ser

Pro

Pro

Thr

80

Pro

Pro

Ser

Pro



10

ggcgegecag
tcgggagcta
acgccaggta
gggtecgeecy
gcctcaacgg
tcgtcaacac
ggaagccecgyg

acttcaagca

gtacaccggg
cgggaagcce
gcggecacgge
gatcaagccc
ggacaggacc
cctcggggge
gggcctcegee

cagggagccec

<210> 48
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-C

<400> 48

Gly Thr Pro Gly

Gly Thr Ser

20

Ser

Thr Gly Ser Pro

35

Ser Ser Pro

50

Gly

Ser Gly
65

Thr Ala

Thr Gly Ser Pro

Gly Ala Ser Pro

100

Pro Ser Gly 2la

115

Thr Gly
130

Ser Pro

ES 2 848 703 TS

cagcggcacg
aggagcgtca
cagcagctceg
gtcagcttcc
tggttcatcg
aacggggagc
gggtacgage

tgecectegage

Ser Gly Thr

Thr Gly Ser

Gly Ala Ser

Ser Ala Ser

55

Ser Ser

70

Ser

Gly Ala Ser

85

Gly Thr Ser

Ser

Thr Gly

Ser
135

Gly 2Ala

gcttegtegt
ccgggaacgt
ccaggttcat
actggaacag
acgccgtceag
cctggtgegt

tccacgggat

Ala Ser

Pro
25

Pro
40

Gly

Thr

Gly

Pro

Pro

Gly

Thr
105

Ser

Pro
120

Gly

Pro Gly

116

Ser
10

Gly Ala

Thr

Thr

Gly Ala

Thr

90

Gly

Ser

Thr

cacceggetce
cgtcaacggg
cgacccegte
gaccecgggtce
gggcgacagg
cgcctggaac

cgecceggage

Ser Pro

Ser Pro

Ser Ser

Gly Ala

Gly

Thr Gly

gtccacaccg
gtcaccgggt
gggagcgact
gtcgecgtca
ctegecegga
ctcatccacc

gtccececeogga

Ser
15

Thr
30

Ser

Ser

45

Gly Pro
60

Ser Pro
75

Ser Ser

Ser Pro

Ser

Gly

Gly

Thr Gly

Gly

Thr Pro

Thr Pro

Thr Ser

Ser
95

Ser Ser

110

Ser Gly

125

Ser
140

Ser

Thr Gly

Ser

Pro

Ser

Pro

Gly

Ser

80

Pro

Thr

Ala

Pro

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20

<210> 49
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-C

<400> 49

ggcgegecag
acgtcgagca
gcgtcacccg
accgggcectg
acatcgagca
gcgtegeeeg
ggatcaccag

acgtcaagca

gtacaccegg
cggggtcgee
gcacgtcgtc
gaactccggg
ccgggtegece
ggacatcaag
ggagctcgac

ctggctceece

<210> 50
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-F

<400> 50

ES 2 848 703 TS

atcgggtaca
aggggegtce
cacgggttca
gagcggcaca
aggagcatcg
cacaggttce
accttcegge

tgecectegage

gcgtcatega
cctgggacgt
cctggtagcet
gcgagetcegt
cccggaacat
ccgggatecga

gcaacgggat

117

gececececggtge
cctcaacagg
ccccttecge
cgccgggage
ccagcacagg
gcacgccegtce

cgecceggage

gtcacctggt
ctcgeeceggt
gtccactggce
atcgcectggg
aagccccgge
cggagccact

cagcccgggt

60

120

180

240

300

360

420

450



10

Gly Ser Ser Pro

Ser Ala Thr

20

Ser

Thr Gly Ser Pro

35

Gly Ser Ser Thr

50

Ser Ala Thr

65

Ser

Thr Gly Ser Pro

Gly Thr Pro Gly

100

Pro Ser Gly 2Ala

115

Thr Gly
130

Ser Pro

<210> 51
<211> 450
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> XTEN AG144-F

<400> 51

ggcgegecag
gcatcaacgg
gcatcacceg
ggatcacctg
acgtccagca
acaccagggt
ggttcgeceg

acttcgagca

gctecagece
ggacgggace
gaacgtcatc
gctcaagcce
ccggatcacce
cgggaacagce
gttcgtcaac

cggggtcgee

ES 2 848 703 TS

Ser Ala Ser

Gly Thr Gly

Gly Ala Ser

Pro Ser Gly

55

Gly Thr Gly

70

Gly Ser Ser

85

Ser Gly Thr

Ser

Thr Gly

Ser
135

Gly 2Ala

cteegegage
gggggegtca
gaccggatceg
tagcgegtca
cggatcgagce
ctcctegtca
gccttecgga

cgcectegage

Thr Gly

Pro
25

Pro
40

Gly

Ala Thr

Pro

Pro

Ala Ser

105

Pro
120

Gly

Pro Gly

acgggaaccg
ccaggaacgt
ccagggagcet
accggecacgg
ccatccgect
ccaggctect

gcaactggta

118

Thr

10

Gly Ala

Thr

Gly

Gly Ala

Ser Ala

90

Ser

Ser

Thr

Gly Pro

Ser Pro

Ser Ser

Gly

Gly

Thr Gly

Ser
15

Ser

Thr
30

Ser

Ser

45

Ser Pro
60

Ser Pro

75

Ser

Ser Pro

Ser

Gly

Gly

Thr Gly

Gly

Thr Pro

Ser Ser

Thr Ser

Thr Gly
95

Ser Ser

110

Ser Gly

125

Ser
140

Ser

gaccaggttce
cctcoccacegg
cgacgccatc
gtcegggtge
caaccggaac
caacccecte

gecccggage

Thr Gly

Ser

gtcacccetea
ctegecgggt
aggcgcaaca
ctccectgge
cggacccggt

gggagccacqg

atcgccagga

Pro

Ser

Pro

Pro

Ser

80

Pro

Thr

Ala

Pro

60

120

180

240

300

360

420

450



10

15

20

25

30

35

40

45

ES 2 848 703 TS

REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % 0 100 % idéntica a SEQ ID NO: 1, en donde la secuencia de nucleétidos codifica un polipéptido con
actividad de factor VIII.

2. La molécula de acido nucleico de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de nucleétidos codifica FVIII de dominio
B delecionado.

3. La molécula de acido nucleico de las reivindicaciones 1 0 2, en donde la secuencia de nucleétidos tiene una o mas
de las siguientes caracteristicas:

(a) la secuencia de nucleétidos contiene un mayor porcentaje de nucleétidos G/C en comparacién con
SEQ ID NO: 3;

(b} la secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS en comparacién con SEQ ID NO: 3;
(c) la secuencia de nucleétidos no contiene el sitio de corte y empalme GGTGAT (SEQ ID NO: 7);

(d) la secuencia de nucleétidos contiene menos elementos desestabilizantes (SEQ ID NO: 8 y SEQ ID NO: 9)
con respecto a SEQ ID NO: 3;

(e) la secuencia de nucleétidos no contiene una secuencia de poli-T (SEQ ID NO: 10);

(f) la secuencia de nucledtidos no contiene una secuencia de poli-A (SEQ ID NO: 11); o

(g) el indice de adaptacion de codones humanos es elevado con respecto a SEQ ID NO: 3.
4. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 3, en donde

(a) el indice de adaptacién de codones humanos es al menos aproximadamente 0,75, al menos
aproximadamente 0,76, al menos aproximadamente 0,77, al menos aproximadamente 0,78, al menos
aproximadamente 0,79, al menos aproximadamente 0,80, al menos aproximadamente 0,81, al menos
aproximadamente 0,82, al menos aproximadamente 0,83, al menos aproximadamente 0,84, al menos
aproximadamente 0,85, al menos aproximadamente 0,86, al menos aproximadamente 0,87, o al menos
aproximadamente 0,88;

(b) el porcentaje de nucledtidos G/C es al menos aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 46 %, al
menos aproximadamente 47 %, al menos aproximadamente 48 %, al menos aproximadamente 49 % o al menos
aproximadamente 50 %;

(c} la secuencia de nucleétidos contiene como maximo una secuencia MARS/ARS; o
(d) la secuencia de nucleétidos contiene como maximo 4 elementos desestabilizantes.

5. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, que comprende ademas una
secuencia heter6loga de nucleodtidos.

6. La molécula de &cido nucleico de la reivindicacién 5, en donde la secuencia heteréloga de nucleétidos codifica una
secuencia heteréloga de aminoacidos que es un extensor de la semivida.

7. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 6, en donde la secuencia heteréloga de aminoacidos es una
regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, transferrina, albiimina o una secuencia PAS.

8. La molécula de acido nucleico de la reivindicacion 7, en donde la secuencia heteréloga de aminoacidos es una
region Fc.

9. La molécula de &acido nucleico de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucleétidos comprende
SEQ ID NO: 1.

10. Un vector que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9.

11. El vector de la reivindicacién 10, en donde el vector se selecciona de un vector adenoviral, un vector lentiviral, un
vector baculoviral, un vector viral de Epstein Barr, un vector papovaviral, un vector de virus variolovacunal, un vector
del virus del herpes simple y un vector de virus adenoasociado (AAV).

12. Una célula hospedadora que comprende la molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 9 o el vector de la reivindicacién 10 u 11.

119



ES 2 848 703 TS

13. Un método de produccion de un polipéptido con actividad de factor VI, que comprende: cultivar la célula
hospedadora de la reivindicacion 12 en condiciones por las cuales se produce un polipéptido con actividad de factor
VIII; y, recuperar el polipéptido con actividad de factor VIII.

14. La molécula de acido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, o el vector de la reivindicaciéon 10
u 11, para su uso en el tratamiento de un trastorno hemorragico en un sujeto en necesidad del mismo.
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Figura 1

Desestabifizants (ATTTA) (1623}
Desestabilizante (ATTTA)} (159")

TATAA L1588 ;E
AR (ATATTY {1585 % MAR (ATATTT) (2231)
WMAR ATATTTL{HEYD 1 . ‘Desestabilizante (ATTA) (2410)
TATAA (1474) ; . ¢ Desestabilizante (ATTA) (2588)
Desestabilizante (ATTTA) (1449»1 : Z ETAT‘AA {2614}
AR (RTATTT {1447 “ : * tDesestabilizante (ATTA) (2630}
FATAA {144 i %TATAA 2681 ‘
Desestabilizante (ATTTA} {1338} i i MAR (A CEATTTY (805
MAR (ATATTT) (4, ,’28?) TATAA (3285
TATAA (12 MAR {ATATTT) (3788}

TATAA( { JEYS
TATAA (64 ’f‘
Desestabilizants (ATTT/A) (639)\

‘ TATAA (3840)

g Desesiabxl izante (BTTTA) (2884)

Dc-ces:ab fizante (ATTTA) (3887}

E{{;
3 ; i‘

FVIIl-BOD
| AsTipb

121



ES 2 848 703 TS

Figura 2

CATACGGCCGCCACCATGOAGAT TGAGC TETC TACT PTECT T T T T eI TACCTOCTEAGG T T TTROTT T TCCACTACACE
ARGETATTATCTCEESEC TETERARC TG TC T T SEEATTACATGCAGAGTCAUC TCAEAGAGC T AGTEEACECAREET
T CCOCC T AGAS TECCTAAC TCAT TCCCUT TCAACACTAGCE T OB TCTACAAGARAACACTE T TCOTOEACT T TACTEAT
CACCIGTTCAATATCRCAARGCCTACECCACUUTOGA TGOHACTECTRIGHCCAACAATCCAGECIGAGETOTACGRCAT
CRTGOETCAT TACACTTARGAACATAGT CTCACACCOCETEAGCCTECATGOTGTENEICTCAGCTACTGRAREGETTACE
AAGGAGCAGAGTATGACCATCAGACTTCOCAZAGAGARAARAGAGGACGATAAGETETTTCCTCECAEATCTCATACCTAC
GTETAGCAGETCOTCARRGRGRATEGCCCTATGEECUTCCBAGCCTOTETGCCTEATCTACTCTTATC TGAGTCACETAGA
COTGATCARGGATCTERACACCEGE CTCATEECAGCCOT U TR TETGCAGCCARRGARGCCTEEOTARCGREAARACCT
AGACACTGCATARGTTCAT TCIGC TG T TCECCETOT TIGACGARGGGARNTCATEECACAGCGAGACAARGRATAGTCTG
APGCAGEIACAGGEATACCGCTTCAGECAGAGC T IGECCEANAR THCACACTATEAACGECTACHTCAATCALTCACTECC
TGGGCT;aTceccTGCCACCGAAAGAGCGTGTASTGGcATGTCATCGGGATGGGCAcCACACCTGAAGTGCACTCCATTT
TCOTEAAGEGACATACCTTTCTGETCCGTAACTACCCACRGGCTTECCTERAGATCTCTCCAATTACCTTCCTGACAGCA
CAGACTCTGCIEATAGACCTCERECAGTTCOTEC TG T T T TGCCACAT CAGCTC CCACCAGCATCGATGGCATGCAGCCTTA
COTGARAGTGGACTETTETCCCEAGGARCOT CAGCTGCOCATGAAGARCAATCAGGAAGCAGAAGACTATGACGATEAGT
TEACCEACTCCGAGATEGATG TG TCCOATTCGATCACEATAACAGCECOTCCTTTATCCAGAT TAGATOTETCGLCAAG
ARACACCCTAAGACATGGGTCCAT TACATCGCAGECOARGAAGAGBATTCECATTATGCACCACTEGTGCTEGCACCAA
CEATCECTCCTACARATCTCAGTATCTGAACAATGOGCCACAGAGG ATTFGCACAAAGTACAAGAAAGTCCJUTTCATGG
CATATACCGATGAGACCTTCARGACTCECOARGCCATCCAGCACCAGAGLGRCATCCTAGGATCCACTGCTGTACGEAGAR
GTGEGAGACACCTTECTGATCATTTTCARGAACCAGHCCAGCCGEECTTACAATATCTAT CACA”GG SATTACAGATET
GCECCCTCTETACARCAGGAGACTGCCARBGGGTATCARACACCTEAAGGACTTCCCAATCCTECCCEGAGAAATCTTEA
AGTACAAGTGGACTATCACCETCEAGEATEGCCCTCACTARGAGCGACCCTCOGTELOTGRCCCAUTACTATTCTAGTTITC
GTGAATATGGARAGAGATCTGGCARGCEAACTEATCOGACCACTGCTGATTTGT TACAARGAGAGCO TGEATCAGRGRTE
CARCCAGATCATGTCCCACARGEGEANTGTGATTCTEITCAGTGTCT T GACGAAAACAGETCATCETACCTGACCHREA
ACATCCAGAGATTCOTGCCTAATCEAGCTEGEETGCAGCTCGARGAT COTGAGTTTCAGGCAT CTARCATCATGCATAGT
ATTAATGECTACGTGTTCEACAGTT TECASCTGAGCGTGTRCCTGCACGAGETCGCTTACTGETATATCCTEAGTATTGE
GECACACACACET T T O T GACCE P E T IO T T COGACTACAC T T T T AAGUATARBA TG ‘““GAGGJntn‘\

TGTTCLCCTTCAGCGGCGAAACCCTGTTTATGAGCATGGAGAATCC”GGACTGTG“ATP

A,
AL

SACATUAGOED

SHAGAAAGAGHEA BTAT PEATGRAGATS
TIGCRAC GRYTATEHCAT 4
CACGAAHCOTCCCACAGTTCAACAAAGTPGTCTTCCAPGAGTTTACAGACGGGT“CTTTACTCAGCCACTGTACAOGG
GAACTGAACHAGCACCTEGHATTGC TRGEGCCCTATATCAGAGCAGAAGTGEAGGATAACATTATEGTCACCT TCAGARA
TuAGJCCTCTCGu_CTTACAGTTMTTATTCAAGCCTGATcTCTTACGAAGAGGACCAGCGACAGGGAGCTGAACCAbGAA
ARARCTTCATCARGCCTARTGAGACCASARCATACT T TTGGARGETECAGCACCATATGRCECCAACARAAGACERAGTTC
GATTGCARGECATEGECCTAT TI T TCTGACGTGEATCTAGAGRANG AT TCCACAGTERCCTSATTEECCCACTECTEET
GTCCOATACT AACACCOTOARTCCAGC COACGUCEGACACOTEACTETCCAGEAGTTCECTCTETTOTTTACCATOTTTG
ATGAGACAARGAGCTGETACTTCACCGRARACATGOAGTGEARTTEEACGGATCCATGTAACAT TCAGATEHNAGACCHC
ACATTCARGGAGARL TACCECTIT CATECTATCAATGGATACATCAT SGATACTCTGCUCHGECTEGT CATGELACAGHA
CCAGAGAATCCORTEGTATCTECTGACCATGEGCAGEAACCAGAATATCCACTERATTCATT TCAGCAGECACETGTTTA
CTOTCAGGARGA ARG ACAGTACARGA TERCOCTETACAACCTETATCCCGECHTO TICCARACCHTCGAGATHCTACET
AGCARGGCCCEAATCTGGAGAGTGGARTGECTGAT TECAGAGCACCTGCATEC TEGEATGTCTACCC TG T TCTGE TR YA
CAGTAATARGTGT CAGACACCCOTGEOARTGICATCCBGECATATCAGGEAT TTCCAGATTACCACATETGEACAGTACG
FACAQTGGGCACLTAAGCTG0CTAGACTGCACTATTC“uGATCTATCAACGCTTGGTCCACAAAAGAGC»TT”CTCTTuG
ATTAASCTOEACCTGUTCECCUCARTEATER T TCATGRCATCARRACTCACEEAGC TCEEUAGRAGTITCTCOTCTCTETA
CATCTCACAGT T TATCATCATGTACAGCCTGEATGGGARGABATS GCAGPCATAanCGGcAA“AGCACAGGAACTerA
TGETGTTCT T TG CAACGTEGACARCAGEECAATCAAGCACBACAT T T TCARTCCCCETATOATTGC TAGATACATCIGE
T CTBCACCCARCECAT TATTCTRT T G ARGTACACTGAGGAT CERACTCATEEUATECRATCTGAACAGT TRTHICRATECS
CCTGEGEATEEAGTCCARGECAATCTCTOACGCCCAGAT TACCECTAGCTCCTACT T CACTAATATGT P TECTACETEGA
GECOTTCCAAAGEARGAC TECACCTECRAGECCECAGCAACECATCRCOACCACAGETGARCAATCCCAAGGAGTAATTS
EAGGTCEATT TN AGARRACTATCAREGTCACEGGEGTCACARCT CAGEGCETGARRAGTCTECTGACCTCAATATACGT
CAAGGRGTTCOTGATCTCTAGT TCACAGOACGRACATCRGTGGACACTETICT TTCAGRACGGEARGETEARAGTCTTCT
AGGGUAATCAGGATTCOTI TACACCTIGTEGTCAACAGTCTAGACECTCCACTECTGACCAGATACCTGACARTCCAECOT
TCCTGEGTECACCAGAT TRETCTGRGAATGEAR I T T COEA TG MGG CEAGGATC TG TACTGATAACTCGAGTC

SAOD ) SEQ D NO
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Figura 4

4A: FVIII BDD antes de la optimizacién por codones

Frecuencia relativa

{AC humano 0,74 humano

4B8: FVIII BDD después de la optimizacion por
codones con GENESCRIPT OPTIMUMGENE™
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Figura 5

5A: Frecuencia de FVIIlI BDD de codones 6ptimos
antes de la optimizacion por codones

F;orcentaje de codones

5B: Frecuencia de FVili BDD de codones dptimos
después de la optimizacion por codones con
GENSCRIPT OPTIMUMGENE™
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Figura 6

6A: Contenido de G/C de FVIll BDD
antes de la optimizacion por codones

contenido de ge (5) 1

68: Contenido de G/C de FVII BDD después de la
optimizacion por codones con GENSCRIPT
OPTIMUMGENE™
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Actividad de FVIil (U/mL)

Actividad de FVIlI en plasma 24 horas después de la inyeccion
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Figura 7

\3"
¢

natural en
pcDNA4

optimizado por
GENEART® en
pcDNA4
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