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DESCRIPCION
Un complejo covalente de factor de von Willebrand y factor VIII asociado por un puente disulfuro

La presente invencion se refiere a un complejo covalente de factor de von Willebrand (VWF) y factor VIII, en el que el
complejo se modifica de forma que tenga una semivida in vivo prolongada. La invencion se refiere ademas a un
método de produccion del complejo, ademas del uso terapéutico o profilactico del complejo para tratar o prevenir
eventos de hemorragia.

Hay diversos trastornos de hemorragia producidos por deficiencias de factores de coagulacion de la sangre. Los
trastornos mas comunes son hemofilia A y B, resultantes de deficiencias del factor de coagulacion de la sangre VIl y
IX, respectivamente. Otro trastorno de hemorragia conocido es la enfermedad de von Willebrand.

En el plasma, el factor VIII (FVIII) existe principalmente como un complejo no covalente con factor de von Willebrand
(VWEF). EI FVIII maduro, un polipéptido de hasta 2332 aminoacidos después de la escision de pro-péptidos, esta
compuesto por varios dominios como se representa en la Figura 1. La funcion de FVIII en la coagulacion es acelerar
la conversion dependiente de factor IXa del factor X en Xa. Debido a la formacién de complejos de FVIIl y VWF, se
supuso durante un largo tiempo que las funciones de FVIIl y VWF son dos funciones de la misma molécula. Solo en
los afios 70 fue evidente que FVIIl y VWF son moléculas separadas que forman un complejo en condiciones
fisiolégicas. En los afios 80, se determind una constante de disociacion de FVIII y VWF de aproximadamente
0,2 nmol/l (Leyte et al., Biochem J 1989, 257: 679-683) y se determind la secuencia de ADN de ambas moléculas.

La hemdfilia clasica o hemofilia A es un trastorno hemorragico heredado. Resulta de una deficiencia asociada al
cromosoma X de FVIII de la coagulacion de la sangre, y afecta casi exclusivamente a los hombres con una
incidencia de entre uno y dos individuos por cada 10.000. El defecto del cromosoma X se transmite por portadoras
femeninas que no son ellas mismas hemofilicas. La manifestacion clinica de la hemofilia A es una tendencia
hemorragica en aumento. Antes de la introduccion del tratamiento con concentrados de FVIII, la esperanza de vida
media para una persona con hemofilia severa era inferior a 20 anos. El uso de concentrados de FVIII de plasma ha
mejorado considerablemente la situacion para los pacientes con hemofilia A, aumentando ampliamente la esperanza
de vida media, proporcionando a la mayoria de ellos la posibilidad de vivir una vida mas o menos normal. Sin
embargo, ha habido ciertos problemas con los concentrados derivados de plasma y su uso, habiendo sido el mas
grave la transmision de virus tales como virus que causan hepatitis B, hepatitis no A no B y VIH. Sin embargo,
recientemente se han desarrollado diferentes métodos de inactivacion de virus y nuevos concentrados de FVIII
altamente purificados que establecieron un patrén de seguridad muy alto para FVIII derivado de plasma.

En los pacientes con hemofilia A severa que reciben tratamiento profilactico, FVIII tiene que administrarse por via
intravenosa (i.v.) aproximadamente 3 veces por semana debido a la corta semivida en plasma de FVIII de
aproximadamente 12 horas. Cada administracién i.v. es engorrosa, asociada a dolor, e implica el riesgo de una
infeccion, especialmente ya que esto se hace principalmente en casa por los propios pacientes o por los padres de
los nifios diagnosticados con hemofilia A.

Asi, seria altamente deseable crear un FVIII con elevada semivida funcional que permitiera la fabricacion de las
composiciones farmacéuticas que contienen FVIII, que tuviera que administrarse menos frecuentemente.

Se han hecho varios intentos por prolongar la semivida funcional de FVIII, ya sea reduciendo su interaccion con los
receptores celulares (documentos WO 03/093313A2, WO 02/060951A2), por union covalente de polimeros a FVIII
(documentos WO 94/15625, WO 97/11957 y US 4970300), por encapsulacion de FVIII (documento WO 99/55306),
por la introduccion de novedosos sitios de union a metal (documento WO 97/03193), por la union covalente del
dominio A2 al dominio A3 ya sea por enlace peptidico (documentos WO 97/40145 y WO 03/087355) o disulfuro
(documento WO 02/103024A2), o introduciendo mutaciones que previenen la escision por trombina entre los
dominios A1 y A2 vy, por tanto, mantienen el dominio A1 covalentemente unido al dominio A2 después de la
activacion de trombina (documento WO02006/108590).

Otro enfoque para potenciar la semivida funcional de FVIIl o VWF es por PEGilacion de FVIII (documentos WO
2007/126808, WO 2006/053299, WO 2004/075923) o por PEGilacion de VWF (documento WO 2006/071801), con la
idea de que VWF pegilado, por tener una elevada semivida, también potenciaria indirectamente la semivida de FVIII
presente en el plasma. Ademas, se han descrito proteinas de fusiéon de FVIII con polipéptidos potenciadores de la
semivida como albumina o la regidon constante Fc de inmunoglobulinas (documentos WO 2004/101740,
WO02008/077616 y WO 2009/156137).

VWF, que esta ausente, es funcionalmente defectuoso o solo disponible en cantidad reducida en diferentes formas
de enfermedad de von Willebrand (VWD), es una glucoproteina adhesiva multimérica presente en el plasma de
mamiferos, que tiene multiples funciones fisiolégicas. Durante la hemostasia primaria, VWF actia de mediador entre
receptores especificos sobre la superficie de la plaqueta y componentes de la matriz extracelular tales como el
colageno. Ademas, el VWF sirve de proteina portadora y estabilizadora para FVIII procoagulante. VWF se sintetiza
en células endoteliales y megacariocitos como una molécula precursora de 2813 aminoacidos. La secuencia de
aminoacidos y la secuencia de ADNc de VWF no mutado se desvelan en Collins et al. 1987, Proc Natl. Acad. Sci.
USA 84:4393-4397. El polipéptido precursor, pre-pro-VWF, consiste en un péptido sefial de 22 restos, un pro-péptido
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de 741 restos y el polipéptido de 2050 restos encontrado en VWF de plasma maduro (Fischer et al., FEBS Lett. 351:
345-348, 1994), véase también la Figura 2 para pro-VWF y unidad de monémero de VWF madura. Después de la
escision del péptido senal en el reticulo endoplasmico se forma un puente disulfuro de extremo C entre dos
mondémeros de VWF. Durante el transporte adicional a través de la via secretora se afiaden 12 cadenas laterales de
hidrato de carbono unidas en N y 10 unidas en O. Y, lo que es mas importante, los dimeros de VWF se multimerizan
mediante puentes disulfuro del extremo Ny el pro-péptido de 741 aminoacidos de longitud se escinde por la enzima
PACE/furina en el aparato de Golgi tardio. El pro-péptido, ademas de los multimeros de alto peso molecular de vVWF
(VWF-HMWM), se almacenan en los cuerpos de Weibel-Pallade de células endoteliales o en los granulos a de
plaquetas.

Una vez secretada en plasma, la proteasa ADAMTS13 escinde multimeros de VWF ultra-grandes dentro del dominio
A2 de VWF. VWF del plasma consiste en una gama completa de multimeros que oscilan de dimeros individuales de
aprox. 500 kDa a multimeros que consisten en hasta o incluso mas de 20 dimeros de un peso molecular de mas de
10.000 kDa. VWF-HMWM tiene la actividad hemostatica mas fuerte, que puede medirse por un ensayo de actividad
del cofactor de ristocetina (VWF:RCo). Cuanto mas alta sea la relacion de antigeno VWF:RCo/VWF, mas alta sera la
cantidad relativa de multimeros de alto peso molecular.

Los defectos en VWF son la causa de enfermedad de von Willebrand (VWD), que se caracteriza por un fenotipo de
hemorragia mas o menos pronunciado. VWD tipo 3 es la forma mas severa en la que VWF esta esencialmente
completamente ausente, VWD tipo 1 se refiere a un nivel reducido de VWF y su fenotipo puede ser muy leve. VWD
tipo 2 se refiere a defectos cualitativos de VWF y puede ser tan severo como VWD tipo 3. VWD tipo 2 tiene muchas
sub-formas, estando algunas de ellas asociadas a la pérdida o la disminucion de multimeros de alto peso molecular.
VWD tipo 2A se caracteriza por una pérdida de tanto multimeros intermedios como grandes, y, por tanto, se
caracteriza por VWF cualitativamente defectuoso con una capacidad reducida para unirse al receptor de
glucoproteina 1 de plaquetas. VWD tipo 2B se caracteriza por una pérdida de multimeros de peso molecular mas
alto. La capacidad de VWF cualitativamente defectuoso para unirse al receptor de glucoproteina 1 en la membrana
plaquetaria esta anormalmente potenciada, conduciendo a su unién espontanea a plaquetas y posterior eliminacion
de las plaquetas unidas y de los multimeros de VWF grandes. VWD tipo 2M también es un defecto cualitativo en
VWEF caracterizado por su reducida capacidad para unirse al receptor de glucoproteina 1 en la membrana de la
plaqueta, pero una distribucion de multimeros normal, como son niveles de antigeno de VWF. VWD tipo 2N
(Normandia) es un defecto cualitativo en VWF, donde hay una deficiencia de la union de VWF al factor de
coagulacion FVIII. Aunque, la cantidad de VWF y multimeros de VWF es normal, los pacientes muestran un nivel
reducido en FVIII, conduciendo a un fenotipo similar como hemofilia A.

VWD es el trastorno de hemorragia mas frecuente heredado en seres humanos y puede ser - dependiendo del tipo
de VWD - tratado por terapia con 1-desamino-8-D-arginina-vasopresina (DDAVP) para liberar VWF de grupos de
almacenamiento intracelular o por terapia de sustitucién con concentrados que contienen VWF de origen plasmatico
o recombinante. VWF puede prepararse a partir de plasma humano como se describe, por ejemplo, en el documento
EP 0503991. El documento EP 0784632 describe un método de aislamiento de VWF recombinante.

En plasma, FVIII se une con alta afinidad a VWF, que lo protege del catabolismo prematuro y asi desempefia,
ademas de su funcion en la hemostasia primaria, una funcién crucial en la regulacién de los niveles en plasma de
FVIIl. Como consecuencia, VWF también es un factor central en el control de la hemostasia secundaria. La semivida
de FVIII no activado unido a VWF en plasma es aproximadamente 12 horas. En VWD tipo 3, donde nada o casi nada
de VWF esta presente, la semivida de FVIII es solo aproximadamente 2 horas, que conduce a sintomas de hemofilia
A de leve a moderada en tales pacientes debido a concentraciones reducidas de FVIII.

También se ha usado el efecto estabilizante de VWF sobre FVIII para ayudar en la expresion recombinante de FVIII
en células CHO (Kaufman et al. 1989, Mol Cell Biol).

Existe una necesidad de mejores enfoques adicionales para aumentar la semivida de FVIII, y la presente invencion
proporciona un complejo covalente de VWF y FVIII, en particular usando métodos para aumentar la semivida del
componente de VWF en el complejo, que permite la provision de complejos estables que tienen una semivida
prolongada que son ventajosos en terapia y profilaxis de trastornos de hemorragia.

Sumario

En un primer aspecto, la presente invenciéon se refiere a un complejo covalente que comprende factor de von
Willebrand (VWF) o variantes del mismo y factor VIII (FVIII) o variantes del mismo, en el que el complejo se modifica
de forma que tenga una semivida in vivo prolongada. Preferentemente, se modifica para comprender un resto que
prolonga la semivida.

En una primera realizacion, FVIII se modifica de manera que forme un puente disulfuro con VWF. Preferentemente,
FVIIl se modifica por sustitucion de un aminoacido que existe de forma natural con un resto de cisteina o por
insercion de un resto de cisteina que forma un puente disulfuro con un resto de cisteina en VWF. Preferentemente,
el aminoacido que existe de forma natural que esta sustituido en FVIII esta seleccionado de un aminoacido en el
dominio a3, o un resto de cisteina se inserta en el dominio a3. Mas preferentemente, el aminoacido que existe de
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forma natural es un resto acido, preferentemente un resto acido conservado, o un resto implicado en un fenotipo
hemdfilo, o un resto de Tyr que puede estar sulfatado en el dominio a3 de FVIII. Incluso mas preferentemente, el
aminoacido que existe de forma natural en el dominio a3 que esta sustituido con cisteina esta seleccionado de
E1649, D1658, E1660, D1663, Y1664, D1665, D1666, E1671, E1675, D1676, D1678, 11679, Y1680, E1682, D1683,
E1684 en SEQ ID NO: 6 o posicidn equivalente en una forma genéticamente manipulada de FVIII.

En otra realizacion, un resto de cisteina se inserta en el dominio de extremo C, o el aminoacido que existe de forma
natural que esta sustituido con cisteina esta en el dominio de extremo C de FVIII, preferentemente el resto esta
seleccionado de 12098, S2119, N2129, R2150, P2153, W2229, Q2246 en SEQ ID NO: 6 o posiciéon equivalente en
una forma manipulada de FVIII.

En una realizacion preferida adicional del primer aspecto de la invencion, VWF también se modifica por sustitucion
de un aminoacido que existe de forma natural con un resto de cisteina o la insercién de un resto de cisteina que
forma un puente disulfuro con un resto de cisteina introducido en FVIIl. Preferentemente, un resto de cisteina se
inserta en la regién D' o D3 (véase la Figura 2), o el aminoacido que existe de forma natural en VWF que esta
sustituido con un resto de cisteina es un resto basico en la regiéon D' o D3 o un resto altamente conservado en la
region D' o D3 o un resto implicado en VWD tipo N. Preferentemente, el aminoacido que existe de forma natural en
VWEF esta seleccionado de R768, R782, R816, R820, R826, R852, R854, R906, R924, R945, R960, R976, R1035,
H817, H831, H861, H874, H916, H952, HI977, H1047, K773, K790, K834, K843, K855, K882, K912, K920, K922,
K923, K940, K948, K968, K985, K991, K1026, K1036, K1052, K1073, G785, M800, D879, Q1053, E1078, E787,
A789, T789, T791, Q793, N794, Y795, P828, F830, E835, P838, D853, W856, L884 en SEQ ID NO: 2 o posicion
equivalente en una forma manipulada de VWF.

Mas preferentemente, se introducen una o mas de las siguientes combinaciones de sustituciones de restos de
aminoacidos que existen de forma natural en VWF y FVIII: A/T789C:D1658C, M800C:D1658C, P828C:D1658C,
F830C:D1658C, P838C:D1658C, D853C:D1658C, R924C:D1658C, E1078C:D1658C, F830C:D1663C,
P838C:D1663C, D853C:D1663C, E1078C:D1663C, E1078C:Y1664C, P838C:D1665C, R816C:D1666C,
F830C:D1666C, E835C:D1666C, T791C:E1671C, F830C:E1671C, E835C:E1671C, D879C:E1671C,
A/T789C:E1675C, T791C:E1675C, N794C:E1675C, P828C:E1675C, F830C:E1675C, E835C:E1675C,
P838C:E1675C, D879CE1675C, R924C:E1675C, E1078C:E1675C, A/T789C:D1676C, T791C:D1676C,
N794C:D1676C, F830C:D1676C, E835C:D1676C, A/T789C:D1678C, F830C:D1678C, EB835C:D1678C,
A/T789C:11679C, M800C:11679C, F830C:11679C, E835C:11679C, R854C:11679C, D879C:11679C,
A/T789C:Y1680C, T791C:Y1680C, Y795C:Y1680C, MB800C:Y1680C, R816C:Y1680C, F830C:Y1680C,
E835C:Y1680C, R854C:Y1680C, D879C:Y1680C, A/T789C:E1682C, Y795C:E1682C, R816C:E1682C,
P828C:E1682C, E835C:E1682C, P838C:E1682C, R854C:E1682C, D879C:E1682C, Q1053C:E1682C.

Preferentemente, el FVIII en el complejo de la invencion es un FVIII genéticamente manipulado. El FVIII manipulado
puede tener una delecion del dominio B parcial o completa, puede ser un FVIII mutado que comprende una o mas
sustituciones, inserciones, deleciones de aminoacidos, o combinacién de las mismas, o puede ser un polipéptido de
fusién con un resto que prolonga la semivida o un FVIII quimicamente modificado, por ejemplo, modificado por union
de un resto que prolonga la semivida tal como polietilenglicol (PEGilacion), PEG glucosilado, hidroxiletilalmiddn
(HESilacion), acidos polisialicos, polipéptidos de tipo elastina, polimeros de heparosan o acido hialurénico.

En una realizacion preferida, el VWF en el complejo de la invencion es una forma de semivida prolongada de VWF,
preferentemente es una forma genéticamente manipulada de VWF. Mas preferentemente, el VWF genéticamente
manipulado es una proteina de fusion de VWF con un resto que prolonga la semivida. Preferentemente, el resto que
prolonga la semivida es un polipéptido que prolonga la semivida (HLEP), mas preferentemente HLEP esta
seleccionado de albumina o fragmentos de la misma, region constante de inmunoglobulina y porciones de la misma,
por ejemplo el fragmento Fc, cadenas al azar solvatadas con volumen hidrodinamico grande (por ejemplo, XTEN
(Schellenberger et al. 2009), repeticiones de homo-aminoacidos (HAP) o repeticiones de prolina-alanina-serina
(PAS)), afamina, alfa-fetoproteina, proteina de unién a vitamina D, transferrina, polipéptidos o lipidos capaces de
unirse en condiciones fisiolégicas a albumina o regiones constantes de inmunoglobulina. En otra realizacion
preferida, el VWF del complejo se expresa como un dimero. En una realizacién preferida adicional, el VWF del
complejo forma multimeros.

En ofra realizacion de la invencion, la semivida del complejo de la invencién se prolonga por modificacion quimica,
por ejemplo, unidon de un resto que prolonga la semivida tal como polietilenglicol (PEGilacion), PEG glucosilado,
hidroxietilalmidon (HESilacién), acidos polisialicos, polipéptido de tipo elastina, polimeros de heparosan o acido
hialurénico.

Una segunda realizacién de la invenciéon es un complejo covalente que comprende VWF y FVIIl, en el que el
complejo se modifica de forma que tenga una semivida in vivo prolongada, y en el que FVIII se modifica para
comprender uno o mas dominios de VWF. Preferentemente, la semivida prolongada del complejo se obtiene usando
una forma de semivida prolongada de VWF en el complejo.

Preferentemente, el FVIII esta fusionado con uno o mas de los dominios del extremo C de VWF (véase la Figura 4),
preferentemente el uno o mas dominios del extremo C de VWF estan fusionados con el extremo C de FVIII. Tales
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dominios del extremo C de VWF comprenden el dominio de nudo de cistina (CK) del extremo C de VWF y ademas
pueden comprender uno o mas dominios adicionales de VWF. Mas preferentemente, el FVIII comprende,
preferentemente en su extremo C, los restos 2724-2813, 2722-2813, 2578-2813, 2497-2813, 2429-2813, 2400-2813,
2334-2813, 2255-2813, 1873-2813, 1683-2813, 1277-2813 0 764-2813 de SEQ ID NO: 2 o variantes de la misma, a
condicion de que se preserve el resto de cisteina 2773 (o equivalente del mismo).

Preferentemente, el dominio CK del extremo C de VWF, que opcionalmente comprende adicionalmente dominios de
VWF como se desvela anteriormente, esta unido a FVIII por un conector escindible. Mas preferentemente, el
conector escindible comprende un sitio de escisién escindible por proteasas relacionadas con la coagulacion de la
sangre, incluso mas preferentemente, el conector escindible comprende un sitio de escision por trombina,
preferentemente uno de los sitios de escision por trombina de FVIII. Preferentemente, la secuencia conectora
también comprende restos de aminoacidos adicionales, preferentemente los restos de aminoacidos adicionales se
insertan entre el (los) dominio(s) del extremo C de VWF y la parte escindible del conector. Preferentemente, los
restos de aminoacidos adicionales proporcionan un péptido de longitud suficiente para permitir la interaccion de FVIII
y VWF mediante la region a3 de FVIIl y las regiones D'D3 de VWF, respectivamente. Los restos de aminoacidos
adicionales pueden ser superiores a 10, 20, 30, 40, 50, 70, 100 o 150 aminoacidos. Preferentemente, los restos de
aminoacidos adicionales forman un péptido flexible "no estructural”, y mas preferentemente comprenden o incluso
consisten en repeticiones de (glicina-serina, repeticiones de prolina-alanina-serina, repeticiones de homo-
aminoacidos, o secuencias del dominio B de FVIII.

En otra realizacion, el FVIII esta fusionado en el extremo N con uno o mas de los dominios del extremo C de VWF.
Tales dominios del extremo C pueden derivar del dominio de nudo de cistina (CK) del extremo C de VWF y
adicionalmente pueden comprender uno o mas dominios adicionales de VWF. Mas preferentemente, el FVIII
comprende, preferentemente en su extremo N, los restos 2724-2813, 2722-2813, 2580-2813, 2578-2813, 2429-
2813, 2400-2813, 2255-2813, 1873-2813, 1683-2813, 1277-2813, 1264-2813 o 764-2813 de SEQIDNO: 2 o
variantes de la misma, a condiciéon de que se preserve el resto de cisteina 2773 (o equivalente del mismo). Para
estas realizaciones, el producto de expresién comprenderia, de extremo N a C, un péptido sefal, el dominio CK de
VWEF, opcionalmente con dominios adicionales de VWF, preferentemente un conector escindible (opcionalmente
flexible) y FVIII.

Otra realizacién de la invencion es un complejo covalente que comprende VWF y FVIII, en el que el VWF es una
forma de semivida prolongada de VWF, y en el que FVIII se modifica para comprender la region D'D3 de VWF.
Preferentemente, el FVIII se modifica de tal forma que su dominio B parcial o completo esté sustituido por la region
D'D3 de VWF o fragmentos de la misma (véase la Figura 5). Mas preferentemente, el FVIII comprende,
preferentemente en lugar de su (o parte de su) dominio B, los restos 764 a 1241 de SEQ ID NO: 2, o una variante o
un fragmento de la misma.

En una realizacion preferida, el dominio D'D3 de VWF esta unido a FVIII de forma que se genere una molécula
bicatenaria tras la secrecion de la molécula en el medio de cultivo celular y que el dominio D'D3 se localice en el
extremo N de la cadena ligera de FVIII. Esto puede lograrse introduciendo un conector escindible que comprende,
por ejemplo, un sitio de escision para PACE/furina entre el dominio a2 de FVIII o los restos del dominio B y el
dominio D'D3 de VWF (Figura 5d y e). Preferentemente, el conector comprende restos adicionales entre el dominio
D'D3 de VWF y el dominio a3 de FVIII, comprendiendo los restos adicionales un péptido de longitud suficiente para
permitir la interaccion intramolecular de FVIII y VWF mediante las regiones a3 y D'D3, respectivamente (Figura 5e).
Preferentemente, los restos adicionales comprenden menos de 200 aminoacidos, mas preferentemente menos de
100 aminoacidos, incluso mas preferentemente menos de 50 aminoacidos, menos de 40 aminoacidos, menos de 30
aminoacidos, menos de 20 aminoacidos, lo mas preferentemente menos de 10 aminoacidos. Preferentemente, los
restos adicionales comprenden un péptido flexible "no estructural", mas preferentemente comprenden o incluso
consisten en repeticiones de glicina-serina, repeticiones de prolina-alanina-serina o repeticiones de homo-
aminoacido. La proteina que va a expresarse para obtener la forma madura como se describe puede construirse
para incluir secuencias adicionales, por ejemplo una secuencia sefal en el extremo N.

Alternativamente, el extremo N de FVIII esta conectado al extremo C de los dominios D'D3 de VWF o fragmentos de
los mismos, que se prologa preferentemente en el extremo N por dominios adicionales de VWF (por ejemplo, los
dominios D1 y D2); esto ayudara en la expresiéon y formacion intracelular de enlaces covalentes con VWF de
semivida prolongada. Mas preferentemente, el FVIII comprende los restos del extremo N 1 a 1241 o los restos 764 a
1241 (después de la escision del pro-péptido) de SEQ ID NO: 2, o una variante o un fragmento de la misma.

Preferentemente, los dominios D'D3 o D1 D2D'D3 de VWF, respectivamente, estan unidos al extremo N de FVIII por
un conector escindible. Mas preferentemente, el conector escindible comprende un sitio de escisiéon escindible por
una proteasa relacionada con la coagulacion de la sangre, incluso mas preferentemente, el conector escindible
comprende un sitio de escisiéon por trombina, preferentemente uno de los sitios de escisiéon por trombina de FVIII.
Preferentemente, el conector comprende restos adicionales entre los dominios D'D3 o D1 D2D'D3 de VWF y la
molécula de FVIII, comprendiendo los restos adicionales un péptido de longitud suficiente para permitir la interaccion
de FVIIl y VWF mediante las regiones a3 y D'D3, respectivamente (Figura 5e). Preferentemente, se afiaden mas de
20, 30, 50, 100 o 150 aminoacidos adicionales. Preferentemente, los aminoacidos adicionales comprenden un
péptido flexible no estructural, mas preferentemente comprenden o incluso consisten en repeticiones de glicina-
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serina, repeticiones de prolina-alanina-serina, repeticiones de homo-aminoacidos, o secuencias del dominio B de
FVIII.

Ademas, los dominios D'D3 o D1D2D'D3 de VWF fusionados con el extremo N de FVIII mediante un conector como
se ha descrito anteriormente pueden ser prolongados entre D3 y el conector descrito mediante dominios de VWF
adicionales derivados de VWF en caso de que funcionalidades relacionadas con VWF se incorporen en la
construccion.

Un segundo aspecto de la invencion es un método de produccion del complejo covalente de FVIII y VWF descrito
anteriormente, que comprende co-expresar las moléculas de FVIIl y VWF en una linea celular eucariota.
Preferentemente, la linea celular eucariota se modifica para expresar PACE/furina para garantizar el eficiente
procesamiento. Alternativamente, las proteinas (FVIIl y VWF) pueden producirse por separado y luego combinarse in
vitro, por ejemplo en un entorno moderadamente oxidante para permitir la formacién de puentes disulfuro, pero
dejando intactas las funcionalidades de FVIll y VWF.

En otra realizacion de este aspecto de la invenciéon, FVIII (modificado) y VWF (modificado) se conectan
covalentemente por reticulacion quimica (véase la Figura 7). Un tercer aspecto de la invencidon es un complejo
covalente como se ha descrito anteriormente para su uso en medicina, preferentemente para su uso en el
tratamiento o la profilaxis de un trastorno de hemorragia. Preferentemente, el trastorno de hemorragia es hemofilia A
o VWD.

Un cuarto aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el complejo covalente descrito
anteriormente.

Un aspecto adicional es un método de tratamiento o prevencién de un trastorno de hemorragia administrando una
cantidad eficaz de un complejo descrito anteriormente a un sujeto en necesidad del mismo.

La invencion se define en las reivindicaciones.
Descripcion detallada

Como se ha mencionado anteriormente, seria altamente beneficioso tener un FVIII con una larga semivida para el
tratamiento crénico de pacientes con hemofilia, en particular con hemofilia A. Los inventores han encontrado ahora
sorprendentemente que puede producirse un complejo covalente de factor de von Willebrand (VWF) y FVIIl, que
proporciona una semivida mas larga para FVIII. En particular, cuando el complejo se modifica para prolongar su
semivida in vivo, por ejemplo cuando se usa una forma de semivida prolongada de VWF o de FVIII, se potencia
significativamente la semivida de FVIII, haciendo que esto sea un enfoque atractivo para una profilaxis mejorada y el
tratamiento de pacientes con trastornos de hemorragia tales como hemofilia A. Preferentemente, también puede
aumentarse la recuperacion in vivo por este enfoque.

Por tanto, en un primer aspecto la presente invencion se refiere a un complejo covalente que comprende factor de
von Willebrand (VWF) y factor VIII (FVIII), en el que el complejo se modifica de forma que tenga una semivida in vivo
prolongada. Por ejemplo, el VWF puede ser una forma de semivida prolongada de VWF; alternativamente, FVIII
puede ser una forma de semivida prolongada de FVIII, o un resto que prolonga la semivida puede unirse a un
conector. Preferentemente, el VWF en el complejo comprende un resto que prolonga la semivida.

El término "factor de von Willebrand" o "VWF", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier
polipéptido que tiene la actividad biolégica de VWF no mutado, que incluye variantes tales como VWF con una o
mas sustituciones, inserciones, deleciones de aminoacidos, o proteinas de fusion del mismo con otro péptido o resto
de proteina, por ejemplo un polipéptido que aumenta la semivida, en tanto que se retenga al menos la actividad
parcial de VWF. La actividad de VWF puede ser actividad de unién a colageno, y/o actividad de unién a plaquetas,
y/o actividad de unién a FVIII. Ensayos para medir la actividad de VWF estan bien establecidos, por ejemplo,
ensayos de unién a colageno, ensayos de actividad del cofactor ristocetina, o ensayos de unién a FVIII. El gen que
codifica VWF no mutado se transcribe en un ARNm de 9 kb que se traduce en un pre-propolipéptido de 2813
aminoacidos con un peso molecular estimado de 310.000 Da. El pre-propolipéptido contiene un péptido senal de 22
aminoacidos de longitud, un pro-polipéptido de 741 aminoacidos y la subunidad madura. La escision del
propolipéptido de 741 aminoacidos de longitud del extremo N produce VWF maduro que consiste en 2050
aminoacidos. La secuencia de aminoacidos del pre-propolipéptido de VWF se muestra en SEQ ID NO: 2, y se han
publicado varias variantes, por ejemplo la secuencia de referencia de NCBI NP_000543.2. A menos que se indique
lo contrario, la numeraciéon de aminoacidos de restos de VWF en la presente solicitud se refiere a SEQ ID NO: 2, ain
cuando la molécula de VWF no necesite comprender todos los restos de SEQ ID NO: 2. La secuencia de
aminoacidos de VWF no mutado maduro se corresponde con los restos 764 a 2813 de SEQ ID NO: 2. El término
"VWF", como se usa en el presente documento, se refiere a cualquier forma de VWF o variante del mismo que
muestra al menos una actividad de VWF parcial.

El propolipéptido de VWF no mutado comprende multiples dominios que estan dispuestos en el siguiente orden
(estructura de dominio de dominios D1 a D4 de pro-VWF segun Schneppenheim y Budde (2011) J Thrombosis
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Haemostasis 9 (Supl. 1) 209-215, estructura de dominio y nomenclatura de dominios C segun Zhou et al (2012)
Blood 120, 449-458):

D1-D2-D'-D3-A1-A2-A3-D4-C1-C2-C3-C4-C5-C6-CK

El dominio D1 y D2 representan el pro-péptido que se escinde para dar el VWF maduro. El dominio D' engloba los
aminoacidos 764 a 865 de SEQ ID NO: 2; el dominio D'D3 engloba los aminoacidos 764 a 1270 de SEQ ID NO: 2.
Los 90 restos del extremo carboxi comprenden el dominio "CK" que es homdlogo a la superfamilia del "nudo de
cistina" de proteinas. Estos miembros de familia tienen una tendencia a dimerizar mediante enlaces disulfuro. Los
dominios C1 a C6 de extremo C como se define por Zhou et al. se corresponden con los restos 2255 a 2333 (C1),
2334 a aproximadamente 2402 (C2), 2429 a 2496 (C3), 2497 a 2577 (C4), 2578 a 2646 (C5) y 2647 a 2722 (C6) en
SEQ ID NO: 2.

El VWF no mutado comprende la secuencia de aminoacidos de VWF maduro como se muestra en SEQ ID NO: 2,
restos 764 a 2813. También estan englobadas adiciones, inserciones, deleciones del extremo N, extremo C o
internas de VWF, en tanto que se retenga la actividad biolégica de VWF. La actividad biolégica se retiene en el
sentido de la invencion si el VWF con deleciones y/u otras modificaciones retiene al menos el 10 %, preferentemente
el 15 %, 20 %, 25 %, o 30 %, mas preferentemente al menos el 40 % o 50 %, incluso mas preferentemente al menos
el 60 %, 70 % o 75 % de la actividad medida para VWF no mutado. La actividad biolégica de VWF no mutado puede
determinarse por el experto, por ejemplo, usando métodos para medir la actividad del cofactor ristocetina (Federici
AB et al. 2004. Haematologica 89:77-85), union de VWF a GP Iba del complejo de glucoproteina de plaqueta Ib-V-IX
(Sucker et al. 2006. Clin Appl Thromb Hemost. 12:305-310), o un ensayo de union a colageno (Kallas & Talpsep.
2001. Annals of Hematology 80:466-471), o midiendo la unién de colageno, por ejemplo por resonancia de
plasmones superficiales. Otros métodos de determinacion de la actividad biolégica de VWF que pueden usarse
comprenden la determinacion de la capacidad de unién de FVIII (Veyradier et al., Haemophilia 2011).

Los términos "factor de coagulacion de la sangre VIII", "factor VIII" y "FVIII" se usan indistintamente en el presente
documento. El "factor de coagulacion de la sangre VIII" incluye FVIII de coagulacion de la sangre no mutado,
ademas de derivados o variantes de FVIII de coagulacién de la sangre no mutado, donde la actividad procoagulante
de FVIII de coagulaciéon de la sangre no mutado se retiene al menos parcialmente. Los derivados pueden tener
deleciones, inserciones y/o adiciones en comparaciéon con la secuencia de aminoacidos de FVIII no mutado. El
término FVIII incluye la forma proteoliticamente procesada de FVIII, por ejemplo la forma bicatenaria antes de la
activacion, que comprende cadena pesada y cadena ligera, ademas de FVIII de cadena unica sin escindir.

El término "FVIII" incluye cualquier variante de FVIII o mutantes que retienen al menos el 10 %, preferentemente al
menos el 15 %, 20 % o 25 %, mas preferentemente al menos el 30 %, 40 % o 50 %, lo mas preferentemente al
menos el 60 %, 70 % o incluso el 75 % de la actividad biolégica de FVIII no mutado.

Se sintetiza FVIIIl como una cadena de polipéptidos sencilla con un peso molecular de aproximadamente 280 kDa.
Se elimina el péptido sefial del extremo amino tras la translocacion de FVIII en el reticulo endoplasmico, y la
molécula de FVIII nativa madura (es decir, después de la escision del péptido sefial) es entonces proteoliticamente
escindida en el transcurso de su secrecion entre el dominio B y a3 o dentro del dominio B. Esto produce la liberacion
de un heterodimero que consiste en una cadena ligera de extremo C de aproximadamente 80 kDa en una asociacion
dependiente de i6bn metalico con un fragmento de cadena pesada del extremo N de aproximadamente 90-200 kDa
(véase también la revision por Kaufman, Transfusion Med. Revs. 6:235 (1992)).

La activacion fisiolégica del heterodimero se produce mediante escision proteolitica de las cadenas de proteina por
trombina. La trombina escinde la cadena pesada a una proteina de 90 kDa, y entonces a fragmentos de 54 kDa y
44 kDa. La trombina también escinde la cadena ligera de 80 kDa a una proteina de 72 kDa. Es la ultima proteina, y
los dos fragmentos de cadena pesada (54 kDa y 44 kDa, anteriormente), mantenidos juntos por iones calcio, los que
constituyen FVIII activo. La inactivacion se produce cuando el fragmento de la cadena pesada A2 de 44 kDa se
disocia de la molécula o cuando las proteinas de 72 kDa y 54 kDa son ademas escindidas por trombina, proteina C
activada o FXa. En plasma, FVIII se estabiliza por asociacién con un exceso molar de aproximadamente 50 veces de
proteina VWF ("VWF"), que parece inhibir la degradacioén proteolitica de FVIII como se ha descrito anteriormente.

La secuencia de aminoacidos de FVIII esta organizada en tres dominios estructurales: un dominio A triplicado de 330
aminoacidos cada uno, un unico dominio B de 980 aminoacidos y un dominio C duplicado de 150 aminoacidos cada
uno. El dominio B no tiene homologia con otras proteinas y proporciona 18 de los 25 posibles sitios de glucosilacion
unidos a asparagina (N) de esta proteina. El dominio B no tiene aparentemente funcion en la coagulacion y puede
ser delecionado, teniendo todavia la molécula de FVIII delecionada en el dominio B actividad procoagulatoria.

Como ejemplos no limitantes, FVIII como se usa en el presente documento incluye mutantes de FVIII que
proporcionan escision de APC reducida o prevenida (Amano 1998. Thromb. Haemost. 79:557-563), mutantes de
FVIII con un dominio A2 estabilizado adicional (documento WO 97/40145), mutantes de FVIIl que producen
expresion elevada (Swaroop et al. 1997. JBC 272:24121-24124), mutantes de FVIII con inmunogenicidad reducida
(Lollar 1999. Thromb. Haemost. 82:505-508), FVIII reconstituidos de cadenas pesadas y ligeras independientemente
expresadas (Oh et al. 1999. Exp. Mol. Med. 31:95-100), mutantes de FVIII con union reducida a receptores que
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conducen al catabolismo de FVIII como HSPG (proteoglicanos de sulfato de heparan) y/o LRP (proteina relacionada
con el receptor de lipoproteina de baja densidad) (Ananyeva et al. 2001. TCM, 11:251-257), variantes de FVIII
estabilizadas en el enlace disulfuro (Gale et al., 2006. J. Thromb. Hemost. 4:1315-1322), mutantes de FVIII con
propiedades de secrecién mejoradas (Miao et al., 2004. Blood 103:3412-3419), mutantes de FVIII con actividad
especifica de cofactor elevada (Wakabayashi et al., 2005. Biochemistry 44:10298-304), mutantes de FVIII con
biosintesis y secrecién mejoradas, interaccion de chaperonas de ER reducida, transporte ER-Golgi mejorado,
elevada activacion o resistencia a la inactivacion y semivida mejorada (resumido por Pipe 2004. Sem. Thromb.
Hemost. 30:227-237), y mutantes de FVIII de una sola cadena no escindibles por furina.

Preferentemente, FVIII comprende la secuencia de longitud completa de FVIII como se muestra en SEQ ID NO: 6,
mas preferentemente, el FVIII es una variante de FVIII con una deleciéon parcial o completa del dominio B. También
estan englobadas adiciones, inserciones, sustituciones, deleciones del extremo N, extremo C o internas de FVIIl en
tanto que la actividad bioldgica de FVIII sea al menos parcialmente retenida. La actividad biolégica es retenida en el
sentido de la invencion si el FVIII con modificaciones retiene al menos el 10 %, preferentemente al menos el 15 %,
20 % o 25 %, mas preferentemente al menos el 30 %, 40 % o 50 %, lo mas preferentemente al menos el 60 %, 70 %
o incluso el 75 % de la actividad biolégica de FVIII no mutado. La actividad biolégica de FVIII puede determinarse
por el experto como se describe a continuacion.

Una prueba adecuada para determinar la actividad biolégica de FVIII es, por ejemplo, el ensayo de coagulacion de
una etapa (Rizza et al. 1982. Coagulation assay of FVIII:C and FIXa in Bloom ed. The Hemophilias. NY Churchchill
Livingston 1992) o el ensayo de actividad de FVIII de sustrato cromogénico (dos etapas) (S. Rosen, 1984. Scand J
Haematol 33: 139-145, supl.).

La secuencia de aminoacidos de la forma no mutada madura de FVIII de la coagulacion de la sangre humana se
muestra en SEQ ID NO: 6. Referencia a una posicion de aminoacido de una secuencia especifica significa la
posiciéon de dicho aminoacido en la proteina natural FVIIl y no excluye la presencia de mutaciones, por ejemplo
deleciones, inserciones y/o sustituciones en otras posiciones en la secuencia a la que se refiere. Por ejemplo, una
mutacion del resto 2004 con referencia a SEQ ID NO: 6 no excluye que en el homologo modificado estén ausentes
uno o mas aminoacidos en las posiciones 1 a 2332 de SEQ ID NO: 6.

"FVIII" y/o "VWEF", dentro de la definicion anterior, también incluyen variaciones alélicas naturales que puede existir y
se producen de un individuo a otro y FVIII de otras especies de mamifero, por ejemplo FVIII porcino. "FVIII" y/o
"VWF" dentro de la definicion anterior incluyen ademas variantes de FVIIl y o VWF. Tales variantes se diferencian en
uno o0 mas restos de aminoacidos de la secuencia no mutada. Ejemplos de tales diferencias pueden incluir
sustituciones de aminoacidos conservativas, es decir, sustituciones dentro de grupos de aminoacidos con
caracteristicas similares, por ejemplo (1) aminoacidos pequefios, (2) aminoacidos acidos, (3) aminoacidos polares,
(4) aminoacidos basicos, (5) aminoacidos hidréfobos y (6) aminoacidos aromaticos. Ejemplos de tales sustituciones
conservativas se muestran en la siguiente Tabla 1.

Tabla 1:
(1) Alanina Glicina
(2) Acido aspartico Acido glutamico
(3) Asparagina Glutamina Serina Treonina
(4) Arginina Histidina Lisina
(5) Isoleucina Leucina Metionina Valina
(6) Fenilalanina Tirosina Triptofano

El término "resto conservado" en FVIIl o VWF se refiere a un resto evolutivamente conservado, es decir, donde en la
posicién respectiva se encuentra un resto idéntico o sustitucién conservativa en al menos dos, preferentemente al
menos tres, de las secuencias de mamifero.

El término "variante" de FVIII, VWF, o dominios de los mismos, se refiere a proteinas o dominios con al menos el
50 % de identidad de secuencia, preferentemente al menos el 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 % o el 80 % de identidad
de secuencia, mas preferentemente al menos el 82 %, 84 %, 85 %, 86 % o el 88 % de identidad de secuencia,
incluso mas preferentemente al menos el 90 %, 92 %, 94 %, 95 % de identidad de secuencia con la secuencia o
parte relevante de la secuencia mostrada en SEQ ID NO 6 o 2, respectivamente, a condicion de que la variante
retenga al menos el 10 %, preferentemente el 15 %, 20 %, 25 % o el 30 %, mas preferentemente al menos el 40 % o
el 50 %, incluso mas preferentemente al menos el 60 %, 70 % o el 75 % de la actividad bioldgica de la proteina o
dominio de la misma, respectivamente. Se reconoce que ciertas posiciones pueden ser mas adecuadas a la
variacion que otras. Por ejemplo, variantes del dominio CK de VWF necesitaran retener la cisteina en la posicion
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2773 (o equivalente de la misma), que parece ser esencial para la formacion de dimeros. También pueden ser
esenciales otros restos de cisteina en el dominio CK, y otros dominios de VWF y también de FVIII.

Para determinar el % de identidad de secuencia, las secuencias se alinean usando un programa de alineamiento de
secuencias adecuado, tal como el programa GAP del paquete GCG, usando parametros por defecto (Devereux et al.
(1984) Nucl Acids Res 12, 387). Otros programas que pueden usarse para alinear secuencias incluyen FASTA
(Lipman & Pearson (1985) Science 227, 1436-1441), BLAST (Altschul et al. (1990) J Mol Biol 215, 403-410) y
ClustalW (Thompson et al. (1994) Nucl Acids Res 22, 4673-4680).

En una realizacion de la invencion, el enlace covalente se logra por un puente disulfuro entre un resto de cisteina en
FVIII, que se introduce en FVIII por ingenieria genética, y un resto de cisteina en VWF, que puede ser o bien una
cisteina encontrada en la secuencia de VWF no mutado, o también puede introducirse en una localizaciéon apropiada
en la secuencia de VWF por ingenieria genética.

Una realizacion preferida de la presente invencion se refiere a un complejo covalente que comprende VWF de
semivida prolongada y FVIII, en el que FVIIl se modifica por sustitucion de al menos un aminoacido que existe de
forma natural con un resto de cisteina o insercién de al menos un resto de cisteina en una localizaciéon apropiada en
el FVIII que forma un puente disulfuro con un resto de cisteina en VWF (Figura 3).

Por tanto, segun la invencion, la secuencia de aminoacidos del componente de FVIII del complejo se diferencia de la
de FVIII no mutado como se muestra en SEQ ID NO: 6. El FVIII modificado tiene al menos una mutacién, por
ejemplo una sustitucion de un aminoacido que existe de forma natural con una cisteina, o una insercién de un resto
de cisteina en una posiciéon apropiada, por ejemplo en el dominio a3 o el dominio de extremo C. Asi, puede haber
uno o mas, por ejemplo dos, tres, cuatro, cinco o mas restos de cisteina adicionales en el FVIII del complejo de la
invencion; mas preferentemente, solo se introducen uno o dos restos de cisteina adicionales, lo mas
preferentemente se introduce un resto de cisteina adicional.

Mas preferentemente, el aminoacido que existe de forma natural que esta sustituido en FVIII es un aminoacido en el
dominio a3. Mas preferentemente, el aminoacido que existe de forma natural en el dominio a3 es un resto acido,
preferentemente un resto acido conservado, o un resto implicado en un fenotipo hemofilo, o un resto de Tyr que
puede estar sulfatado en el dominio a3 de FVIII. Incluso mas preferentemente, el aminoacido que existe de forma
natural en el dominio a3 que esta sustituido con cisteina esta seleccionado de E1649, D1658, E1660, D1663, Y1664,
D1665, D1666, E1671, E1675, D1676, D1678, 11679, Y1680, E1682, D1683, E1684 en SEQ ID NO: 6 o posicion
equivalente, por ejemplo en una forma genéticamente manipulada de FVIILI.

En otra realizacion preferida del primer aspecto de la invencién, el aminoacido que existe de forma natural que esta
sustituido con cisteina esta en el dominio de extremo C de FVIIl, preferentemente un aminoacido en la regiéon de
FVIII entre los aminoacidos 2051 y 2270, mas preferentemente el resto esta seleccionado de 12098, S2119, N2129,
R2150, P2153, W2229, Q2246 en SEQ ID NO: 6 o posicidon equivalente, por ejemplo en una forma manipulada de
FVIII.

En una realizacion preferida adicional del primer aspecto de la invencion, VWF también se modifica por sustitucion
de un aminoacido que existe de forma natural con un resto de cisteina, o inserciéon de un resto de cisteina, que
forma un puente disulfuro con un resto de cisteina introducido en FVIII. El aminoacido que existe de forma natural en
VWF es un resto dentro de la region D' o D3, preferentemente un resto basico en la region D' o D3 o un resto
altamente conservado en la region D' o D3 o un resto implicado en VWD de tipo N. Preferentemente, el aminoacido
que existe de forma natural en VWF esta seleccionado de R768, R782, R816, R820, R826, R852, R854, R906,
R924, R945, R960, R976, R1035, H817, H831, H861, H874, H916, H952, H977, H1047, K773, K790, K834, K843,
K855, K882, K912, K920, K922, K923, K940, K948, K968, K985, K991, K1026, K1036, K1052, K1073, G785, M800,
D879, Q1053, E1078, E787, A789, T789, T791, Q793, N794, Y795, P828, F830, E835, P838, D853, W856, L884 en
SEQ ID NO: 2 o posicion equivalente, por ejemplo en una forma manipulada de VWF.

Mas preferentemente, se introducen una o mas de las siguientes combinaciones de sustituciones de restos de
aminoacidos que existen de forma natural en VWF y FVIII: A/T789C:D1658C, M800C:D1658C, P828C:D1658C,
F830C:D1658C, P838C:D1658C, D853C:D1658C, R924C:D1658C, E1078C:D1658C, F830C:D1663C,
P838C:D1663C, D853C:D1663C, E1078C:D1663C, E1078C:Y1664C, P838C:D1665C, R816C:D1666C,
F830C:D1666C, E835C:D1666C, T791C:E1671C, F830C:E1671C, E835C:E1671C, D879C:E1671C,
A/T789C:E1675C, T791C:E1675C, N794C:E1675C, P828C:E1675C, F830C:E1675C, E835C:E1675C,
P838C:E1675C, D879CE1675C, R924C:E1675C, E1078C:E1675C, A/T789C:D1676C, T791C:D1676C,
N794C:D1676C, F830C:D1676C, E835C:D1676C, A/T789C:D1678C, F830C:D1678C, EB835C:D1678C,
A/T789C:11679C, M800C:11679C, F830C:11679C, E835C:11679C, R854C:11679C, D879C:11679C, A/T789C:Y1680C,
T791C:Y1680C, Y795C:Y1680C, M800C:Y1680C, R816C:Y1680C, F830C:Y1680C, E835C:Y1680C,
R854C:Y1680C, D879C:Y1680C, A/T789C:E1682C, Y795C:E1682C, RB816C:E1682C, P828C:E1682C,
E835C:E1682C, P838C:E1682C, R854C:E1682C, D879C:E1682C, Q1053C:E1682C.

Preferentemente, el FVIII en el complejo de la invencion es un FVIII genéticamente manipulado. El FVIII manipulado
puede contener una delecion del dominio B parcial o completa, puede ser un FVIII mutado que comprende una o
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mas sustituciones, inserciones, deleciones de aminoacidos, o combinacién de los mismos, puede ser una version de
una sola cadena de FVIII, o puede ser un polipéptido de fusidn con un resto que prolonga la semivida, por ejemplo
una polipéptido que prolonga la semivida (HLEP). También puede ser un FVIII quimicamente modificado, por
ejemplo modificado por unién de un resto que prolonga la semivida tal como polietilenglicol (PEGilacion), PEG
glucosilado, hidroxietilalmidon (HESilacién), acidos polisialicos, polipéptido de tipo elastina, polimeros de heparosan
0 acido hialurénico. También puede ser un FVIII de otras especies, por ejemplo otras especies de mamifero, por
ejemplo FVIII porcino.

Preferentemente, el VWF en el complejo de la invencion es una forma de semivida prolongada de VWF.

Como se usa en el presente documento, el término "semivida" indica la semivida funcional de la proteina respectiva,
es decir, el tiempo para que se pierda in vivo la mitad de la actividad, es decir, en la sangre.

En una realizacion preferida, la forma de semivida prolongada de VWF en el complejo de la invencion es una forma
genéticamente manipulada de VWF. Mas preferentemente, el VWF genéticamente manipulado es una proteina de
fusién de VWF con un resto que prolonga la semivida tal como un polipéptido que prolonga la semivida (HLEP).

Un "polipéptido que potencia la semivida" o "polipéptido que prolonga la semivida" (HLEP), como se usa en el
presente documento, es un resto que esta fusionado con la proteina de interés, en particular con VWF, con el fin de
prologar su semivida. HLEP preferidos estan seleccionados del grupo que consiste en albumina, un miembro de la
familia de la albumina, la regién constante de inmunoglobulina G y fragmentos de la misma, polipéptidos o lipidos
capaces de unirse en condiciones fisiolégicas a la albumina, a miembros de la familia de la albumina, ademas de a
porciones de una region constante de inmunoglobulina. Puede ser una proteina que potencia la semivida de longitud
completa descrita en el presente documento (por ejemplo, albumina, un miembro de la familia de la albumina o la
region constante de inmunoglobulina G) o uno o mas dominios o fragmentos de los mismos que son capaces de
estabilizar o prolongar la actividad terapéutica o la actividad biologica del factor de coagulacion. Tales fragmentos
pueden ser de 10 o mas aminoacidos de longitud o pueden incluir al menos aproximadamente 15, al menos
aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente 30, al menos aproximadamente
50, al menos aproximadamente 100, o mas aminoacidos contiguos de la secuencia de HLEP o pueden incluir parte o
todos los dominios especificos de HLEP respectivo, en tanto que el fragmento de HLEP proporcione una
prolongacion de la semivida funcional de al menos el 25 % en comparacion con un VWF no mutado.

El HLEP puede ser una variante de un HLEP. El término "variantes" incluye inserciones, deleciones y sustituciones,
ya sean conservativas o no conservativas, donde tales cambios permiten que las propiedades de prolongacion de la
semivida del HLEP sean al menos parcialmente mantenidas.

En particular, las construcciones de fusion de VWF-HLEP propuestas de la invencion pueden incluir variantes
polimérficas que existen de forma natural de HLEP y fragmentos de HLEP. El HLEP puede derivar de cualquier
vertebrado, especialmente cualquier mamifero, por ejemplo humano, mono, vaca, oveja o cerdo. HLEP no de
mamifero incluyen, pero no se limitan a, gallina y salmon.

Preferentemente, el resto que prolonga la semivida esta seleccionado de albumina o variantes o fragmentos de la
misma, region constante de inmunoglobulina o variantes y porciones de la misma, por ejemplo el fragmento Fc,
cadenas al azar solvatadas con volumen hidrodinamico grande (por ejemplo XTEN, repeticiones de homo-
aminoacidos (HAP) o repeticiones de prolina-alanina-serina (PAS)), afamina o variantes de la misma, alfa-
fetoproteina o variantes de la misma, proteina de unién a vitamina D o variantes de la misma, transferrina o variantes
de la misma, polipéptidos o lipidos capaces de unirse en condiciones fisioldégicas a albumina o regiones constantes
de inmunoglobulina. Lo mas preferentemente, el HLEP es albumina de suero humana.

Los términos "albumina de suero humana" (HSA) y "albimina humana" (HA) se usan indistintamente en la presente
solicitud. Los términos "albumina" y "albumina de suero" son mas amplios, y engloban albumina de suero humana (y
fragmentos y variantes de la misma), ademas de albumina de otras especies (y fragmentos y variantes de los
mismos).

Como se usa en el presente documento, "albumina" se refiere conjuntamente a secuencia de polipéptidos o de
aminoacidos de albumina, o un fragmento o variante de albumina, que tiene una o mas actividades funcionales (por
ejemplo, actividades biolégicas) de albumina. En particular, "albumina" se refiere a albumina humana o fragmentos
de la misma, especialmente la forma madura de albumina humana como se muestra en SEQ ID NO:7 en el
presente documento o albumina de otros vertebrados o fragmentos de la misma, o analogos o variantes de estas
moléculas o fragmentos de las mismas.

En particular, las construcciones de fusién de VWF propuestas de la invencion pueden incluir variantes polimérficas
que existen de forma natural de albumina humana y fragmentos de albimina humana. En términos generales, un
fragmento de albumina o variante tendra al menos 30, lo mas preferentemente mas de 70 aminoacidos de longitud.
La variante de albumina puede consistir preferencialmente en o comprender alternativamente al menos un dominio
de albumina completo o fragmentos de dichos dominios, por ejemplo los dominios 1 (aminoacidos 1-194 de
SEQ ID NO: 7), 2 (aminoacidos 195-387 de SEQ ID NO: 7), 3 (aminoacidos 388-585 de SEQ ID NO: 7), 1 + 2 (1-387
de SEQID NO: 7), 2 + 3 (195-585 de SEQ ID NO: 7) o 1 + 3 (aminoacidos 1-194 de SEQ ID NO: 3 + aminoacidos
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388-585 de SEQ ID NO: 7). Cada dominio esta él mismo constituido de dos subdominios homdlogos, concretamente
1-105, 120-194, 195-291, 316-387, 388-491 y 512-585, con regiones de conector inter-subdominio flexibles que
comprenden los restos Lys106 a Glu119, Glu292 a Val315 y Glu492 a Ala511.

La porcion de albumina de las construcciones de fusion de VWF dentro del complejo de la invencion puede
comprender al menos un subdominio o dominio de HA o modificaciones conservativas del mismo.

En una realizacién preferida, el extremo N de albumina esta fusionado con el extremo C de la secuencia de
aminoacidos de VWF modificado. Es decir, el complejo de la presente invencion puede comprender la estructura:

mVWEF-A,

en la que mVWF es el VWF modificado como se ha descrito anteriormente en este documento, y A es albumina
como se ha definido anteriormente en este documento.

El VWF modificado o el complejo de FVIII con el VWF modificado de la invencion puede comprender mas de una
secuencia de HLEP, por ejemplo dos o tres secuencias de HLEP. Estas multiples secuencias de HLEP pueden
fusionarse con la parte del extremo C de VWF en tandem, por ejemplo como repeticiones sucesivas.

HLEP también puede acoplarse a VWF por un conector peptidico. El conector debe ser no inmunogénico y puede
ser un conector no escindible o escindible. Conectores no escindibles pueden estar comprendidos, por ejemplo, de
restos alternos de glicina y serina como se ejemplifica en el documento W02007/090584.

Un posible conector peptidico entre el resto de VWF vy el resto de HLEP puede también consistir en secuencias de
péptidos, que sirven de conectores inter-dominio naturales en proteinas humanas. Preferentemente, tales
secuencias de péptidos en su entorno natural se localizan proximas a la superficie de proteina y son accesibles al
sistema inmunitario de manera que pueda asumirse una tolerancia natural contra esta secuencia. Ejemplos se dan
en el documento W0O2007/090584. Preferentemente, la region de conector comprende una secuencia de VWF, que
debe producir un riesgo reducido de propiedades neoantigénicas de la proteina de fusion expresada.

Los conectores escindibles deben ser lo suficientemente flexibles para permitir la escisiéon por proteasas. Los
péptidos de conector son preferentemente escindibles por las proteasas del sistema de coagulacién, por ejemplo
Flla, FIXa, FXa, FXla, FXlla y FVlla.

El HLEP también puede ser un péptido que puede unirse no covalentemente al resto que prolonga la semivida tal
como una proteina que existe de forma natural en plasma humano (por ejemplo, albumina, fragmentos de
inmunoglobulina). En este caso, VWF se modificaria de tal forma que poseyera, preferentemente en el extremo C o
extremo N al dominio D'D3, un resto de unién a péptido que prolonga la semivida.

En otra realizacion de la invencion, la semivida de VWF se prolonga por modificacion quimica, por ejemplo unién de
un resto que prolonga la semivida tal como polietilenglicol (PEGilacion), PEG glucosilado, hidroxietilalmidén
(HESilacion), acidos polisialicos, polipéptido de tipo elastina, polimeros de heparosan o acido hialurénico.

Otra realizacion de la invencion es un complejo covalente de FVIIl y VWF de semivida prolongada, donde FVIII esta
conectado a VWF mediante un péptido adicional o secuencia de polipéptidos afadida a FVIII. Preferentemente, la
secuencia afiadida comprende uno o mas dominios de VWF.

Como se ha mencionado anteriormente, durante la biosintesis en el reticulo endoplasmico, los monémeros de pro-
péptido de VWF se ensamblan en dimeros mediante un puente disulfuro de extremo C formado entre los dominios
de nudo de cistina (CK) del extremo C. Los inventores han encontrado ahora sorprendentemente que este dominio
CK, cuando se fusiona con FVIII, conduce a un enlace disulfuro covalente entre los dominios CK introducidos en
FVIII, y que estan naturalmente presentes en VWF. Asi, esta presente otra forma novedosa de lograr el complejo
covalente entre FVIIIl y VWF de la presente invencion. La eficiencia con la que el enlace covalente se forma puede
potenciarse si dominios C adicionales estan incluidos en la porcién del VWF que esta fusionada con FVIIIl. Esto
puede ser, por ejemplo, los dominios C5 a C6, los dominios C3 a C6 o los dominios C1 a C6 como se define por
Zhou et al (2012, Blood 120, 449-458), opcionalmente prolongados mediante dominios de VWF adicionales.

Por tanto, otra realizacion de la invencion es un complejo covalente que comprende VWF y FVIII, en el que el VWF
es una forma de semivida prolongada de VWF, en el que el FVIIl se modifica para comprender el dominio CK de
VWF del extremo C, opcionalmente que contiene dominios de VWF adicionales. Preferentemente, el FVIII se
modifica de tal forma en su extremo C. Mas preferentemente, el FVIII comprende, preferentemente en su extremo C,
los restos 2724 a 2813, 2722-2813, 2580-2813, 2578-2813, 2497-2813, 2429-2813, 2400-2813, 2334-2813, 2255-
2813, 1873-2813, 1683-2813, 1277-2813 o0 764-2813 de SEQ ID NO: 2 o una variante de la misma, a condicion de
que se preserve el resto de cisteina 2773 (o equivalente del mismo). Preferentemente, el FVIII modificado, ademas
del dominio CK, comprende los dominios C6, C5 a C6, C4 a C6, C3 a C6, C2 a C6, o C1 a C6 de VWF, como se
define por Zhou et al (2012, Blood 120, 449-458) o variantes de los mismos. Opcionalmente, los dominios CK 'y C
pueden extenderse mediante dominios de VWF adicionales.
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En otra realizacion de la invencién, el FVIII esta fusionado en el extremo N con uno o méas de los dominios del
extremo C de VWF (véase la Figura 6). Tales dominios del extremo C pueden derivarse del dominio de nudo de
cistina (CK) del extremo C de VWF y adicionalmente pueden comprender uno o mas de los dominios C, dominios D
o dominios A de VWF hasta la secuencia de VWF completa (véase la Figura 2 para la estructura de VWF). Mas
preferentemente, el FVIII comprende, preferentemente en su extremo N, los restos 2724 a 2813, 2722-2813, 2580-
2813, 2578-2813, 2429-2813, 2400-2813, 2255-2813, 1873-2813, 1683-2813, 1277-2813 o 1264-2813 o 764-2813
de SEQ ID NO: 2 o variantes de la misma, a condicién de que se preserve el resto de cisteina 2773 (o equivalente
del mismo). En esta realizacion, un péptido sefial se afiade al extremo N de los dominios de VWF, y los dominios de
VWEF se fusionan con el extremo N de FVIII maduro (sin péptido sefial) ya sea directamente o mediante un conector
polipeptidico.

Preferentemente, el dominio CK del extremo C, opcionalmente extendido mediante dominios adicionales, de VWF
esta unido a FVIII por un conector escindible. Una secuencia de conector puede consistir en uno o mas aminoacidos,
por ejemplo de 1 a 200, 1a 150, 1a100,1a50,1a30,1a20,1a15,1a10,1a50 1 a3 (porejemplo 1,20 3)
aminoacidos y que pueden ser iguales o diferentes entre si. Normalmente, las secuencias de conector no estan
presentes en la posicion correspondiente en el factor de coagulacion no mutado. Preferentemente, el conector es un
conector escindible, es decir, comprende un sitio de escision para una proteasa, preferentemente comprende un sitio
de escision que es escindible por una proteasa relacionada con la coagulacion de la sangre, mas preferentemente,
el conector escindible comprende un sitio de escision por trombina, incluso mas preferentemente comprende uno de
los sitios de escision por trombina de FVIII. Ejemplos de conectores escindibles son

EDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRN (aa1675-1720 of SEQ ID NO: 6 (FVIII)) o
NTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHRSTRQKQFNATTIPEN (aa714-764 de SEQ ID NO: 6)
VVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLYV (aa357-399 de SEQ ID NO: 6) o
VVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYA (aa357-396 de SEQ ID NO: 6) o
VVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWD (aa357-394 de SEQ ID NO: 6)

que incluyen deleciones, inserciones y/o sustituciones de los mismos, dado que se retiene la capacidad de escision.

Opcionalmente, el conector comprende restos de aminoacidos adicionales, que se introducen preferentemente entre
el (los) dominio(s) derivado(s) de VWF y la parte escindible del conector. Preferentemente, restos adicionales
proporcionan un péptido de longitud suficiente para permitir la interaccion de FVIIl y VWF, en particular mediante las
regiones a3 y D'D3, respectivamente. Los restos de aminoacidos adicionales pueden ser superiores a 10, 20, 30, 40,
50, 60, 70, 80, 90, 100, 120 o 150 aminoacidos. Preferentemente, los restos de aminoacidos adicionales forman un
péptido flexible "no estructural”, y mas preferentemente comprenden o incluso consisten en repeticiones de glicina-
serina, repeticiones de prolina-alanina-serina, repeticiones de homo-aminoacidos, o secuencias del dominio B de
FVIII.

Otra realizacién de la invencion es un complejo covalente que comprende VWF y FVIII, en el que el VWF es una
forma de semivida prolongada de VWF, y en el que FVIII se modifica para comprender la region D'D3 de VWF, y
opcionalmente dominios adicionales de VWF (Figura 5). Preferentemente, el FVIII se modifica de tal forma que su
dominio B parcial o completo esté sustituido por la region D'D3 de VWF o fragmentos de la misma (Figura 5d y e).
Mas preferentemente, el FVIII comprende, preferentemente en lugar de su (o parte de su) dominio B, los restos 764
a 1241 de SEQ ID NO: 2, o una variante o un fragmento de la misma.

Preferentemente, el dominio D'D3 de VWF esta unido a FVIII de forma que se genere una molécula de dos cadenas
tras la secrecion de la molécula en el medio de cultivo celular y que el dominio D'D3 se localice en el extremo N de la
cadena ligera de FVIII. Esto puede lograrse introduciendo un conector escindible, que comprende, por ejemplo, un
sitio de escisién para PACE/furina, entre el dominio a2 de FVIIl y el dominio D'D3 de VWF (Figura 5d y e).
Opcionalmente, el conector comprende restos adicionales entre el dominio D'D3 de VWF y el dominio a3 de FVIII
(Figura 5e). La restos adicionales comprenden un péptido de longitud suficiente para permitir la interaccion
intramolecular de FVIIl y VWF mediante las regiones a3 y D'D3, respectivamente. Preferentemente, los restos
adicionales son inferiores a 300, 250, 200, 150, 120, 100, 90, 80, 70, 60, 50, 40, 30, 25, 20, 15 o 10 aminoacidos.
Los restos adicionales de aminoacidos pueden comprender un péptido flexible "no estructural”, preferentemente
comprenden o incluso consisten en repeticiones de glicina-serina, repeticiones de prolina-alanina-serina o
repeticiones de homo-aminoacidos, o secuencias derivadas del dominio B de FVIII.

Las realizaciones descritas anteriormente son la forma madura; el experto sera capaz de construir una proteina para
ser expresada con el fin de obtener la forma madura, por ejemplo incluyendo secuencias adicionales, por ejemplo
una secuencia sefial en el extremo N.

Alternativamente, el extremo N de FVIII esta conectado al extremo C de los dominios D'D3 de VWF o fragmentos de
los mismos, que opcionalmente contienen dominios adicionales de VWF (por ejemplo, los dominios D1 y D2), que se
extiende preferentemente en el extremo N por un péptido sefial. Esto ayudara en la expresion y formacion
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intracelular de enlaces covalentes con VWF de semivida prolongada. Mas preferentemente, la porcion de VWF
comprende los restos del extremo N 1 a 1241 o los restos 764 a 1241 (después de la escision del pro-péptido) de
SEQ ID NO: 2, o una variante o un fragmento de la misma.

Preferentemente, los dominios D'D3 o D1D2D'D3 de VWF, respectivamente, estan unidos al extremo N de FVIII por
un conector escindible. Mas preferentemente, el conector escindible comprende un sitio de escisién de proteasa,
mas preferentemente un sitio de escision para una de las proteasas del sistema de coagulacion, incluso mas
preferentemente un sitio de escisiéon por trombina, preferentemente uno de los sitios de escisién por trombina de
FVIII. Opcionalmente, el conector comprende restos adicionales entre los dominios D'D3 o D1D2D'D3 de VWF y la
molécula de FVIII, comprendiendo los restos adicionales un péptido de longitud suficiente para permitir la interaccion
intramolecular de FVIIl y VWF mediante las regiones a3 y D'D3, respectivamente. Preferentemente, se afiaden mas
de 20, 30, 40, 50, 70, 100 o 150 aminoacidos adicionales. Preferentemente, los aminoacidos adicionales
comprenden un péptido flexible no estructural, mas preferentemente comprenden o incluso consisten en repeticiones
de glicina-serina, repeticiones de prolina-alanina-serina, repeticiones de homo-aminoacidos, o secuencias del
dominio B de FVIII.

Como alternativa adicional, el extremo C de FVIII esta conectado al extremo N de los dominios D'D3 de VWF o
fragmentos de los mismos. Esto ayudara en la expresion y formacion intracelular de enlaces covalentes con VWF de
semivida prolongada. Mas preferentemente, el FVIII comprende 764 a 1241 de SEQ ID NO: 2, o una variante o un
fragmento de la misma.

Preferentemente, los dominios D'D3 de VWF estan unidos al extremo N de FVIII por un conector escindible. Mas
preferentemente, el conector escindible comprende un sitio de escisiéon por trombina, preferentemente uno de los
sitios de escision por trombina de FVIIl. Opcionalmente, el conector comprende restos adicionales entre los dominios
D'D3 de VWF y la molécula de FVIIl, comprendiendo los restos adicionales un péptido de longitud suficiente para
permitir la interaccion de FVIII y VWF mediante las regiones a3 y D'D3, respectivamente. Preferentemente, se
anaden mas de 20, 30, 40, 50, 70, 100, 120 o 150 aminoacidos adicionales. Preferentemente, los aminoacidos
adicionales comprenden un péptido flexible no estructural, mas preferentemente comprenden o incluso consisten en
repeticiones de glicina-serina, repeticiones de prolina-alanina-serina, repeticiones de homo-aminoacidos, o
secuencias del dominio B de FVIII.

Preferentemente, la porcién de VWF del complejo de la invencion forma multimeros como lo hace en la naturaleza.
Por razones particulares, puede ser deseable que la porcion de VWF del complejo no forme mas de un dimero. Esto
puede lograrse delecionando la secuencia de pro-péptido de VWF y fusionando el péptido sefial de VWF
directamente al extremo N de D', permitiendo asi la expresion de una molécula de VWF agotada en pro-péptido.
Debido a la ausencia del pro-péptido, se bloqueara la multimerizacion mediante el dominio D'D3. Por otras razones
particulares puede ser deseable que la porcion de VWF del complejo no forme mas de un mondémero. Esto puede
lograrse delecionando la secuencia de pro-péptido del VWF y fusionando el péptido sefial de VWF directamente con
D', permitiendo la expresién de una molécula de VWF agotada en pro-péptido y ademas introduciendo una mutacion
de Cys2773 en otro aminoacido adecuado, por ejemplo alanina.

Un segundo aspecto de la invencién es un método de produccion de los complejos covalentes de FVIII y VWF
descritos anteriormente, que comprende co-expresar el FVIII y VWF en una linea celular eucariota. Por tanto, la
invencion también se refiere a polinucledtidos que codifican las proteinas que forman el complejo de la invencion.

El término "polinucledtido(s)" generalmente se refiere a cualquier polirribonucleétido o polidesoxirribonucledtido que
puede ser ARN o ADN sin modificar o ARN o ADN modificado. El polinucleétido puede ser ADN mono o bicatenario,
ARN mono o bicatenario. Como se usa en el presente documento, el término "polinucleétido(s)" también incluye
ADN o ARN que comprende una o mas bases modificadas y/o bases poco usuales, tales como inosina. Se apreciara
que puede prepararse una variedad de modificaciones al ADN y ARN que sirven para muchos fines utiles conocidos
para aquellos expertos en la materia. El término "polinucleétido(s)", como se emplea en el presente documento,
engloba tales formas quimicamente, enzimaticamente o metabdlicamente modificadas de polinucleétidos, ademas
de la forma quimica de ADN y ARN caracteristica de virus y células, que incluyen, por ejemplo, células simples y
complejas.

El experto entendera que, debido a la degeneracion del codigo genético, un polipéptido dado puede ser codificado
por diferentes polinucleotidos. Estas "variantes" estan englobadas por la presente invencion.

Preferentemente, el polinucleétido de la invencion es un polinucleétido aislado. El término polinucleétido "aislado" se
refiere a un polinucleétido que esta sustancialmente libre de otras secuencias de acidos nucleicos, tales como y no
limitadas a otro ADN y ARN cromosomico y extracromosomico. Pueden purificarse polinucleotidos aislados a partir
de una célula hospedadora. Pueden usarse métodos de purificacion de acidos nucleicos convencionales conocidos
para el experto para obtener polinucleétidos aislados. El término también incluye polinucleétidos recombinantes y
polinucledtidos quimicamente sintetizados. La invencioén se refiere ademas a un grupo de polinucleétidos que juntos
codifican el VWF modificado y/o el FVIII modificado de la invencion, o el polipéptido de la invencion que comprende
el VWF modificado y/o el FVIII modificado. Por ejemplo, un primer polinucleétido en el grupo puede codificar la
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cadena pesada de un FVIIl modificado, y un segundo polinucleétido puede codificar la cadena ligera de un FVIII
modificado y un tercer polinucleotido puede codificar el VWF modificado.

Otro aspecto mas de la invencion es un plasmido o vector que comprende un polinucleétido segun la invencion.
Preferentemente, el plasmido o vector es un vector de expresién. En una realizacion particular, el vector es un vector
de transferencia para su uso en terapia génica humana.

La invencion también se refiere a un grupo de plasmidos o vectores que comprenden el grupo anterior de
polinucleétidos. Un primer plasmido o vector puede contener dicho primer polinucleétido, y un segundo plasmido o
vector puede contener dicho segundo polinucledtido. Alternativamente, se clonan dos o mas secuencias codificantes
en un vector de expresion, ya sea usando secuencias de promotor separadas o un promotor y un elemento de sitio
interno de entrada al ribosoma (IRES) para dirigir la expresion de mas de una proteina que es parte del complejo de
la invencion.

Es todavia otro aspecto una célula hospedadora que comprende un polinucleétido, un plasmido o vector de la
invencion, o un grupo de polinucleétidos o un grupo de plasmidos o vectores como se describe en el presente
documento.

Las células hospedadoras pueden emplearse en un método de produccion del complejo covalente de la invencion. El
método comprende:

(a) cultivar células hospedadoras de la invencion en condiciones de forma que se exprese el complejo de
proteina deseado; y

(b) opcionalmente recuperar el complejo de proteina deseado de las células hospedadoras o del medio de
cultivo.

La produccién de proteinas mutantes recombinantes a altos niveles en células hospedadoras adecuadas requiere el
ensamblaje de los ADNc modificados anteriormente mencionados en unidades transcripcionales eficientes, junto con
elementos reguladores adecuados en un vector de expresion recombinante que puede propagarse en diversos
sistemas de expresion segin métodos conocidos para aquellos expertos en la materia. Elementos reguladores de la
transcripcion eficientes podrian derivar de virus que tienen células de animal como sus hospedadores naturales o del
ADN cromosomico de células de animal. Preferentemente, pueden usarse combinaciones de promotor-potenciador
derivadas del virus simio 40, adenovirus, virus del polioma BK, citomegalovirus humano, o la repeticion terminal larga
del virus del sarcoma de Rous, o combinaciones de promotor-potenciador que incluyen genes fuertemente
constitutivamente transcritos en células de animal como beta-actina o GRP78. Con el fin de lograr altos niveles
estables de ARNm transcrito de los ADNc, la unidad transcripcional contiene en su parte proxima a 3' una regién de
ADN que codifica una secuencia de poliadenilacién de terminacién de la transcripcion. Preferentemente, esta
secuencia deriva de la region transcripcional temprana del virus simio 40, el gen de beta-globina de conejo, o el gen
de activador de plasmindgeno de tejido humano.

Los ADNc pueden entonces integrarse en el genoma de una linea de células hospedadoras adecuada para la
expresion del FVIII modificado y/o proteinas VWF, que entonces se ensamblan en el complejo covalente de la
invencion. Alternativamente, también pueden usarse vectores episémicos estables que siguen en la célula como
elementos extracromosomicos estables. Preferentemente, esta linea celular debe ser una linea de células de animal
de origen de vertebrado con el fin de garantizar el correcto plegamiento, formacion de enlaces disulfuro,
glucosilacion asociada a asparagina y otras modificaciones post-traduccionales, ademas de la secrecion en el medio
de cultivo. Ejemplos de otras modificaciones post-traduccionales son la O-sulfatacion de tirosina y el procesamiento
proteolitico de la cadena naciente de polipéptidos. Ejemplos de lineas celulares que pueden usarse son células COS
de mono, células L de ratén, células C127 de ratén, células BHK-21 de hamster, células HEK-293 humanas y células
CHO de hamster.

El vector de expresiéon recombinante que codifica los ADNc correspondientes puede introducirse en una linea celular
de animal o humana de varias formas diferentes. Por ejemplo, pueden crearse vectores de expresion recombinantes
a partir de vectores basandose en diferentes virus animales. Ejemplos de éstos son vectores basados en
baculovirus, virus de la variolovacuna, adenovirus, y preferentemente virus del papiloma bovino.

Las unidades de transcripcion que codifican los ADN correspondientes también pueden introducirse en células de
animal junto con otro gen recombinante que puede funcionar de marcador de selecciéon dominante en estas células
con el fin de facilitar el aislamiento de clones de células especificas que han integrado el ADN recombinante en su
genoma. Ejemplos de este tipo de genes marcadores de selecciébn dominantes son la aminoglucésido
fosfotransferasa Tn5, que confiere resistencia a geneticina (G418), higromicina fosfotransferasa, que confiere
resistencia a higromicina, y puromicina acetil transferasa, que confiere resistencia a puromicina. El vector de
expresion recombinante que codifica un marcador de seleccién tal pueden residir o bien en el mismo vector que el
que codifica el ADNc de la proteina deseada, o puede codificarse en un vector separado que se introduce
simultaneamente y se integra en el genoma de la célula hospedadora, frecuentemente produciendo un estrecho
enlace fisico entre las diferentes unidades de transcripcion.
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Otros tipos de genes marcadores de seleccion que pueden usarse junto con el ADNc de las proteinas deseadas se
basan en diversas unidades de transcripcion que codifican dihidrofolato reductasa (dhfr). Después de la introduccion
de este tipo de gen en células que carecen de actividad endégena de dhfr, preferencialmente células CHO (DUKX-
B11, DG-44), se permitira que éstas crezcan en medio que carece de nucledsidos. Un ejemplo de un medio tal es
Ham's F12 sin hipoxantina, timidina y glicina. Estos genes dhfr pueden introducirse junto con las unidades
transcripcionales de ADNc en células CHO del tipo anterior, ya sea asociadas al mismo vector o en vectores
diferentes, creando asi lineas celulares dhfr-positivas que producen proteina recombinante.

Si las lineas celulares anteriores se cultivan en presencia del metotrexato inhibidor de dhfr citotéxico, emergeran
nuevas lineas celulares resistentes a metotrexato. Estas lineas celulares pueden producir proteina recombinante a
una tasa elevada debido al niumero amplificado de dhfr unido y las unidades transcripcionales de la proteina
deseada. Cuando se propagan estas lineas celulares en concentraciones crecientes de metotrexato (1-10000 nM),
pueden obtenerse nuevas lineas celulares que producen la proteina deseada a velocidad muy alta.

Las lineas celulares anteriores que producen la proteina deseada pueden cultivarse a gran escala, ya sea en cultivo
en suspension o en diversos soportes soélidos. Ejemplos de estos soportes son microvehiculos basados en matrices
de dextrano o colageno, o soportes solidos en forma de fibras huecas o diversos materiales ceramicos. Cuando se
cultivan en cultivo en suspensién de células o en microvehiculos, el cultivo de las lineas celulares anteriores puede
realizarse o bien como un cultivo discontinuo o bien como un cultivo de perfusién con produccién continua de medio
acondicionado durante periodos prolongados de tiempo. Asi, segun la presente invencion, las lineas celulares
anteriores son muy aptas para el desarrollo de un proceso industrial para la produccién de las proteinas mutantes
recombinantes deseadas.

Se prefiere purificar el complejo de la invencion a = 80 % de pureza, mas preferentemente = 95 % de pureza, y
particularmente se prefiere un estado farmacéuticamente puro que es superior al 99,9 % de pureza con respecto a
macromoléculas contaminantes del cultivo celular, particularmente otras proteinas y acidos nucleicos, y libre de
agentes infecciosos y pirogenos. Preferentemente, un complejo covalente modificado aislado o purificado de la
invencion esta sustancialmente libre de otros polipéptidos no relacionados.

El complejo covalente de la invencidn, que se acumula en el medio de secrecion de células de los tipos anteriores,
puede concentrarse y purificarse mediante una variedad de métodos bioquimicos y cromatograficos, que incluyen
métodos que utilizan diferencias en tamafio, carga, hidrofobia, solubilidad, afinidad especifica, etc., entre la proteina
deseada y otras sustancias en el medio de cultivo de células.

Un ejemplo de tal purificacion es la adsorcion de la proteina mutante recombinante a un anticuerpo monoclonal,
dirigido a, por ejemplo, un HLEP, preferentemente albiumina humana, o dirigido al factor de coagulacion respectivo,
que se inmoviliza sobre un soporte solido. Después de la adsorciéon del complejo al soporte, lavado y desorcion, la
proteina puede purificarse adicionalmente mediante una variedad de técnicas cromatograficas basadas en las
propiedades anteriores. El orden de las etapas de purificacion se elige, por ejemplo, segun la capacidad y
selectividad de las etapas, estabilidad del soporte u otros aspectos. Etapas de purificacion preferidas, por ejemplo,
son, pero no se limitan a, etapas de cromatografia de intercambio idnico, etapas de cromatografia de
inmunoafinidad, etapas de cromatografia de afinidad, etapas de cromatografia de interaccion hidréfoba, etapas de
cromatografia de colorante, etapas de cromatografia de hidroxiapatita, etapas de cromatografia multimodal y etapas
de cromatografia de exclusion por tamanio.

Con el fin de minimizar el riesgo tedrico de contaminaciones por virus, pueden incluirse etapas adicionales en el
proceso que permiten la eficaz inactivacion o eliminacion de virus. Tales etapas son, por ejemplo, tratamiento
térmico en el estado liquido o solido, tratamiento con disolventes y/o detergentes, radiacion en el espectro visible o
UV, irradiacién gamma o nanofiltracion.

Los polinucledtidos modificados (por ejemplo, ADN) de la presente invencién también pueden integrarse en un
vector de transferencia para su uso en la terapia génica humana.

En otro aspecto, el FVIII (modificado) y el VWF (modificado) se conectan covalentemente por reticulacion quimica.

Los diversos productos de la invencién son utiles como medicamentos. Por consiguiente, un tercer aspecto de la
invencion es un complejo covalente como se ha descrito anteriormente para su uso en medicina, preferentemente
para su uso en el tratamiento o la profilaxis de un trastorno de hemorragia. Preferentemente, el trastorno de
hemorragia es hemofilia A o VWD.

Un cuarto aspecto de la invencion es una composicion farmacéutica que comprende el complejo covalente descrito
anteriormente. El complejo covalente como se describe en la presente invencion puede formularse en preparaciones
farmacéuticas para uso terapéutico. La proteina purificada puede disolverse en disoluciones tampén acuosas
fisioldgicamente compatibles convencionales a las que pueden afadirse, opcionalmente, excipientes farmacéuticos
para proporcionar preparaciones farmacéuticas.

Tales vehiculos y excipientes farmacéuticos, ademas de formulaciones farmacéuticas adecuadas, son muy
conocidos en la técnica (véanse, por ejemplo, "Pharmaceutical Formulation Development of Peptides and Proteins”,
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Frokjaer et al., Taylor & Francis (2000) o "Handbook of Pharmaceutical Excipients", 32 edicién, Kibbe et al.,
Pharmaceutical Press (2000)). Técnicas de formulacion farmacéutica convencionales son muy conocidas para los
expertos en la materia (véanse, por ejemplo, 2005 Physicians' Desk Reference®, Thomson Healthcare: Montvale,
NJ, 2004; Remington: The Science and Practice of Pharmacy, 202 ed., Gennaro et al., Eds. Lippincott Williams &
Wilkins: Philadelphia, PA, 2000). En particular, la composicion farmacéutica que comprende el complejo covalente
de la invencién puede formularse en forma liquida liofilizada o estable. La variante de polipéptido puede liofilizarse
mediante una variedad de procedimientos conocidos en la técnica. Formulaciones liofilizadas se reconstituyen antes
de uso mediante la adiciéon de uno o mas diluyentes farmacéuticamente aceptables tales como agua estéril para
inyeccion o solucion salina fisiolégica estéril.

Las formulaciones de la composicién se administran al individuo por cualquier medio de administracion
farmacéuticamente adecuado. Se conocen diversos sistemas de administraciéon y pueden usarse para administrar la
composicion por cualquier via conveniente. Preferencialmente, las composiciones de la invencién se administran por
via sistémica. Para uso sistémico, el complejo de la invencién se formula para administracién parenteral (por
ejemplo, intravenosa, subcutanea, intramuscular, intraperitoneal, intracerebral, intrapulmonar, intranasal o
transdérmica) o enteral (por ejemplo, oral, vaginal o rectal) segin métodos convencionales. Las vias de
administracion mas preferenciales son administracion intravenosa y subcutanea. Las formulaciones pueden
administrarse continuamente por infusién o mediante inyeccién en bolo. Algunas formulaciones engloban sistemas
de liberacion lenta.

El complejo covalente de la presente invencion se administra a los pacientes en una dosis terapéuticamente eficaz,
que significa una dosis que es suficiente para producir los efectos deseados, previniendo o reduciendo la gravedad o
diseminacion de la afeccion o indicacion que esta tratandose sin alcanzar una dosis que produjera efectos
secundarios adversos intolerables. La dosis exacta depende de muchos factores como, por ejemplo, la indicacion,
formulacién, modo de administracion y tiene que determinarse en ensayos preclinicos y clinicos para cada indicacion
respectiva.

La composicién farmacéutica de la invencion puede administrarse sola o conjuntamente con otros agentes
terapéuticos. Estos agentes pueden incorporarse como parte de la misma preparacion farmacéutica.

Un aspecto adicional es un método de tratamiento o prevencién de un trastorno de hemorragia administrando una
cantidad eficaz de un complejo descrito anteriormente a un sujeto en necesidad del mismo. En otra realizacion, el
método comprende administrar al individuo una cantidad eficiente de un polinucleétido de la invenciéon o de un
plasmido o vector de la invencion. Alternativamente, el método puede comprender administrar al individuo una
cantidad eficiente de las células hospedadoras de la invencién descritas en el presente documento.

La presente invencion se describira adicionalmente en los siguientes ejemplos no limitantes. Esta descripcion de
realizaciones especificas de la invencion se hara conjuntamente con las figuras adjuntas.

Figura 1: Estructura del dominio de la proteina FVIIl madura. La flecha muestra el sitio de escision por
PACE/furina, los triangulos los sitios de escision por trombina.

Figura 2: Estructura del dominio de pro-VWF (A) y VWF maduro (B) segin Schneppenheim y Budde, 2011,
estructura y nomenclatura de dominios de los dominios C segun Zhou et al., 2012. No se muestran la
dimerizacién y multimerizacion de VWF.

Figura 3: Ejemplo de un complejo covalente donde FVIIl y VWF estan unidos mediante un puente disulfuro. Se
muestran los dominios de VWF en gris, FVIII en blanco.

Figura 4: Ejemplos de FVIII modificado con dominios de VWF que incluyen el dominio CK de VWF. Se
muestran dominios de FVIII en blanco, se muestran dominios de VWF en gris. Los triangulos en negro
muestran sitios de escision por trombina, los triangulos blancos muestran sitios de escision por proteasa
introducidos en el conector.

Figura 5: Ejemplos de FVIII modificado con dominios de VWF que incluyen dominios D'D3. Las flechas
muestran sitios de escisién por PACE/furina, los triangulos negros muestran sitios de escision por trombina, los
triangulos blancos muestran sitios de escision por proteasa introducidos en el conector.

Figura 6: FVIII modificado mediante dominios de VWF adicionales. Simbolos como se han explicado
anteriormente.

Figura 7: Ejemplo de un complejo covalente unido por reticulacién quimica.
Listado de secuencias:

SEQ ID NO: 1: Secuencia de ADNc de VWF humano

SEQ ID NO: 2: Secuencia de proteinas de VWF humano
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SEQ ID NO: 3: Cebador de PCR VWF+

SEQ ID NO: 4: Cebador de PCR VWF-

SEQ ID NO: 5: Secuencia de ADNc de FVIII humano

SEQ ID NO: 6: Secuencia de proteinas de FVIII humano maduro

SEQ ID NO: 7: Secuencia de proteinas de albumina de suero humana madura

SEQ ID NO: 8-88: Diversos cebadores y oligonucledtidos para mutagénesis como se enumeran en los
ejemplos.

Ejemplos:
Ejemplo 1: Generacion de mutantes de VWF con restos de cisteina en la region D'D3

Se habia generado previamente un plasmido de expresion (pIRESpuro3; BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ,
EE.UU.) que contenia una secuencia de ADNc de VWF de longitud completa en su sitio de clonacion multiple
(PVWF-2448). La secuencia de ADNc de VWF contenida en este vector se presenta como SEQ ID NO. 1, su
secuencia de proteinas correspondiente como SEQ ID No. 2.

Para generar tales vectores de expresion, el ADNc de VWF puede amplificarse por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando el conjunto de cebadores VWF+ y VWF- (SEQ ID NO. 3 y 4) en condiciones estandar
conocidas para aquellos expertos en la materia (y como se describe, por ejemplo, en Current Protocols in Molecular
Biology, Ausubel FM et al. (eds.) John Wiley & Sons, Inc.; http://www.currentprotocols.com/WileyCDA/) de un
plasmido que contiene ADNc de VWF (como es obtenible comercialmente, por ejemplo pMT2-VWF de ATCC, No.
67122). El fragmento de PCR resultante puede digerirse por endonucleasa de restriccion EcoRl y ligarse en el vector
de expresion pIRESpuro3 que habia sido linealizado por EcoRI. El plasmido de expresion resultante, cribado para la
correcta orientacion del inserto, contendra un ADNc de VWF no mutado en la direccién 3' del promotor del CMV
adecuado para la expresion de VWF.

Con el fin de introducir mutaciones en la secuencia de VWF, se aplic6 mutagénesis dirigida al sitio (kit de
mutagénesis dirigida al sitio QuickChange XL, Agilent Technologies, La Jolla, CA, EE.UU.) en el plasmido pVWF-
2448 segun el siguiente protocolo como se sugirié por el fabricante del kit. Por reaccion de mutagénesis, se
mezclaron 5 pl de 10x tampon de reaccion, 1 ul de ADN de plasmido pVWF-2448 (50 ng), 1 pl (10 pmol/pl) de cada
uno de los dos oligonucledtidos de mutagénesis respectivos como se expuso brevemente en la Tabla 2, 1 yl de
mezcla de dNTP, 3 pl de disolucién Quick, 1 yl de polimerasa Turbo (2,5 U/pl) y 37 pl de H20 y se sometié a una
reaccion en cadena de la polimerasa con una desnaturalizacion inicial durante 2 min a 95 °C, 18 ciclos de a)
desnaturalizacion durante 50 s a 95 °C, b) hibridacion durante 50 s a 60 °C y c) extension durante 14 min a 68 °C,
seguido de una Unica fase de extension terminal de 7 min a 68 °C. Posteriormente, se afadié 1 pl de enzima Dpnl
del kit y la reaccion se incubd durante otros 60 min a 37 °C. Después de eso se transformaran 3 pl de la reaccion de
mutagénesis en células competentes de E. coli (por ejemplo, XL10 Gold, Agilent Technologies). Los clones se
aislaron, se extrajo ADN de plasmido y las mutaciones en las secuencias de VWF se verificaron por secuenciacion
de ADN.

La siguiente tabla enumera los oligonucleétidos usados para la mutagénesis de la secuencia de ADNc de VWF vy las
mutaciones respectivas introducidas.
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Usando los protocolos y plasmidos descritos anteriormente y aplicando técnicas de biologia molecular conocidas
para aquellos expertos en la materia (y como se describen, por ejemplo, en Current Protocolos in Molecular Biology,
arriba), pueden ser preparadas otras construcciones por el experto para la mutacién de otros restos de aminoacidos.

Para generar fusiones de albumina de VWF y mutantes de VWF, se realizé inserciéon de secuencias de conector y de
ADNCc de albumina en analogia a los ejemplos descritos en el documento WO 2009/156137.

Para la generacion de un casete de expresion que contiene un mutante de VWF que no contiene la secuencia de
pro-péptido se realiza una mutagénesis como se ha descrito anteriormente usando los cebadores

We4190 (SEQ ID NO: 54) GCCAGGGACCCTTTGTAGCCTATCCTGTCGGCCCC y
We4191 (SEQ ID NO: 55) GGGGCCGACAGGATAGGCTACAAAGGGTCCCTGGC.

Esto producira una secuencia de VWF en la que el péptido sefial (aminoacidos 1 a 22 de SEQ ID NO. 2) esta
fusionado directamente con la regiéon D' (aminoacido 764 de SEQ ID NO. 2).

Ejemplo 2: Generacion de mutantes de FVIIlI con restos de cisteina en el dominio a3

Puede usarse cualquier secuencia de ADNc de FVIII clonada en un plasmido de expresiéon para introducir
mutaciones de Cys en el dominio a3. Preferentemente, se usa una construccion de FVIII de una sola cadena con
agotamiento del dominio B parcial (véanse los ejemplos en el documento WO 2004/067566).

Para generar vectores de expresion de FVIII, puede amplificarse el ADNc de FVIII por reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) usando el conjunto de cebadores We3380 (GTGGCTAGCATGGAAATAGAGCTCTCCAC)
(SEQ ID NO: 56) y We3381 (CACGCGGCCGCTCAGTAGAGGTCCTGTGCC) (SEQ ID NO: 57) en condiciones
estandar conocidas para aquellos expertos en la materia (y como se describen, por ejemplo, en Current Protocols in
Molecular Biology, Ausubel FM et al. (eds.) John Wiley & Sons, Inc.; http://www.currentprotocols.com/WileyCDA/) a
partir de un plasmido que contiene ADNc de FVIII. El fragmento de PCR resultante se digiere por endonucleasas de
restriccion Nhel y Notl y se liga en el vector de expresion pIRESpuro3 (BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, EE.UU.)
que habia sido linealizado por Nhel y Notl. El plasmido de expresién resultante contendra un ADNc de FVIIl en la
direccion 3' del promotor del CMV y es adecuado para la expresion de FVIII en cultivo de células de animal.

Con el fin de introducir mutaciones en la secuencia de FVIII, se aplica mutagénesis dirigida al sitio (kit de
mutagénesis dirigida al sitio QuickChange XL, Agilent Technologies, La Jolla, CA, EE.UU.) en el plasmido de
expresion de FVIII como se sugirid por el fabricante del kit.

La siguiente tabla enumera los oligonucleétidos usados para la mutagénesis de la secuencia de ADNc de FVIIl y las
mutaciones respectivas introducidas.
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Ejemplo 3: Generacion de vectores de expresidon para moléculas de FVIIl con extensiones del extremo C
derivadas de VWF

Se generaron moléculas de FVIIl con dominios de VWF o fragmentos afiadidos a su extremo carboxi por métodos de
biologia molecular conocidos para aquellos expertos en la materia. Estos se usaron para cotransfectar con VWF-FP
para generar heterodimeros que contenian FVIII modificado y VWF-FP que se unieron covalentemente mediante los
dominios CK en el extremo C de ambas proteinas.

Para esto, se amplific6 ADNc de FVIII por los cebadores
We4323 GTGGCTAGCGCATGGAAATAGAGCTCTCCAC (SEQ ID NO: 82)
We4324 CACGCGGCCGCGTTACCGGTGTAGAGGTCCTGTGCCTCGC (SEQ ID NO: 83)

y el fragmento de PCR resultante se inserté en un vector de expresion adecuado, por ejemplo pIRESpuro3 (arriba)
abierto por Nhel y Notl. Mediante los sitios Agel y Notl resultantes, se insertaron la secuencia codificante de los
dominios derivados de VWF del extremo C C3-C4-C5-C6-CK (aminoacidos de VWF 2400 a 2813) o del dominio CK
solo (aminoacidos de VWF 2724 a 2813) que habian sido amplificados por PCR usando los pares de cebadores

We4264 GTGACCGGTAACTCCACAGTGAGCTGTCCC (SEQ ID NO: 84)
We4267 ACAGCGGCCGCTATCACTTGCTGCACTTCCTGG (SEQ ID NO: 85) y
We4266 GTGACCGGTTGCAACGACATCACTGCCAG (SEQ ID NO: 86)

We4267 ACAGCGGCCGCTATCACTTGCTGCACTTCCTGG (SEQ ID NO: 85), respectivamente. Esto produjo
vectores de expresion que contenian ADNc de FVIII con extensiones del extremo C por dominios del extremo C de
VWF C1-C2-CK o CK, respectivamente.

En el sitio de restriccion Agel, se introdujeron secuencias de conector escindible que liberarian el FVIIIl de VWF-FP
durante la activacion de FVIII. Las secuencias de conector se eligieron de secuencias que rodeaban uno de los sitios
de escision por trombina de FVIII, pero también podria usarse cualquier otro sitio de escision por trombina (por
ejemplo, como se describe en el documento WO 03/035861). Como un ejemplo, se representan los sitios de escision
por trombina 372 y 1689 por las siguientes secuencias de ADNc:

CS372 (SEQ ID NO: 87):

Y ACCGGTGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAA
GCATCCTAAAACTTGGACCGGTY
CS1689 (SEQ ID NO: 88):

Y ACCGGTGATGAGGATGAAAATCAGAGCCCCCGCAGCTTTCAAAAGAAAACAC
GACACTATTTTATTGCTGCAGTGGAGAGGCTCTGGACCGGT?

Estas secuencias pueden amplificarse por cebadores de PCR adecuados que contienen sitios de restriccion Agel en
sus extremos. Entonces se escinden fragmentos de PCR por Agel y se insertan en vectores de expresion abiertos
por Agel como se ha descrito anteriormente.

Pueden usarse enfoques similares por el experto para construir plasmidos de expresion que contienen moléculas de
ADNCc de FVIII donde su dominio B o partes se han sustituido por la regiéon D'D3 de VWF o donde la region D'D3 de
VWEF esta conectada directamente o mediante un conector al extremo N o extremo C de FVIILI.

Ejemplo 4: Transfeccion de plasmidos y expresion transitoria de FVIIl y mutantes de VWF en células HEK-
293

Se cultivaron plasmidos de expresion basados en pIRESpuro3 en XL10 Gold (Agilent Technologies) y se purificaron
usando protocolos convencionales (Qiagen, Hilden, Alemania). Se transfectaron 1x108 células HEK-293 en 1 ml
usando el reactivo Freestyle™ MAX de Invitrogen (15 ul) y 7,5 ug de cada una de las construcciones respectivas de
ADN, y se cultivaron en medio sin suero (Invitrogen 293 Express, total 15 ml). Se cultivaron poblaciones de células
transfectadas en CultiFlask 50 (Sartorius) de los que se recogieron sobrenadantes después de 48 horas para la
cuantificacion de antigeno de FVIIl y de VWF por analisis de ELISA.

Ejemplo 5: Deteccion de mutantes de FVIIl covalentemente unidos a mutantes de VWF

Se concentraron muestras de sobrenadante de cultivo celular (10 ml) de transfecciones transitorias 20x con Amicon
Ultracell-30K (Millipore UFC903024; centrifugacion a 3000 g durante 15 minutos). Se determiné FVIII
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covalentemente unido a VWF-FP en sobrenadante de cultivo (concentrados) por un ELISA convencional.
Brevemente, se incubaron microplacas con 100 pl por pocillo del anticuerpo de captura (IgG de conejo anti-VWF
humano, Dako A0082 [Dako, Hamburgo, Alemania], se diluyeron 1:2000 en tampo6n A [Sigma C3041, Sigma-Aldrich,
Munich, Alemania]) durante la noche a temperatura ambiente. Después de lavar las placas tres veces con tampo6n B
(Sigma T9039), cada pocillo se incubd con 200 pl de tampdn C (Sigma T6789) durante 1,5 horas a temperatura
ambiente (bloqueo). Después de ofras tres etapas de lavado con tampdn B, se incubaron diluciones sucesivas de la
muestra de prueba en tampoén B, ademas de diluciones sucesivas de una preparacion de control de FVIII-VWF-FP
covalentemente unida (2,0 - 0,03 U/ml en tampén B; volimenes por pocillo: 100 pl) durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampon B, se afiadieron 200 ul de CaCl; 350 mM a cada pocillo y
se incubaron durante 1 hora a temperatura ambiente. Se eliminé CaCl, (sin lavado) y se afiadieron 200 pl
adicionales a cada pocillo y se incubaron adicionalmente durante 1 hora. Después de tres etapas de lavado con
tampon B se afadieron 100 pl de una dilucién 1:2 en tampo6n B del anticuerpo de deteccién (anticuerpo de deteccion
para FVIII:C, peroxidasa marcada, Cedarlane CL20035K-D) a cada pocillo y se incub6é durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampén B, se afiadieron 100 pl de disoluciéon de sustrato (OUVF,
Siemens Healthcare Diagnostics) por pocillo y se incubaron durante 15 minutos a temperatura ambiente en la
oscuridad. La adicién de 100 pl de dilucidon de parada sin diluir (OSFA, Siemens Healthcare Diagnostics) prepard las
muestras para la lectura en un lector de microplacas adecuado a 450 nm de longitud de onda. Entonces se
calcularon concentraciones de las muestras de prueba usando la curva patrén con la preparacion de control.

Ejemplo 6: Reticulaciéon quimica de FVIIl con VWF

Se hace reaccionar FVIII en una disolucién de tampdn acuosa que contiene preferentemente concentraciones de
NaCl fisiolégico y CaCl, a una temperatura constante de preferentemente entre 4 °C y 37 °C con un éster de bis-
succinimida bi-especifico (PEG)n con un peso molecular de entre 500 Da y 100 kDa en una relacion molar de FVIIl y
reticulante de 2:1 a 1:1000 (preferido aproximadamente 1:1). La concentracion de FVIII es preferentemente baja
para minimizar la reticulacion de FVIII consigo mismo. Después de un periodo de 1 min a 60 min se afiade un VWF
de semivida prolongada a la disolucion de FVIIl en un exceso molar de 2:1 a 200:1 basandose en las unidades de
formacién de monémero de VWF. Después de un periodo de incubacion de 1 a 300 min a la temperatura dada
anteriormente, el reactivo residual se inactiva usando preferentemente un compuesto de bajo peso molecular que
contiene un grupo amino primario y el complejo covalente de FVIII y VWF se purifica por métodos conocidos para el
experto en el campo, eliminando FVIII sin reaccionar u oligémeros de FVIII y VWF sin reaccionar. Los tiempos de
reaccion y las temperaturas para las diferentes etapas de incubacion se optimizan por métodos conocidos para el
experto en el campo, por ejemplo usando SDS-PAGE/analisis de transferencia Western con anticuerpos anti-FVIIl o
anti-VWF con el objetivo de maximizar el contenido del complejo covalente deseado y minimizar el contenido de
productos secundarios.

Pueden usarse diferentes reactivos para la reticulacion quimica de FVIII modificado y moléculas de VWF. Se basan
en la reticulacion de diferentes grupos reactivos de FVIII 'y VWF:

a) Reticulantes amina a amina (por ejemplo, bis-imidoéster (PEG)n o éster de bis-succinimida (PEG)n)
b) Reticulantes carboxilo a carboxilo
c) Reticulantes sulthidrilo a sulfhidrilo (por ejemplo, bis-maleimida (PEG)n)
d) Reticulantes hidrato de carbono a hidrato de carbono
e) Reticulantes amina a sulfhidrilo
f) Reticulantes sulfhidrilo a hidrato de carbono
g) Reticulantes sulfhidrilo a hidroxilo
h) Reticulantes carboxilo a amina
Ejemplo 7: Analisis de la actividad del factor VIl y antigeno

Para la determinacion de la actividad de FVIII:C in vifro se usan o bien un ensayo de coagulacion (por ejemplo,
reactivo Pathromtin SL y plasma deficiente en FVIII suministrados por Dade Behring, Alemania) o bien un ensayo
cromogénico (por ejemplo, ensayo Coamatic FVIII:C suministrado por Haemochrom). Los ensayos se realizan segun
las instrucciones del fabricante.

Se determina el antigeno de FVIII (FVIII:Ag) por un ELISA estandar. Brevemente, se incuban microplacas con 100 pl
por pocillo del anticuerpo de captura (IgG de oveja anti-FVIII humano, Cedarlane CL20035K-C, diluido 1:200 en
tampon A [Sigma C3041]) durante 2 horas a temperatura ambiente. Después de lavar las placas tres veces con
tampon B (Sigma P3563), se incuban diluciones sucesivas de la muestra de prueba en tampén diluyente de muestra
(Cedarlane), ademas de diluciones sucesivas de una preparacion de FVIII (CSL Behring; 200 - 2 mU/ml) en tampdn
diluyente de muestra (volumenes por pocillo: 100 pl) durante dos horas a temperatura ambiente. Después de tres
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etapas de lavado con tampon B, se afiaden 100 pl de una dilucion 1:2 en tampén B del anticuerpo de deteccion (IgG
de oveja anti-FVIIl humano, Cedarlane CL20035K-D, peroxidasa marcada) a cada pocillo y se incuban durante otra
hora a temperatura ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampoén B, se afiaden 100 pl de disoluciéon de
sustrato (1:10 (v/v) de TMB OUVF: TMB Buffer OUVG, Dade Behring) por pocillo y se incuban durante 30 minutos a
temperatura ambiente en la oscuridad. La adicién de 100 pl de disolucion de parada (Dade Behring, OSFA) prepara
las muestras para la lectura en un lector de microplacas adecuado a 450 nm de longitud de onda. Las
concentraciones de muestras de prueba se calculan entonces usando la curva patrén con la preparacion de FVIII
como referencia.

Ejemplo 8: Analisis de actividad de VWF y antigeno

Se analizan muestras por determinacion inmunoturbidimétrica de VWF:Ag (OPABO03, Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburgo, Alemania) y para la unién a colageno (Technozym VWF:CBA ELISA, Ref. 5450301 con
conjunto de calibrador 5450310 y conjunto de control 5450312, Technoclone, Viena, Austria) como se describe por el
fabricante.

La prueba de VWF:RCo se hace usando el reactivo de VWF BC de Siemens Healthcare Diagnostics, Marburgo,
Alemania, segun la descripcion del fabricante. Se usa el patron de concentrados internacional como preparacion de
patrén primaria para calibrar una preparacion de patrén interna para uso cada dia.

Para andlisis farmacocinéticos se determina el antigeno de VWF por un ELISA convencional. Brevemente, se
incuban microplacas con 100 pl por pocillo del anticuerpo de captura (IgG de conejo anti-vWF humano, Dako A0082
[Dako, Hamburgo, Alemania], diluido 1:2000 en tampdn A [Sigma C3041, Sigma-Aldrich, Munich, Alemania]) durante
la noche a temperatura ambiente. Después de lavar las placas tres veces con tampén B (Sigma P3563), cada pocillo
se incuba con 200 pl de tampodn C (Sigma P3688) durante 1,5 horas a temperatura ambiente (bloqueo). Después de
otras tres etapas de lavado con tampén B, se incuban diluciones sucesivas de la muestra de prueba en tampén B,
ademas de diluciones sucesivas de plasma humano patron (ORKL21; 20 - 0,2 mU/ml; Siemens Healthcare
Diagnostics, Marburgo, Alemania) en tampén B (volumenes por pocillo: 100 pl) durante 1,5 horas a temperatura
ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampdn B, se afiaden 100 pl de una dilucién 1:16000 en tampdn B
del anticuerpo de deteccion (IgG de conejo anti-vWF humano, Dako P0226, marcada con peroxidasa) a cada pocillo
y se incuban durante 1 hora a temperatura ambiente. Después de tres etapas de lavado con tampén B, se afiaden
100 pl de disolucién de sustrato (OUVF, Siemens Healthcare Diagnostics) por pocillo y se incuban durante 30
minutos a temperatura ambiente en la oscuridad. La adicion de 100 pl de diluciéon de parada sin diluir (OSFA,
Siemens Healthcare Diagnostics) prepara las muestras para la lectura en un lector de microplacas adecuado a
450 nm de longitud de onda. Entonces se calculan las concentraciones de las muestras de prueba usando la curva
patrén con plasma humano estandar como referencia.

Ejemplo 9: Purificacion de complejos FVIII/VWF-FP covalentemente unidos

Se esterilizan por filtracion sobrenadantes de cultivo celular que contienen complejos de dimero FVII/VWF-FP
covalentemente unidos a través de un filtro de 0,2 ym y se concentran con una unidad UF de 30 kDa (Centramate™,
Pall) hasta 20x. Se esterilizan por filtracion sobrenadantes de cultivo celular que contienen complejos de multimero
FVIINVWEF-FP covalentemente unidos a través de un filtro de 0,2 ym y se concentran con un concentrador en linea
Cadence™ Single-Use (30 kDa de corte, Pall). Este material se aplica entonces a una columna Human Albumin
Capture Select (BAC) equilibrada con tampén de equilibrio (EB, Tris 20 mM a pH 7,0). La columna se lava con EB y
los complejos FVIII/VWF-FP se eluyen con MgCl, 2 M en EB. El pico de eluciéon se redne y se dializa contra tampoén
de equilibrio de la columna VIlISelect (GE Healthcare) que contenia HEPES 10 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 150 mM,
0,03 % de Tween 80 a pH 7, como se describe por McCue et al., 2009; J. Chrom. A, 1216(45): 7824-30 con
modificacion menor). Este material se aplica entonces a una columna VIlISelect previamente equilibrada (GE
Healthcare) y después de lavar con tampén de equilibrio (HEPES 10 mM, CaCl; 5 mM, NaCl 150 mM, 0,03 % de
Tween80 a pH 7), va seguido de tampdn de equilibrio con una alta concentracion de sales (NaCl 1 M) y luego otra
vez de tampdn de equilibrio. Los complejos FVIII/VWF-FP se eluyen con L-His 20 mM, CaCl, 5 mM, NaCl 150 mM,
60 % de etilenglicol, 0,03 % de Tween 80, pH 7. Este eluato se dializa contra CaCl, 1,7 mM, L-His 10 mM, NaCl
308 mM, sacarosa 8,76 mM, 0,01 % de Tween 80, pH 7. Finalmente, el material se congela en alicuotas.

Ejemplo 10: Analisis farmacocinético de complejos FVIII/VWF covalentemente unidos en ratas

Los complejos FVIII/VWF se administran por via intravenosa a ratas CD / Lewis anestesiadas (6 ratas por sustancia)
con una dosis de 100 Ul (VWF:Ag)/kg de peso corporal. Se extraen muestras de sangre a intervalos apropiados
empezando 5 minutos después de la aplicacion de las sustancias de prueba usando un esquema de muestreo
alterno, produciendo muestras de 3 animales / momento de tiempo (t=0, 5, 30, 90 min, 4 h, 1 d para el subconjunto
N.°1y 0,15 min, 1, 2, 8 h y 2 d para el subconjunto N.° 2). El esquema se disefia para minimizar los posibles
efectos del muestreo de sangre sobre la concentracion plasmatica que va a cuantificarse. La sangre se procesa para
plasma y se guarda congelada hasta el analisis. El contenido de antigeno de FVIIl y VWF se cuantifica
posteriormente por ensayos de ELISA especificos (véase anteriormente). Los valores medios de los grupos de
tratamiento se usan para calcular la recuperacion in vivo después de 5 min. Las semividas se calculan usando los
momentos de tiempo de la fase beta de eliminacion segun la formula t12 = In2 / k, mientras que k es la pendiente de
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la linea de regresion. El antigeno se usa normalmente como una medida en estudios farmacocinéticos en animales
normales con el fin de eliminar los antecedentes de la actividad de FVIII intrinseca en los animales de las
mediciones. Se espera que se correlacionen el antigeno y la actividad funcional.
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Val

Thr

Azp

Lys

Phe

535

Asn

Ser

Ala

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

Cys

440

val

Gln

Ala

Gly

Thr

520

Leu

Ala

Asp

Cys

Ser
345

Thr

Trp

Gln

Ile

Tle

425

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

505

Cys

Thzx

Trp

Pro

Ala
585

36

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

410

Val

Arg

Leu

Pro

val

490

Gly

Gly

Pro

Lys

Cys

570

val

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Tle

Ser

Lys

Leu

475

Arg

Arg

Leu

Ser

Leu

555

Ala

Leu

Cys

Ser

Ser

380

Phe

Tyr

Glu

val

His

460

Leu

Leu

Leu

Cys

Gly

540

His

Leu

Thr

Pro

Arg

365

Agn

Lys

Leu

Thr

Thr

445

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

Val

430

val

Ala

Gly

Tyr

Val

510

Asn

Ala

Asp

Pro

Pro
590

Val

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Arg

Gly

Asp

Gly

485

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

575

Thr

His

Asn

Cys

Asp

400

Arg

Cys

Leu

vVal

Leu

480

Glu

Leu

Asn

Pro

Gln

560

Met

Fhe



Glu

Arg

Ala

625

Ala

Val

Ser

Cys

Ala

705

Ile

His

Leu

Pro

Gly

785

Ser

His

Gly

Ala

Tyr

610

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Pro

690

Gln

Phe

Cys

Ser

Pro

770

Leu

Met

Glu

Lys

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leu

Pro

675

Pro

Cys

Ser

Thr

Ser

755

Met

Glu

Gly

Asn

Glu
835

His

val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

Gly

Pro

Asp

Met

740

Pro

val

Cys

Cys

Arg

820

Tyr

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Leu

Cys

His

725

Ser

Leu

Lys

Thr

val

805

Cys

Ala
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Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Tyr

Tyr

710

His

Gly

Ser

Leu

Lys

790

Ser

Val

Pro

Val

Cys

615

Ala

Arg

Thr

Cys

Met

695

Tyr

Thr

val

His

Val

775

Thr

Gly

Ala

Gly

Ser

600

Ser

Ala

Cys

Pro

Asn

680

Asp

Asp

Met

Pro

Arg

760

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu
840

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys

665

Glu

Glu

Gly

Cys

Gly

745

Ser

Pro

Gln

Leu

Glu

825

Thr

37

Leun

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ala

Arg

Glu

Tyr

730

Ser

Lys

Ala

Asn

Cys

810

Arg

val

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Gly

Ile

715

Cys

Leu

Asp

Tyr

795

Pro

Cys

Lys

Tyr

Glu

620

Aryg

Cys

Thr

Leu

Asp

700

Phe

Glu

Leu

Ser

Asn

780

Asp

Pro

Pro

Ile

Leu

605

Cys

Gly

Pro

Cys

Glu

€85

Cys

Gln

Asp

Pro

Leu

765

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly
845

Arg

Leu

Val

Lys

Arg

€70

Gly

val

Pro

Gly

Asp

750

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

830

Cys

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Pro

Glu

Phe

735

Ala

Cys

Ala

Cys

val

815

His

Asn

Cys

Gly

Val

640

Gln

Leu

Phe

Lys

Asp

720

Met

val

Arg

Glu

Met

800

Arg

Gln

Thr
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Cys Val Cys Arg Asp Arg Lys Trp Asn Cys Thr Asp His Val Cys Asp
850 B55 860

Ala Thr Cys Ser Thr Ile Gly Met Ala His Tyr Leu Thr Phe Asp Gly
865 870 875 880

Leu Lys Tyr Leu Phe Pro Gly Glu Cys Gln Tyr Val Leu Val Gln Asp
885 890 895

Tyr Cys Gly Ser Asn Pro Gly Thr Phe Arg Ile Leu Val Gly Asn Lys
800 905 910

Gly Cys Ser Hig Pro Ser Val Lys Cys Lys Lys Arg Val Thr Ile Leu
315 920 925

val Glu Gly Gly Glu Ile Glu Leu Phe Asp Gly Glu Val Asn Val Lys
930 935 940

Arg Pro Met Lys Asp Glu Thr His Phe Glu Val Val Glu Ser Gly Arg
945 950 955 960

Tyr Ile Ile Leu Leu Leu Gly Lys Ala Leu Ser Val Val Trp Asp Arg
965 970 975

His Leu Ser Ile Ser Val Val Leu Lys Gln Thr Tyr Gln Glu Lys Val
280 985 930

Cye 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 ARsp 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 Fhe
1055 1060 1065

Gln Asp Cys Asn Lys Leu Val Asp Pro Glu Pro Tyr Leu Asp Val
1070 1075 1080

Cys Ile Tyr Asp Thr Cys Ser Cys Glu Ser Ile Gly Asp Cys RAla
1085 1090 1095

Cys Phe Cys Asp Thr Ile Ala Ala Tyr Ala His Val Cys Ala Gln
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His

Ser

Trp

His

His

Thr

Arg

Pro

Cys

Asp

Glu

val

Glu

Ile

Gly

Glu

1100

Gly
1115

Cys
1130

Arg
1145

Pro
1160

Ala
1175

Cys
1190

Arg
1205

Glu
1220

Glu
1235

Ala
1250

Pro
1265

Phe
1280

Val
1295

Ser
1310

Ser
1325

Leu
1340

Lys

Glu

Tyr

Glu

His

val

Phe

His

Ala

Pro

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Arg

Val

Glu

Asn

Pro

Cys

Asp

Ala

Cys

Cys

Val

Len

Leu

Lys

Lys

Ala

Arg

ES 2657291 T3

val

Arg

Ser

Leu

Pro

Pro

Ser

Gln

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Trp

Tyxr

Tle

Thr

Asn

Cys

Ala

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

Pro

Asp

Gly

Phe

Val

Ile

Ala

1105

Trp
1120

Leu
1135

Ala
1150

Cys
1165

Gly
1180

Asp
1195

Lys
1210

Cys
1225

Pro
1240

Thr
1255

Phe
1270

Ser
1285

val
1300

Arg
1315

Gly
1330

Ser
1345

Arg

Arg

Pro

Pro

Lys

Cys

Lys

His

Gly

Thr

Tyr

Ser

Val

Val

Leu

Gln
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Thr

Glu

Ala

Vval

Ile

Pro

val

Cys

Gly

Leu

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

val

Ala

Asn

Cys

Gln

Leu

val

Thr

Aap

Leu

Tyr

Ser

Leu

Met

Val

Asp

Lys

Thr

Gly

Gln

Cys

Asp

Cys

Leu

val

Vval

val

Arg

Ser

Met

Val

Arg

Tyr

1110

Leu
1125

Tyr
1140

val
1155

val
1170

Glu
1185

Glu
1200

Asn
1215

val
1230

val
1245

Glu
1260

Leu
1275

Glu
1230

Glu
1305

Glu
1320

Lys
1335

Ala
1350

Cys

Glu

Thr

Glu

Leu

val

Pro

Asn

Pro

Asp

Leu

Ala

Arg

Tyr

Arg

Gly

Pro

Cys

Cys

Gly

Leu

Ala

Ser

Leu

Fro

Ile

Asp

Glu

Leu

His

Pro

Ser

Gln

Glu

Gln

Cys

Gln

Gly

Asp

Thr

Thr

Ser

Leu

Phe

Arg

Asp

Ser

Gln



Val

Phe

Leu

Arg

vVal

Glu

Asp

Asp

Ala

Gly

Glu

Glu

Ser

Glu

Arg

Gly

Ala
1355

Ser
1370

Met
1385

Tyr
1400

Gly
1415

Lys
1430

Glu
1445

Lau
1460

Gln
1475

Pro
1490

Gly
1505

Phe
1520

Ile
1535

Tyr
1550

val
1565

Leu
1580

Ser

Lys

Ala

val

Ile

Gln

Leu

Ala

val

Lys

Ser

Met

His

Pro

Arg

Ala

Thr

Ile

Ser

Gln

Gly

Ala

Glu

Pro

Thr

Arg

Asp

Glu

Val

Phe

Glu

Leu

Ser

AsSp

Gln

Gly

Pro

Pro

Gln

Glu

val

Asn

Lys

Glu

Thr

Ser

Ile

Arg
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Glu

Arg

Glu

Leu

His

Glu

Gln

Ala

Gly

Ser

Ile

Val

Val

Glu

Arg

Tyr

Val
1360

Pro
1375

Pro
13390

Lys
1405

Ala
1420

Asn
1435

Arg
1450

Pro
1465

Pro
1480

Met
1495

Gly
1510

Ile
1525

Leu
1540

Ala
1555

Tyr
1570

Leu
1585

Leu

Glu

Gln

Lys

Asn

Lys

Asp

Pro

Gly

val

Glu

Gln

Gln

Gln

Gln

Ser
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Lys

Ala

Arg

Lys

Leu

Ala

Glu

Pro

Leu

Leu

Ala

Arg

Tyr

Ser

Gly

Asp

Tyr

Ser

Met

Lys

Lys

Phe

Ile

Thr

Leu

Asp

Asp

Met

Ser

Lys

Gly

His

Thr

Arg

Ser

val

Gln

Val

val

Leu

Gly

val

Phe

Asp

Tyr

Gly

Asn

Ser

Leu
1365

Ile
1380

Arg
1395

Ile
1410

Ile
1425

Leu
1440

Ser
1455

Pro
1470

Val
1485

Ala
1500

Asn
1515

Val
1530

Met
1545

Asp
1560

Arg
1575

Fhe
1590

Phe

Ala

Asn

Val

Arg

Ser

Tyr

Pro

Ser

Phe

Arg

Gly

val

Ile

Thr

Leu

Gln

Leu

Phe

Ile

Leu

Ser

Leu

His

Thr

val

Ser

Gln

Thr

Leu

Asn

val

Ile

Leu

Val

Pro

Ile

Val

Cys

Met

Leu

Leu

Lys

Asp

Val

Gln

Thr

Ser



Gln

Gly

Gln

Leu

Phe

Cys

Pro

Ser

Ala

Gln

Pro

Asp

Leu

Arg

Ser

Arg

Gly
1595

Asn
1610

val
1625

Glu
1640

Glu
1655

Cys
1670

Asp
1685

Ser
1700

Lys
1715

val
1730

Trp
1745

val
1760

Gly
1775

Pro
1790

Val
1805

val
1820

Asp

Pro

Val

Arg

Thr

Ser

Cys

Ser

Ala

Ser

Asn

Met

Phe

Gly

Asp

Thr

Arg

Ala

Pro

Ile

Leu

Gly

Ser

Phe

Phe

val

Val

Gln

Ala

Ala

Ser

val

Glu

Ser

Ile

Gly

Pro

Glu

Gln

Pro

Ile

Leu

val

Arg

val

Ser

Val

Phe
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Gln

Asp

Gly

Trp

Arg

Gly

Pro

Ala

Ser

Gln

Pro

Glu

Arg

Lys

Asp

Pro

Ala
1600

Glu
1615

val
1630

Pro
1645

Glu
1660

Leu
1675

Leu
1690

Ser
1705

Lys
1729

Tyr
1735

Glu
1750

Gly
1765

Tyr
1780

Ala
1795

Ala
1810

Ile
1825

Pro

Ile

Gly

Asn

Ala

Gln

Asp

Tyr

Ala

Gly

Lys

Gly

Leu

val

Ala

Gly
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Asn

Lys

Pro

Ala

Pro

Ile

Val

Phe

Asn

Ser

Ala

Pro

Thr

val

Ala

Ile

Leu

Arg

Asn

Pro

Asp

Pro

Ile

Asp

Ile

Ile

His

Ser

Ser

Ile

Asp

Gly

Val

Leu

Ala

Ile

Leu

Thr

Leu

Glu

Gly

Thr

Leu

Gln

Glu

Leu

Ala

asp

Tyr
1605

Pro
1620

Asn
1635

Leu
1650

val
1665

Leu
1680

Leu
1695

Met
1710

Pro
1725

Thr
1740

Len
1755

Ile
1770

Met
1785

val
1800

Ala
1815

Arg
1830

Met

Gly

Val

Ile

Leu

Ser

Leu

Lys

Arg

Ile

Ser

Gly

His

Thr

Arg

Tyr

Val

Asp

Gln

Gln

Gln

Pro

Asp

Ser

Leu

Asp

Leu

Asp

Gly

Asp

Ser

Asp

Thr

Ile

Glu

Asp

Arg

Ala

Gly

Phe

Thr

Vval

Val

Ala

Ala

val

Asn

Ala



Ala

Val

Gly

Cys

Thr

Gln

Arg

Thr

Ser

Thr

Leu

Gln

Val

Val

Gly

Phe

Pro

Gln
1835

Lys
1850

Asn
1865

Met
1880

Leu
1895

Thr
1910

Fro
1925

Cys
1940

Thr
1955

Gly
1970

Glu
1985

Gly
2000

Glu
2015

Ser
2030

Ala
2045

Thr
2060

Lys

Leu

Leu

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Gly

Arg

Ser

Val

Cys

Leu

val

Ile

Phe

Thr

Arg

Gln

Phe

Glu

Asp

Leu

Cys

Cys

His

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

Thr

Phe
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Ile

Arg

Leu

Asp

Gln

Lys

Pro

Arg

Ile

Ser

Leu

Lys

Ser

Tyr

His

Pro

Ala

Leu

Ile

His

Gly

Cys

Ser

Asn

Trp

val

Tyr

His

Ser

Asp

val

Glu

Gln

Ser

Ala
1840

Glu
1855

Lys
1870

Asn
1885

His
1200

His
1915

Ser
1930

Thr
1845

Thr
1960

Val
1975

Asn
1390

Ile
2005

Met
2020

Gly
2035

val
2050

Asn
2065

Lys

Gly

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

Gln

Cys

Phe

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

Asn

Thr
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Pro

Leu

Cys

Lys

val

val

Ser

Pro

Asp

Phe

Ala

val

Val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Ala

Pra

Ser

Arg

Thr

Asn

Pra

Cys

Gly

Gln

Cys

Lys

Thr

Met

Asn

Phe

Gly

Gly

Thr

Gly

Pro

Cys

Cys

Val

Val

Gln

Asn

Ser

His

Val

Glu

His

Gln

Leu

Asp
1845

Met
1860

Fhe
1875

Gly
1890

Gln
1905

Asp
1920

Lys
1935

Cys
1950

Asn
1965

Lys
1980

Pro
1995

Ser
2010

Asn
2025

Val
2040

Leu
2055

Leu
2070

Cys

Ser

val

Val

Asp

Pro

Arg

val

Thr

Phe

Glu

Gly

Ala

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

Asn

Thr

Arg

Vval

Asp

Gly

Glu

Gly

Lys

Gln

Ala

Leu

Arg

val

His

Leu

Ile

vVal

Leun

Ile

Trp

Gly

Leu

Glu

Ser

Leu

Asp

Arg

Ser

Leu

Tyr

Ile

Ser

Cys



Asp

Thr

Pro

BPro

Glu

Gln

Ser

Arg

Tyr

vVal

Pro

Cys

Glu

Leu

Ala

Gln

2075

Glu
2090

Thr
2105

Gly
2120

Asp
2135

Cys
2150

Gln
2165

Tyr
2180

Thr
2195

Asn
2210

Ser
2225

Asp
2240

Thr
2255

Ala
2270

Ser
2285

Lys
2300

Asn
2315

Asn

Asp

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Pro

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

Ala

Gly

Trp

Thr

Ser

Lys

Ser

His

Asp

Cys

Cys

val

Cys

Val

Arg

Pro

Asp
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Ala

Llys

Cys

His

val

Cys

Leu

Phe

Glu

Gly

Met

Ile

Pro

lys

Thxr

Gln

Asn

Thr

Gln

Cys

Leun

His

Cys

Cys

His

Asp

Len

Gly

Asp

Val

Cys

Cys

2080

Asp
2095

Leu
2110

Pro
2125

Gln
2140

Ala
2155

Gln
2170

Arg
2185

Ala
2200

Gly
2215

His
2230

Glu
2245

Glu
2260

His
2275

Asn
2290

Gly
2305

Cys
2320

Phe

Vval

Ile

val

Pro

Glu

Thr

Met

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leu

Fro
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Met

Gln

Leu

Leu

Ala

Gln

Asn

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

Leu

Glu

Glu

Leu

Thr

val

Gly

Cys

Arg

Glu

Cys

val

Cys

Thr

Glu

Tyr

Aryg

Trp

Glu

Leu

Phe

Cys

val

Pro

His

Gly

val

Gln

Gln

Gln

Val

Glu

2085

Asp
2100

Thr
2115

Gln
2130

Pro
2145

Tyr
2160

Glu
2175

Cys
2190

Ero
2205

Cys
2220

Cys
2235

Pro
2250

His
2265

Ile
2280

Pro
2295

Ala
2310

Cys
2325

Gly

val

Cys

Leu

Ala

val

val

Ser

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cys

Arg

val

Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ile

Asp

Leu

Gly

Cys

Glu

Fhe

Thr

Pro

Leu

Cys

val

Arg

val

Ala

Cys

Ala

Tzp

Val

Asn

Pro

Ala

Leu

Cys

Thr

Arg

Asp



Fro

Leu

Thr

Ser

Cys

Ser

Gly

Arg

Asp

Arg

Ser

Cys

Asp

Pro

Glu

val

Val
2330

Gln
2345

Cys
2360

Cys
2375

Asp
2390

Cys
2405

Cys
2420

Ser
2435

val
2450

val
2465

Gly
2480

Leu
2455

Ser
2510

Glu
2525

val
2540

Pro
2555

Ser

Pro

Ala

Pro

Glu

Pro

Thr

Thr

Cys

Ala

Phe

Pro

Gln

Asn

Phe

val

Cys

Thr

Cys

Pro

Tyr

Leu

Thr

Tle

Thr

Gln

Thr

Ser

Ser

Pro

Ile

Cys

Asp

Leu

Arg

His

Glu

Gly

Thr

Tyr

Cys

Cys

Tyr

Ala

Ser

Cys

Gln

Pro
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Leu

Thr

Lys

Arg

Cys

Tyr

Thr

Pro

Thr

Ser

Val

Cys

Trp

Leu

Gln

Ser

Pro
2335

Asn
2350

Glu
2365

Leu
2380

Ala
2395

Leu
2410

Cys
2425

Val
2440

Asp
2455

Gln
2470

Len
2485

Glu
2500

Lys
2515

Ile
2530

Arg
2545

Gly
2560

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys

Ala

Leu

Gly

Met

Lys

His

val

Ser

Asn

Asn

Phe
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Val

Gly

Cys

Thr

Asn

Ser

Pro

Gln

Glu

Pro

Glu

Val

Val

Glu

Val

Gln

Pro

Glu

Lys

Leu

Cys

Thr

Asp

Phe

Asp

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Ser

Leu

His

Cys

Aryg

val

Ala

Lys

Trp

Ala

Glu

Glu

Gly

Ser

val

Cys

Ser

Cys
2340

Arg
2355

Vval
2370

Lys
2385

Asn
2400

Thr
2415

val
2430

Glu
2445

val
2460

Asp
2475

Cys
2490

Ser
2505

Gln
2520

Arg
2535

Pro
2550

Cys
2565

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Asn

Cys

Glu

Met

Ser

Cys

Pro

Trp

Val

Gln

Lys

Asn

Pro

Gln

Thr

Asp

val

Gly

Gly

Cys

Gly

Arg

Ala

Lys

Leu

Thr

Gly

Phe

Pro

Cys

val

Cys

His

Cys

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser



<210>3
<211>30
<212> ADN

Ala

Leu

Val

Gly

Leu

Cys

Met

His

Arg

Glu

Cys

Val

Tyr

Ile

Thr

val

Cys
2570

Asn
2585

Cys
2600

Phe
2615

Gly
2630

Leu
2645

Thr
2660

Phe
2675

val
2690

Gly
2705

Glu
2720

Lys
2735

Cys
2750

Asn
2765

Glu
2780

Tyr
2795

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Pro

Leu

Cys

Thr

Gly

Glu

Val

Gln

Asp

Pro

His

Bro

Thr

Thr

Leu

Lys

Thr

Lys

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

Gly

val

Met

Glu

Ser

val

Cys

Glu

Glu

Ala

Arg

val

Cys

Ile

Glu

Ser

Lys

Gln

Gln

val
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Cys

Ile

Arg

Cys

Glu

Cys

Asp

Asn

Pro

Met

Cys

Cys

Cys

Asp

Val

Leu

Arg

Arg
2575

Gly
2590

Cys
2605

Arg
2620

Asn
2635

Thr
2650

Glu
2665

Glu
2680

Pro
2695

Lys
27190

Asn
2725

Lys
2740

Ala
2755

Gln
2770

Ala
2785

Asn
2800

Lys
2810

Cys

Pro

Met

Lys

Asn

Ile

Thr

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

Ala

Cys

45

Glu

Gly

Vval

Thr

Thr

Gln

Leu

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Lys

Ser

His

Met

Ser

Lys

Gln

Thr

Gly

Leu

Gln

Glu

Glu

Gly

Thr

val

Ala

Cys

Cys

Glu

Lys

Met

Thr

Val

Cys

Glu

Arg

Asp

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

Cys

Glu
2580

val
2595

Gly
2610

Asn
2625

Cys
2640

Gly
2655

Gly
2670

Phe
2685

Lys
2700

Cys
2715

Arg
2730

Val
2745

Tyr
2760

Ser
2715

Asn
2790

Lys
2805

Ala

Met

Val

Pro

Cys

Gly

Cys

Trp

Cys

Cys

Leu

AsSp

Ser

Pro

Gly

Cys

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Gln

Asp

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

Ser

Met

Asp

Ser

Pro

Arg

Ile

Thr

Lys

Ala

Thr

Tyr

His

Asp

Arg

Val

Pro
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<400> 3
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<213> Secuencia artificial
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<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 5
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30

31

46



atgcaaatag
accagaagat
ggtgagetge
acctcagteg
gctaagecaa
gatacagtgg
ggtgtatcct
gagaaagaag
aaagagaatg
gtggacctgg
gggagtctgg
tttgatgaag
gctgeatetyg
ctgccaggtce
accactcetg

cgccaggegt

agctctccac
actacctggg
ctgtggacge
tgtacaaaaa
ggccacactyg
tcattacact
actggaaage
atgataaagt
gtccaatgge
taaaagactt
ccaaggaaaa
ggaaaagttg
ctegggactyg
tgattggatg
aagtgecacte

ccttggaaat

ES 2657291 T3

ctgettettt
tgcagtggaa
aagatttect
gactctgttt
gatgggtctg
taagaacatg
ttctgaggga
cttcccoctggt
ctctgaccca
gaattcaggc
gacacagacc
gcactcagaa
gcctaaaatg
ccacaggaaa
aatattecte

ctcgecaata

ctgtgeecttt
ctgtcatggg
cctagagtge
gtagaattca
ctaggtecta
gcttececate
gctgaatatg
ggaagccata
ctgtgecetta
ctcattggag
ttgcacaaat
acaaagaact
cacacagtca
tcagtctatt
gaaggtcaca

actttectta

47

tgcgattetg
actatatgca
caaaatettt
cggatcacct
ccaktcocagge
ctgtcagtct
atgatcagac
catatgtctg
cctactcata
ccctactagt
ttatactact
ccttgatgca
atggttatgt
ggcatgtgat
catttettgt

ctgctcaaac

ctttagtgecc
aagtgatctc
tcecattcaac
tttcaacate
tgaggtttat
tcatgctgtt
cagtcaaagyg
gcaggtcctyg
tettteteat
atgtagagaa
ttttgetgta
ggatagggat
aaacaggtcet
tggaatgggc
gaggaaccat

actcttgatg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

960



gaccttggac
gcttatgteca
gaagcggaag
gatgacaact
tgggtacatt
cccgatgaca
aagtacaaaa
attcagecatg
ttgattatat
gatgtceogte
ccaattctgc
actaaatcag
gatctagett
agaggaaacc
aaccgaagct
cagcttgagg
tttgatagtt
attggagcac
atggtctatg
atggaaaacc
atgaccgecct
agttatgaag
ttcteoccaga
ccagaaaatg
atacaaaatg
gggctatect
cctggagcaa
catcacagtg
aaactgggga
tcaaataatce
agttocttag

tttggcaaaa

agtttctact
aagtagacag
actatgatga
cteettectt
acattgetge
gaagttataa
aagtccgatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtattc
caggagaaat
atccteggtg
caggactcat
agataatgtc
ggtacctcac
atccagagtt
tgecagttgte
agactgactt
aagacacact
caggtctatg
tactgaaggt
atattteage
attcaagaca
acatagagaa
teotecteotag
tatctgatct
tagacagtaa
gggacatggt
caactgcagce
tgatttcaac
gaccoocoaag

agtcatctce
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gttttgtcat
ctgtccagag
tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggag
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacet
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
cctgaccege
tggeectete
agacaagagyg
agagaatata
ccaagcectee
agtttgtttg
cctttetgte
caccctatte
gattetgggy
ttctagttgt
atacttgetg
ccctageact
gactgaccct
tgatttgttyg
ccaagaagec
taacagecectg
atttacccct
aacagagttyg
aattcecatca
tatgcocagtt

ccttactgag

atctetteece
gaaccccaac
gattctgaaa
cgeteoagttg
gactgggact
ttgaacaatg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggtg
aaatggacag
tattactcta
ctecatetget
aatgtcatcc
caacgcttte
aacatcatge
catgaggtgg
ttettctetg
ccattctcag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
aggcaaaagc
tggtttgcac
atgetottge
aaatatgaga
tctgaaatga
gagtcaggcc
aagaaacttg
gacaatttgg
cattatgata

tctggtggac

48

accaacatga
tacgaatgaa
tggatgtggt
ccaagaagea
atgecteoctt
gcectcageg
cctttaagac
gggaagttgg
tctaccctcea
taaaacattt
tgactgtaga
gtttcgttaa
acaaagaate
tgttttetgt
tccecaatee
acagcatcaa
catactggta
gatatacctt
gagaaactgt
cagacttteg
ctggtgatta
atgeccattga
aatttaatge
acagaacacc
gacagagtee
ctttttctga
cacactteag
tccaattaag
atttcaaagt
cageaggtac
gtcaattaga

ctctgagett

tggcatggaa
aaataatgaa
caggtttgat
tectaaaact
agtectegee
gattggtagg
tcgtgaaget
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa
atttgatgag
agctggagtg
tggctatgtt
cattectaage
caaacacaaa
cttcatgtcg
gaacagaggce
ttacgaggac
accaagaagc
caccacaatt
tatgcctaaa
tactccacat
tgatccatca
gccacagete
attaaatgag
ttctagtaca
tgataataca
taccactcta

gagtgaagaa

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



aataatgatt
aaaaatgtat
gcotttgttga
aaaacttcea
attgagaata
gtgacacctt
aatcatatgt
gagggcccea
ttgccagaat
caaggccccea
aattteottgt
ggactcaaag
ttacatgaaa
gaaacattaa
aatttcatga
ggggeatatg
aagaaacaca
aatcaaacca
agccagcaga
ctagaagaaa
aaaaacatga
aaaggggcca
caagcaaata
atatatctga
agaaagaaag
aacctttctt
ctggggacaa
aaaccagact
cagaaggacc
gaagggagec
ggaaaagttc
ttggatectc

tcocaagaga

caaagttgtt
cgtcaacaga
ctaaagataa
ataattcage
gtccatcagt
tgattcatga
caaataaaac
ttccaccaga
cagcaaggtyg
gtccaaagca
ctgagaaaaa
agatggtttt
ataatacaca
tccaagagaa
agaacctttt
ctccagtact
cagctcattt
agcaaattgt
attttgtecac
cagaacttga
aacatttgac
ttactecagte
gatctccatt
ccagggtcct
attetggggt
tageccattct
gtgccacaaa
tgeccaaaac
tattcectac
ttettocaggy
cctttctgag
ttgettggga

agtcaccaga
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agaatcaggt
gagtggtagg
tgccttatte
aactaataga
ctggcaaaat
cagaatgcett
tacttcatca
tgcacaaaat
gatacaaagg
attagtatce
caaagtggta
tccaageage
caatcaagaa
tgtagttttg
cttactgagc
tcaagatttt
Cctcaaaaaaa
agagaaatat
gcaacgtagt
aaaaaggata
cccgagoacc
tcecttatea
acccattgca
attccaagac
ccaagaaage
aaccttggag
ttcagtcaca
atctggoaaa
ggaaactagc
aacagaggga
agtagcaaca
taaccactat

aaazacagcet

ttaatgaata
ttatttaaag
aaagttagca
aagactcaca
atattagaaa
atggacaaaa
aaaaacatgg
ccagatatgt
actcatggaa
ttaggaccag
gtaggaaagg
agaaacctat
aaaaaaattc
cctcagatac
actaggcaaa
aggtcattaa
ggggaggaag
gcatgcacca
aagagagctt
attgtggatg
ctcacacaga
gattgecetta
aaggtatcat
aactcttcte
agtcatttet
atgactggtg
tacaagaaag
gttgaattge
aatgggtctce
gegattaagt
gaaagctctg
ggtactcaga

tttaagaaaa

49

gccaagaaag
ggaaaagagc
tctetttgtt
ttgatggecce
gtgacactga
atgctacage
aaatggtcca
cgttctttaa
agaactctct
aaaaatctgt
gtgaatttac
ttcttactaa
aggaagaaat
atacagtgac
atgtagaagg
atgattcaac
aaaacttgga
caaggatatc
tgaaacaatt
acacctcaac
tagactacaa
cgaggagtca
catttccatc
atcttccage
tacaaggage
atcaaagaga
ttgagaacac
ttecaaaagt
ctggccatet
ggaatgaage
caaagactcc
taccazaaga

aggataccat

ttcatgggga
tcatggacct
aaagacaaac
atcattatta
gtttaaaaaa
tttgaggcta
acagaaaaaa
gatgctatte
gaactctggy
ggaaggtcag
aaaggacgta
cttggataat
agaaaagaag
tggcactaag
ttcatatgac
aaatagaaca
aggcttggga
tcctaataca
cagacteocca
ccagtggtcee
tgagaaggag
tagcatcect
tattagacct
agecatcttat
caaaaaaaat
ggttggctce
tgttcteeeg
tcacatttat
ggatctcgtg
aaacagacct
ctocaagecta
agagtggaaa

tttgtcacty

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860



aacgcttgtg
atagaagtca
gtcttgaaac
attgactatg
gaggatgaaa
gcagtggaga
gctcagagtg
tectttacte
tatataagag
ccctattect
cctagaaaaa
catatggcac
gacctggaaa
acactgaacc
atctttgatg
ccctgeaata
aatggctaca
tggtatctge
gtgttcactg
gtttttgaga
attggcgagc
cagacteococcoc
caatatggac
tggagcacca
cacggcateca
atcatcatgt
accttaatgg
cctccaatta
cttcgeatygyg
agtaaagcaa
acctggtetce

caggtgaata

aaagcaatca
cctgggcaaa
gccatcaacg
atgataccat
atcagagceoc
ggctctggga
gcagtgtcce
agcecttata
cagaagttga
tctattctag
actttgtcaa
ccactaaaga
aagatgtgca
ctgecteatgg
agaccaaaag
tccagatgga
taatggatac
tcagcatggg
tacgaaaaaa
cagtggaaat
atctacatgc
tgggaatgge
agtgggcccece
aggagccctt
agacccaggqg
atagtcttga
tottetttgg
ttgctcgata
agttgatggy
tatcagatge
cttcaaaage

atccaaaaga

ggagtaacta ctcagggagt
atctocagea gtcaagatgg
gtttttcagg gaaatcaaga
ctgacteget acctteogaat

gaggttctgg getgcegagge

ES 2657291 T3

tgcaatageca
gcaaggtagg
ggaaataact
atcagttgaa
cogeagettt
ttatgggatg
tcagttcaag
ccgtggagaa
agataatatc
ccttatttet
gcctaatgaa
tgagtttgac
ctcaggectg
gagacaagtg
ctggtacttc
agatcccact
actacetgge
cagcaatgaa
agaggagtat
gttaccatece
tgggatgagc
ttctggacac
aaagctggee
ttcttggatc
tgeceegtoag
tgggaagaag
caatgtggat
catccgtttyg
ctgtgattta
acagattact
teogacttecac
gtggctgcaa
aaaatctctg
ccatcagtygg
ctcecttecaca
toeacccecag

acaggaccte

gcaataaatg
actgaaaggc
cgtactactc
atgaagaagg
caaaagaaaa
agtagctcce
aaagttgttt
ctaaatgaac
atggtaactt
tatgaggaag
accaaaactt
tgcaaagcct
attggaccce
acagtacagg
actgaaaata
tttaaagaga
ttagtaatgg
aacatcecatt
aaaatggcac
aaagctggaa
acacttttte
attagagatt
agacttecatt
aaggtggatc
aagttcteca
tggcagactt
tecatetggga
cacccaactc
aatagttgca
gcetteateet
ctocaaggga
gtggacttce
cttaccageca

actctetttt

cctgtggtga actctetaga cccaccgtta

agttgggtge

tactga

50

agggacaaaa
tgtgcteteca
ttcagtcaga
aagattttga
cacgacacta
cacatgttct
tccaggaatt
atttgggact
tcagaaatca
atcagaggca
acttttggaa
gggcttattt
ttetggtetg
aatttgetet
tggaaagaaa
attatcgett
ctcaggateca
ctattcattt
tgtacaatct
tttggegggt
tggtgtacag
ttcagattac
attceggate
tgttggcace
gcctetacat
atcgaggaaa
taaaacacaa
attatagcat
gecatgecatt
actttaccaa
ggagtaatge

agaagacaat

tgtatgtgaa ggagttcctce

ttcagaatgyg caaagtaaag

accagattge ccetgaggatg

taagecccgaa
aaacccacca
tcaagaggaa
catttatgat
ttttattget
aagaaacagg
tactgatggc
cetggggeca
ggcctctegt
aggagcagaa
agtgcaacat
ctctgatgtt
cecacactaac
gtttttcacc
ctgeaggget
ccatgcaatc
aaggattcga
cagtggacat
ctatccaggt
ggaatgecctt
caataagtgt
agettecagga
aatcaatgce
aatgattatt
ctctcagttt
ttccactgga
tatttttaac
tcgcagcact
gggaatggag
tatgtttgee
ctggagacct

gaaagtcaca

4520
4580
5040
5100
5160
5220
5280
5340
5400
5460
5520
5580
5640
5700
5760
5820
5880
5840
6000
6060
6120
6180
6240
6300
6360
6420
6480
€540
6600
6660
6720
€780
6840
6900
6960
7020

7056



<210> 6
<211> 2332
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 6

Ala

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

Thr

Gln

Val

Leu

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

130

Pro

Val

val

Arg

Ser

Pro

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Arg

Asp

20

Lys

Val

Trp

Val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg
180

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

Vval

85

Val

Gln

Ser

Ser

Val

165

Glu
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Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Glu

Frc

Thr

55

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

135

Froc

Asp

Ser

Gly

Leu

Phe

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

Ala
185

51

val

10

val

Thr

Leu

Pro

Asgn

20

Trp

Glu

Trp

Leun

Ser

170

Lys

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

15

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Leu

Ala

val

Asn

&0

Ile

Ala

Ala

Glu

Val

140

Tyr

Leu

Lys

Ser

Arg

Val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln
190

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Tyr

Pro

Lys

Pro

Val

val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu



His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Phe

185

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr
435

Ile

Thr

Tzp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

ES 2657291 T3

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

Cys

310

val

Glu

Val

Val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu
440

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

52

Phe

Gln

Vval

Arg

250

val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

Val

Ile

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Gly

205

Asp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu
445

Lys

Ala

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Ser

aAla

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

Val

Gly

415

Tyr

Gly

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile



Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

543

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala

€10

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

€90

Leu

Pro

Asn

val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Leu

Gln

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

val

Leu

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser
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Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

val

Astnl

Ser

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

vVal

Phe

Ser

695

Cys

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

val

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

val

Ile

Asp

Trp

585

val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

53

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

650

Asp

Met

Arg

Asn

Asp

Tle

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

AsTl

Thr

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Leu

Pro

Lys

Phe

Rsp

525

Arg

Glu

val

Glu

Asp

6053

Val

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Leu

His

Gly

Llys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Arg

Leu

val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Ile

Tle

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyzr

Pro

Trp

Ala

Glu



705

Asp

Ile

Gln

Thr

val

785

His

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

945

Gly

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Ser

Thr

Asp

Thr

930

Lys

Lys

Iyr

Pro

Gln

755

Pro

Ser

Leu

Asp

Thr

835

Pro

Ala

Asn

asp

Ser

915

Glu

Leu

Asn

Glu

Arg

740

Phe

Trp

Ser

Ser

Pro

820

His

Glu

Ala

Asn

Asn

5300

Gln

Ser

Leu

val

Asp

725

Ser

Asn

Phe

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Gly

Glu

Ser
365
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710

Ile

Fhe

Ala

Ala

Leu

790

Ser

Pro

Arg

Gly

Glu

B70

Ile

Ser

Asp

Gly

Ser

850

Ser

Ser

Ser

Thr

His

775

Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

855

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro

935

Gly

Thr

Ala Tyr

Gln Asn
745

Thr Ile
760

Arg Thr

Met Leu

Leu Gln

Ala Ile

825

Gln Leu

840

Gln Leu

Lys Lys

Thr Ile

Leu Gly

305

Thr Leu

920

Leu Ser

Leu Met

Glu Ser

54

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

810

Asp

His

Arg

Leu

Pra

830

Pro

Phe

Leu

Asn

Gly
970

715

Leu

Arg

Glu

Met

Arg

795

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Pro

Gly

Ser

Ser

955

Arg

Ser

His

Asn

Pro

780

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

B60

Phe

Asp

Ser

Lys

Glu

240

Gln

Leu

Lys

Arg

Asp

765

Lys

Ser

Tyr

Asn

Gly

845

Glu

Lys

Asn

Met

Lys

925

Glu

Glu

Phe

Asn

Ser

750

Ile

Ile

Pro

Glu

Ser

830

Asp

Lys

val

Leu

Pro

910

Ser

Asn

Ser

Lys

Asn

735

Thr

Glu

Gln

Thr

Thr

815

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

895

val

Ser

Asn

Ser

Gly
975

720

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

800

Fhe

Ser

Val

Gly

Ser

8380

Ala

His

Pro

Asp

Trp

960

Lys
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Arg Ala His Gly Pro Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala Leu Phe Lys
980 985 990

Val Ser Ile Ser Leu Leu Lys Thr &Asn Lys Thr Ser Asn Asn Ser Ala
995 1000 1005

Thr Asn Arg Lys Thr His Ile Asp Gly Pro Ser Leu Leu Ile Glu
1010 1015 1020

Asn Ser Pro Ser Val Trp Gln Asn Ile Leu Glu Ser Asp Thr Glu
1025 1030 1035

Phe Lys ILys Val Thr Pro Leu Ile His Asp Arg Met Leu Met Asp
1040 1045 1050

Lys Asn Ala Thr Ala Leu Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr
1055 1060 1065

Thr Ser Ser Lys Asn Met Glu Met Val Gln Gln Lys Lys Glu Gly
1070 1075 1080

Pro Ile Pro Pro Asp Ala Gln Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys
1085 1090 1095

Met lLeu Phe Leu Pro Glu Ser Ala Arg Trp Ile Gln Arg Thr His
1100 1105 1110

Gly 1Lys Asn Ser Leu Asn Ser Gly Gln Gly Pro Ser Pro Lys Gln
1115 1120 1125

Leu Val Ser Leu Gly Pro Glu Lys Ser Val Glu Gly Gln Asn Phe
1130 1135 1140

Leu Ser Glu Lys Asn Lys Val Val Val Gly Lys Gly Glu Phe Thr
1145 1150 1155

Lys Asp Val Gly Leu Lys Glu Met Val Phe Pro Ser Ser Arg Asn
1160 1165 1170

Leu Phe Leu Thr Asn Leu Asp Asn Leu His Glu Asn Asn Thr His
1175 1180 1185

Asn Gln Glu Lys Lys Ile Gln Glu Glu Ile Glu Lys Lys Glu Thr
1190 1195 1200

Leu Ile Gln Glu Asn Val Val Leu Pro Gln Ile His Thr val Thr
1205 1210 1215

55



Gly

Gln

Gln

His

Gly

Thr

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

Ile

Ser

Gln

Ser

Thr
1220

Asn
1235

Asp
1250

Thr
1265

Leu
1280

Thr
1295

Arg
1310

Thr
1325

Trp
1340

Ile
1355

Leu
1370

Arg
1385

Arg
1400

His
1415

Glu
1430

Leu
1445

Lys

val

Phe

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

Asn

Glu

Arg

His

Asn

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Pro

Ser

Ile

Phe

Gly

Ser

Phe

Gln

Ser

Arg

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr

Ala

His

Leu
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Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Pro

Ala

Lys

Met

Glu

Leu

Pro

Leu

Ala

Phe

Thr

Lys
1225

Tyr
1240

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1390

Thr
1405

Ser
1420

Leu
1435

Leu
1450

Asn

Asp

Asp

Lys

Gln

Thr

Lys

Ile

His

Glu

Arg

Ala

Tyr

Gln

Glu

56

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Ile

Len

Llys

Ser

Lys

val

Arg

Gly

Met

Phe

Ala

Thr

Glu

val

Gln

Phe

val

Thr

Gly

His

val

Leu

Lys

Ala

Thr

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

Gly

Leu
1230

Ala
1245

Arg
1260

Glu
1275

Lys
1290

Asn
1305

Leu
1320

Asp
1335

Ser
1350

Ile
1365

Ile
1380

Ser
1395

Gln
1410

Asp
1425

Lys
1440

Asgp
1455

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Ser

Asn

Gln

Thr

val

Lys

Leu

Ala

val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

Gly

Asn

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

val

Leu

Glu



Val

Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

val

Pro

Glu

Lys

Ala

val

Asn

Thr

Ser

Glu

Phe

Gly
1460

Val
1475

Gly
1490

Leu
1505

Leu
1520

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1535

Ile
1610

Thr
1625

Pro
1640

Leu
1655

val
1670

Asn
1685

Ile

Ser

Glu

Lys

Phe

val

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Gln

Glu

Gln

Ala

Leu

Asn

Val

Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Val

Ser

Met

Ser

Ala

ES 2657291 T3

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Ile

Lys

Leu

Asp

Lys

Pro

Val

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

Gln

Llys

Gln

Lys

Arg

Glu

Ser
1465

Leu
1480

Leu
1495

Thxr
1510

Leu
1525

Arg
1540

Ala
1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615

Gly
1630

Arg
1645

Glu
1660

Glu
1675

Ser
1690

Arg

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

His

Glu

Asp

Phe

Leu

57

Thr

Lys

Lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

Gln

Thr

Gln

Ile

Phe

Gln

Trp

Asn

Pra

Val

Gly

Gly

Lys

Pra

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp

Asp

Lys

Asp

Ser

Asp

His

Ser

Thr

val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Val
1470

Leu
1485

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1590

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Asp
1665

Tyr
1680

Thr
1695

Gly

Thr

Pro

Tyr

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

asp

Asp

Arg

Met

Tyr

Lys

Gln

His

Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Thr

Glu

His

Ser

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile

Arg

Asp

Glu

Lys

His

Glu

Gln

Thr

Ile

Asp

Tyr

Ser



Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

val

Ala

Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

1700

Pro
1715

Phe
1730

Gln
1745

Gly
1760

Phe
1775

Ile
1790

Asn
1805

Gln
1820

Trp
1835

Gly
1850

Pro
1865

Phe
1880

Met
1895

Pro
1910

Ile
1925

Tle
1940

His

Lys

Pro

Pro

Arg

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Phe

Asp

Trp
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Leu

val

Tyr

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Asn

lys

Thxr

Tyr

Arg

val

Arg

Arg

ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

1705

Asn
1720

Phe
1735

Gly
1750

Ala
1765

Ser
1780

Asp
1795

Asn
1810

Pro
1825

Asp
1840

Leu
1855

Gln
1870

Glu
1885

Arg
1900

Asn
1915

Pro
1930

Leu
1945

Arg

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln

Glu

Thr

val

Leu

val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

58

Ala

Glu

Leu

Vval

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

Gln

Phe

Asn

Glu

Tyr

Gln

Lys

Aap

Leu

Cys

val

Ser

Cys

Phe

Val

Gly

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

1710

Gly
1725

Asp
1740

His
1755

Asn
1770

Fhe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr
1830

Ile
1905

Ala
1920

Ala
1935

Asn
1850

Ser

Gly

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

vVal

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Pro

Phe

Leu

Vval

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly

Gln

Tle



His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Tle

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser
1955

Glu
1970

Thr
1985

Cys
2000

Leal
2015

Gly
2030

Gln
2045

Asn
2060

Leu
2075

Arg
2090

Tyr
2105

Thr
2120

Ile
2135

Arg
2150

Glu
2165

Met
2180

Ile

Tyr

Vval

Leu

val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Tle

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Gly

Lys
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Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Gly
1960

Leu
1975

Pro
1990

His
2005

Lys
2020

Phe
2035

Leu
2050

Lys
2065

Ile
2080

Ser
2095

Lys
21190

Val
2125

Phe
2140

His
21585

Asp
2170

Ile
2185

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

59

Val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Val
1965

Pro
1980

Ile
1995

Met
2010

Leu
2025

Ser
2040

Tyr
2055

Trp
2070

Lys
2085

Gln
2100

Tyr
2115

Val
2130

Ile
2145

Ser
2160

Ser
2175

Ile
2190

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Phe

val

Leu

Ala

Tyr

Ser

Val

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyxr

Arg

Leu

Ser



10

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

val

Gln

<210>7
<211> 585
<212> PRT

Tyr Phe

2195

Leu His

2210

Asn Pro

2225

val Thr

2240

Met Tyr

2255

Gln Trp

2270

Gly Asn

2285

Pro Leu

2300

His Gln

2315

Asp Leu

2330

<213> Homo sapiens

<400> 7

Asp

Glu

Gln

Phe

Ser

Ala Hisg

Asn Phe

Cys Pro
35

Ala Lys
50

Leu His

Lys

Lys

20

Phe

Thr

Thr
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Tyr

Ser Glu

5

Ala Leu

Glu Asp

Cys Vval

Leu Phe

Thr Asn Met Phe

2200

lLeu Gln Gly Arg

2215

Lys Glu Trp Leu

2230

Gly vVal Thr Thr

2245

Val Lys Glu Phe

2260

Thr Leu Phe Phe

2275

Gln Asp Ser Phe

2290

Leu Thr Arg Tyr

2305

Ile Ala Leu Arg

2320

Val Ala Hig

Val Leu Ile
25

His Val Lys
40

Ala Asp Glu

55

Gly Asp Lys

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

60

Thr

Asn

Val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Ala

Leu

Ser

Leu

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Gly

Val

Ile

val

Arg Phe
10

Phe

Vval

Ala

Cys

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Val

Hisg

Leu

Pro
2205

Arg
2220

Gln
2235

Ser
2250

Ser
2265

Val
2280

Asn
2295

Pro
2310

Gly
2325

Lys Asp

Ala Gln

Asn Glu

45

Glu Asn
60

Thr Val

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Leu

Tyr

30

val

Cys

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

Gly

15

Len

Thr

Asp

Thr

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

Glu

Gln

Glu

Lys

Leu



€5

Aryg

Glu

Pro

Asp

Arg

145

Tyr

Cys

Ser

Arg

Lys

225

val

Arg

Ser

Cys

Leu

305

Glu

Glu

Arg

Arg

Asn

130

His

Lys

Leu

Ala

Ala

210

Ala

His

Ala

Lys

Ile

290

Ala

Ala

Thr

Asn

Leu

115

Glu

Pro

Ala

Leu

Lys

195

Phe

Glu

Thr

asp

Leu

275

Ala

Ala

Lys

Tyr

Glu

100

val

Glu

Tyr

Ala

Pro

180

Gln

Lys

Phe

Glu

Leu

260

Lys

Glu

Asp

Asp

Gly

Cys

Arg

Thr

Phe

Phe

165

Lys

Arg

Ala

Ala

Cys

245

Ala

Glu

Val

Phe

val
325
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70

Glu

Fhe

Pro

Phe

Tyr

150

Thr

Leu

Leu

Trp

Glu

230

Cys

Lvys

Cys

Glu

Val

310

Phe

Met

Leu

Glu

Leu

135

Ala

Glu

Asp

Lys

Ala

215

val

His

Tyr

Cys

Asn

285

Glu

Leu

Ala Asp

Gln His
105

val Asp
120

Lys Lys

Pro Glu

Cys Cys

Glu Leu

185

Cys Ala

200

Val Ala

Ser Lys

Gly Asp

Ile Cys

265

Glu Lys

280

Asp Glu

Ser Lys

Gly Met

61

Cys

90

Lys

val

Tyr

Leu

Gln

170

Arg

Ser

Arg

Leu

Leu

250

Glu

Pro

Met

Asp

Phe
330

75

Cys

Asp

Met

Leu

Leu

1585

Ala

Asp

Leu

Leu

val

235

Leu

Asn

Leu

Pro

vVal

315

Leu

Ala

Asp

Cys

Tyr

140

Phe

Ala

Glu

Gln

Ser

220

Thr

Glu

Gln

Leu

Ala

300

Cys

Tyr

Lys

Asn

Thr

125

Glu

Phe

Asp

Gly

Lys

205

Gln

Cys

Asp

Glu

285

Asp

Lys

Glu

Gln

Pro

110

Ala

Ile

Ala

Lys

Lys

130

Phe

Arg

Leu

Ala

Ser

270

Lys

Leu

Asn

Tyr

Glu

Asn

Fhe

Ala

Lys

Ala

175

Ala

Gly

Fhe

Thr

Asp

255

Ile

Ser

Pro

Tyr

Ala
335

80

Pro

Leu

His

Arg

Arg

160

Ala

Ser

Glu

Pro

Lys

240

Asp

Ser

His

Ser

Ala

320

Arg



Arg

Tyr

Cys

Gln

385

Tyr

Gln

Val

Ala

Glu

465

Leu

Tyr

Ile

Leu

Lys

545

Ala

Ala

<210> 8
<211>35
<212> ADN

His

Glu

Tyr

370

Asn

Lys

Val

Gly

Glu

450

Lys

val

Val

Cys

Val

530

Ala

Asp

Ala

Bro

Thr

355

Ala

Leu

Phe

Ser

Ser

435

Agp

Thr

Asn

Pro

Thr

515

Glu

val

Asp

Ser

<213> Secuencia artificial

Asp

340

Thr

Lys

Ile

Gln

Thr

420

Lys

Tyr

Pro

Arg

Lys

500

Leu

Leu

Met

Lys

Gln
580

Tyr

Leu

Val

Lys

Asn

405

Pro

Cys

Leu

Val

Arg

485

Glu

Ser

Val

Asp

Glu

565

Ala

ES 2657291 T3

Ser

Glu

Phe

Gln

390

Ala

Thr

Cys

Ser

Ser

470

Pro

Phe

Glu

Lys

Asp

550

Thr

Ala

Val

Lys

Asp

375

Asn

Leu

Leu

Lys

Val

455

Asp

Cys

Asn

Lys

His

535

Phe

Cys

Leu

Val

Cys

360

Glu

Cys

Leu

Val

His

440

Val

Arg

Phe

Ala

Glu

520

Lys

Ala

Phe

Gly

Len

345

Cys

Phe

Glu

Val

Glu

425

Pro

Leu

val

Ser

Glu

505

Arg

Pro

Ala

Ala

Leu
585

62

Leu

Ala

Lys

Leu

Arg

410

Val

Glu

Asn

Thr

Ala

490

Thr

Gln

Lys

Phe

Glu
570

Leu

Ala

Pro

Phe

395

Tyr

Ser

Ala

Gln

Lys

475

Leu

Phe

Ile

Ala

Val

555

Glu

Arg

Ala

Leu

380

Glu

Thr

Arg

Lys

Leu

460

Cys

Glu

Thr

Lys

Thr

540

Glu

Gly

Leu

Asp

365

val

Gln

Lys

Aan

Arg

445

Cys

Cys

val

Phe

Lys

525

Lys

Lys

Lys

Ala

350

Pro

Glu

Leu

Lys

Leu

430

Met

Val

Thr

Asp

His

510

Gln

Glu

Cys

Lys

lys

His

Glu

Gly

val

415

Gly

Pro

Leu

Glu

Glu

485

Ala

Thr

Gln

Cys

Leu
575

Thr

Glu

Pro

Glu

400

Pro

Lys

Cys

His

Ser

480

Thr

Asp

Ala

Leu

Lys

560

Val
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<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 8

cccgctgaca acctgtgcgce tgaagggctc gagtg

<210> 9
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 9

cactcgagcc cttcagcgca caggttgtca gcggg

<210> 10
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 10

caacctgcgg gctgaatgcec tcgagtgtac caaaacg

<210> 11
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 11

35

35

37

63
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cgttttggta cactcgaggc attcagcccg caggttg

<210> 12
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 12

gggctgaagg gctctgetgt accaaaacgt gccag

<210> 13
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 13

ctggcacgtt ttggtacagc agagcccttc agccc

<210> 14
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 14

gggctcgagt gttgcaaaac gtgccagaac tatgac

<210> 15
<211> 36

37

35

35

36

64



10

15

20

25

30

35

ES 2657291 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 15

gtcatagttc tggcacgttt tgcaacactc gagccc 36

<210> 16
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 16

gggctcgagt gtaccaaatg ctgccagaac tatgacctg 39

<210> 17
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 17

caggtcatag ttctggcagc atttggtaca ctcgagccc 39

<210> 18
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
65
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<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 18

gagtgtacca aaacgtgctg caactatgac ctggagtgc

<210> 19
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 19

gcactccagg tcatagttgc agcacgtttt ggtacactc

<210> 20
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 20

gtaccaaaac gtgccagtgc tatgacctgg agtgcatgag c

<210> 21
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 21

gctcatgcac tccaggtcat agcactggca cgttttggta c

39

39

41

41
66
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<210> 22
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 22

gtaccaaaac gtgccagaac tgtgacctgg agtgcatgag c

<210> 23
<211> 41
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 23

gctcatgcac tccaggtcac agttctggca cgttttggta ¢

<210> 24
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 24

ctatgacctg gagtgctgca gcatgggctg tgtctc 36

<210> 25
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

41

67

41
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<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 25

gagacacagc ccatgctgca gcactccagg tcatag

<210> 26
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 26

ccccgggcat ggtctgecat gagaacagat gtgtg

<210> 27
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 27

cacacatctg ttctcatggc agaccatgcc cgggg

<210> 28
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 28

36

35

35

68
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gggcatggtc cggtgtgaga acagatgtgt ggcc

<210> 29
<211> 34
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 29

ggccacacat ctgttctcac accggaccat gccc

<210> 30
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 30

tggccctgga aaggtgttgce tgcttccatc aggge

<210> 31
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 31

gccctgatgg aagcagcaac acctttccag ggeca

<210> 32
<211> 33

34

34

35

35

69
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 32

gaaaggtgtc cctgctgcca tcagggcaag gag 33

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 33

ctecttgecce tgatggcage agggacacct ttc 33

<210> 34
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 34

cttccatcag ggcaagtgct atgcccctgg agaaac 36

<210> 35
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
70
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<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 35

gtttctccag gggcatagca cttgccctga tggaag

<210> 36
<211> 37
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 36

gggcaaggag tatgcctgtg gagaaacagt gaagatt

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

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 37

aatcttcact gtttctccac aggcatactc cttgecce

<210> 38
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 38

cacttgtgtc tgtcggtgcc ggaagtggaa ctgcac

36

37

36

37

71
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<210> 39
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 39

gtgcagttcc acttccggca ccgacagaca caagtg

<210> 40
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 40

cttgtgtctg tcgggactge aagtggaact gcacag

<210> 41
<211> 36
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 41

ctgtgcagtt ccacttgcag tcccgacaga cacaag

<210> 42
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

36

36

36

72
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<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 42

ctgtcgggac cggtgctgga actgcacaga ccatg

<210> 43
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 43

catggtctgt gcagttccag caccggtccc gacag

<210> 44
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 44

ctgtcgggac cggaagtgca actgcacaga ccatg

<210> 45
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 45

35

35

35

73
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catggtctgt gcagttgcac ttccggtcce gacag

<210> 46
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 46

ccactacctc accttctgcg ggctcaaata cctgttcc

<210> 47
<211> 38
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 47

ggaacaggta tttgagcccg cagaaggtga ggtagtgg

<210> 48
<211> 39
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 48

cctcagtgaa atgcaagaaa tgcgtcacca tectggtgg

<210> 49
<211> 39

38

38

39

74
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 49

ccaccaggat ggtgacgcat ttcttgcatt tcactgagg 39

<210> 50
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 50

ctgccataac aacatcatga agtgcacgat ggtggattcc tcctg 45

<210> 51
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 51

caggaggaat ccaccatcgt gcacttcatg atgttgttat ggcag 45

<210> 52
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
75
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<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 52

caacaagctg gtggacccct gcccatatct ggatgtctge 40

<210> 53
<211> 40
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 53

gcagacatcc agatatgggc aggggtccac cagcttgttg 40

<210> 54
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 54

gccagggacc ctttgtagcec tatcctgtcg gecce 35

<210> 55
<211>35
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 55

ggggccgaca ggataggcta caaagggtcc ctgge 35
76
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<210> 56
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 56

gtggctagca tggaaataga gctctccac 29

<210> 57
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 57

cacgcggccg ctcagtagag gtcctgtgec 30

<210> 58
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 58

ctactcttca gtcatgtcaa gaggaaattg actatgatga tacc

<210> 59
<211> 44
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

77
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<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 59

ggtatcatca tagtcaattt cctcttgaca tgactgaaga gtag

<210> 60
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 60

cagtcagatc aagaggaaat ttgctatgat gataccatat cagttg

<210> 61
<211> 46
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 61

caactgatat ggtatcatca tagcaaattt cctcttgatc tgactg

<210> 62
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 62

44

46

46

78
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gatcaagagg aaattgactg tgatgatacc atatcagttg aaatg

<210> 63
<211> 45
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 63

catttcaact gatatggtat catcacagtc aatttcctct tgatc

<210> 64
<211> 52
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 64

45

45

gatcaagagg aaattgacta ttgtgatacc atatcagttg aaatgaagaa gg

<210> 65
<211> 52
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 65

ccttcttcat ttcaactgat atggtatcac aatagtcaat ttcctcttga tc

<210> 66
<211> 52

79

52

52



10

15

20

25

30

35

ES 2657291 T3

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 66

gatcaagagg aaattgacta tgattgtacc atatcagttg aaatgaagaa gg

<210> 67
<211> 52
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 67

ccttcttcat ttcaactgat atggtacaat catagtcaat ttcctcttga tc 52

<210> 68
<211> 56
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 68

tgactatgat gataccatat cagtttgcat gaagaaggaa gattttgaca tttatg

<210> 69
<211> 56
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
80

52

56
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<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 69

cataaatgtc aaaatcttcc ttcttcatgc aaactgatat ggtatcatca tagtca

<210> 70
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 70

gatgatacca tatcagttga aatgaagaag tgcgattttg acatttatga tgagg

<210> 71
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 71

cctcatcata aatgtcaaaa tcgcacttct tcatttcaac tgatatggta tcatc

<210> 72
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 72

gataccatat cagttgaaat gaagaaggaa tgttttgaca tttatgatga ggatg
81
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<210> 73
<211>55
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 73

catcctcatc ataaatgtca aaacattcct tcttcatttc aactgatatg gtatc

<210> 74
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 74

gaaatgaaga aggaagattt ttgcatttat gatgaggatg aaaatcagag ccc

<210> 75
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 75

gggctctgat tttcatcctc atcataaatg caaaaatctt ccttcttcat ttc

<210> 76
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial
82
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<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 76

gaaatgaaga aggaagattt tgactgttat gatgaggatg aaaatcagag ccc

<210> 77
<211> 53
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 77

gggctctgat tttcatcctc atcataacag tcaaaatctt ccttcttcat ttc

<210> 78
<211> 47
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 78

gaagaaggaa gattttgaca tttgcgatga ggatgaaaat cagagcc

<210> 79
<211> 47
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 79
83
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ggctctgatt ttcatcctca tcgcaaatgt caaaatcttc cttcttc 47

<210> 80
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido para mutagénesis

<400> 80

ggaagatttt gacatttatg attgcgatga aaatcagagc ccccgcag 48

<210> 81
<211> 48
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucleétido para mutagénesis

<400> 81

ctgcgggggc tetgattttc atcgcaatca taaatgtcaa aatcttcc 48

<210> 82
<211> 31
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 82

gtggctagcg catggaaata gagctctcca ¢ 31

<210> 83

<211> 40
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 83

cacgcggccg cgttaccggt gtagaggtcc tgtgcctcge

<210> 84
<211> 30
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 84

gtgaccggta actccacagt gagctgtcce 30

<210> 85
<211> 33
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador de PCR

<400> 85

acagcggccg ctatcacttg ctgcacttce tgg 33

<210> 86
<211> 29
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

40
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<223> Cebador de PCR

<400> 86

gtgaccggtt gcaacgacat cactgccag 29

<210> 87
<211>75
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNCc (sitio de escision por trombina)

<400> 87

accggtgatg acaactctcc ttcoctttatc caaattcgct cagttgccaa gaagcatcct

aaaacttgga ccggt

<210> 88
<211> 93
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Secuencia de ADNCc (sitio de escision por trombina)

<400> 88

accggtgatg aggatgaaaa tcagagcccc cgcagctttc aaaagaaaac acgacactat

tttattgctg cagtggagag gctctggacc ggt

86

60

75

60
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REIVINDICACIONES

1. Un complejo covalente de factor de von Willebrand (VWF) o variantes del mismo y variantes del factor VIlI, que
comprende un resto que prolonga la semivida, a condicién de que dichas variantes del factor VIl retengan al menos
el 10 % de la actividad biolégica de FVIII no mutado,

en el que el factor VIl se modifica de manera que forme un puente disulfuro con VWF, por lo que el factor VI
se modifica por sustitucidon de un aminoacido que existe de forma natural con un resto de cisteina o la inserciéon
de un resto de cisteina que forma un puente disulfuro con un resto de cisteina en el factor de von Willebrand.

2. El complejo de la reivindicacion 1, en el que el aminoacido que existe de forma natural que esta sustituido en el
factor VIl esta seleccionado de un aminoacido en el dominio a3.

3. El complejo de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 2, en el que el aminoacido que existe de forma natural es un
resto acido, o un resto implicado en un fenotipo hemofilo, o un resto de Tyr sulfatado en el dominio a3 del factor VIII.

4. El complejo de la reivindicacion 1, en el que el aminoacido que existe de forma natural que esta sustituido en el
factor VIII esta en el dominio de extremo C.

5. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el factor de von Willebrand se modifica por
sustitucién de un aminoacido que existe de forma natural con un resto de cisteina o la inserciéon de un resto de
cisteina que forma un puente disulfuro con un resto de cisteina introducido en el factor VIII.

6. El complejo de la reivindicacion 5, en el que el aminoacido que existe de forma natural en el factor de von
Willebrand es un aminoacido en la region D' o D3.

7. El complejo de la reivindicacion 6, en el que el aminoacido que existe de forma natural en el factor de von
Willebrand es un resto basico en la region D' o D3 o un resto altamente conservado en la region D' o un resto
implicado en la enfermedad de von Willebrand de tipo N.

8. El complejo de la reivindicacion 1, en el que el factor VIl se modifica para comprender uno o mas dominios de
VWEF.

9. El complejo de la reivindicacion 8, en el que el factor VIl se modifica para comprender el dominio CK del extremo
C de VWF.

10. El complejo de la reivindicacion 9, en el que el factor VIII se modifica para también comprender dominios de VWF
C6, 0 C5y C6, C3 a C6, o uno cualquiera o mas de los dominios C1 a C6, o variantes de los mismos, a condicion de
que las variantes retengan al menos el 10 % de la actividad bioldgica del (de los) dominio(s) de VWF respectivo(s).

11. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 8 a 10, en el que el factor VIl comprende los restos 2724 a
2812 de SEQ ID NO: 2 o una variante de los mismos, a condicion de que el resto de cisteina 2773 (o equivalente del
mismo) se preserve y a condicion de que la variante retenga al menos el 10 % de la actividad respectiva.

12. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 11, en el que el dominio de VWF de extremo C esta unido a
FVIII por un conector escindible.

13. El complejo de la reivindicacion 12, en el que el conector escindible comprende uno de los sitios de escision por
trombina de FVIII.

14. El complejo de la reivindicacion 12 o la reivindicacion 13, en el que la secuencia conectora comprende restos de
aminoacidos adicionales que proporcionan un péptido de longitud suficiente para permitir la interaccion
intramolecular de FVIIl y VWF mediante las regiones a3 y D'D3, respectivamente.

15. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 9 a 14, en el que el factor VIl se modifica en su extremo C o en
su extremo N, o dentro de, o sustituyendo parcialmente o completamente, el dominio B de FVIII.

16. El complejo de la reivindicacion 8 o la reivindicacion 15, en el que el factor VIII se modifica para comprender la
region D'D3 de VWF o fragmentos de la misma.

17. El complejo de la reivindicacion 16, en el que el factor VIl se modifica reemplazando su dominio B parcialmente
o completamente por la region D'D3 de VWF o fragmentos o variantes de la misma.

18. El complejo de la reivindicacion 17, en el que el factor VIII comprende dentro de su dominio B o en lugar de su
dominio B o en lugar de parte de su dominio B los restos 746 a 1241 de SEQ ID NO: 2 o variantes o fragmentos de
la misma, a condicion de que se retenga al menos el 10 % de la actividad bioldgica.

19. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 16 a 18, en el que el FVIIl se expresa como una molécula de
dos cadenas representando la region de D'D3 de VWF el extremo amino de la cadena ligera de FVIII.
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20. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 16 a 19, en el que una secuencia de conector adicional se
introduce entre la region D'D3 de VWF y los dominios de cadena ligera de FVIII.

21. El complejo de cualquier reivindicacion previa, en el que el factor VIl es un factor VIl genéticamente
manipulado.

22. El complejo de la reivindicacion 11, en el que el factor VIII manipulado tiene una delecién del dominio B completa
o parcial, es un factor VIl mutado, o un polipéptido de fusién con un resto que prolonga la semivida.

23. El complejo de cualquiera reivindicacion previa, en el que VWF es una forma de semivida prolongada de VWF.

24. El complejo de la reivindicacion 23, en el que la forma de semivida prolongada de VWF es una proteina de fusion
de VWF genéticamente manipulada con un resto que prolonga la semivida.

25. El complejo de la reivindicacion 22 o la reivindicacion 24, en el que el resto que prolonga la semivida esta
seleccionado de albumina o variantes o fragmentos de la misma, region constante de inmunoglobulina y porciones y
variantes de la misma, por ejemplo el fragmento Fc o variantes del mismo, cadenas al azar solvatadas con volumen
hidrodinamico grande (por ejemplo, XTEN o PAS), afamina o variantes de la misma, alfa-fetoproteina o variantes de
la misma, proteina de unién a vitamina D o variantes de la misma, transferrina o variantes de la misma, polipéptidos
o lipidos capaces de unirse en condiciones fisiolégicas a albumina o regiones constantes de inmunoglobulina.

26. El complejo de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 23, en el que la semivida en plasma de VWF se prolonga
por modificacién quimica, por ejemplo uniéon de polietilenglicol (PEGilaciéon), PEG glucosilado, hidroxietilalmidon
(HESilacion), acidos polisialicos, polimeros de heparosan, polipéptido de tipo elastina o acido hialurénico.

27. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que el VWF se expresa como un monoémero o en
el que el VWF se expresa como un dimero.

28. El complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 26, en el que el VWF forma un multimero.

29. El complejo de la reivindicacion 1 o la reivindicacion 26, en el que el enlace covalente se obtiene por uso de uno
0 mas reticulantes quimicamente sintetizados.

30. Un método de produccion del complejo covalente de factor VIl y VWF de cualquiera de las reivindicaciones 1 a
28, que comprende co-expresar el factor FVIIl y VWF en una linea celular eucariota.

31. Un complejo covalente de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29 para su uso en el tratamiento o la profilaxis
de un trastorno de hemorragia.

32. El complejo de la reivindicacion 31, en el que el trastorno de hemorragia es hemofilia A o enfermedad de von
Willebrand.

33. Una composicién farmacéutica que comprende el complejo de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 29.
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Figura 1
a)
Al al A2 a2 B a3 A3 c1 | Q2
A A -
b)
Al al A2 a2fa3 A3 C1 Cc2
A A A
c)
Al al A2 a2fa3 A3 C1 Cc2
A A A
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Figura 2

a)
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Figura 4
a)
Al al A2 a2Ma3 A3 C1 C2
A A A A
b)
Al al A2 a2[la3 A3 C1 C2
A~ N F N
c)
Al al A2 a2Ha3 A3 Cc1 Cc2
d)
Al al A2 a2fa3 A3 C1 Cc2
- A 4
e)
Al al A2 a2Ha3 A3 C1 c2
ry - Y
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Figura 4 continuacién

f)
Al al A2 a2l a3 A3 c1 Cc2
e FN F.S Fs
)
Al al A2 a2 H a3 A3 Cc1 c2
FaN ry FY Fy
h)
Al al A2 Cc2
Fy
i)
Al al A2 Cc1 Cc2
A
)
Al al A2 A3 Cc1 Cc2
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Figura 5 (FVIII modificado por uno 0 mas dominios D de VWF)
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Figura 5 continuacion

b)
Al la1] A2 a2fa3| A3 c1 | c2
A~ A A
c)
Al |al] A2 a2ffa3l A3 c1|
A s E S
d)
Al |a1] A2 c1 | c2
N
e)
Al |a1] A2 1|

95




ES 2657291 T3

Figura 6: FVIII modificado por dominios de VWF adicionales
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Figura 6 continuacion
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c2

Figura 6 continuacion
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