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DESCRIPCION
Polipéptidos quiméricos de factor VIl y usos de los mismos
ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La coagulacion es un proceso complejo por el que la sangre forma coagulos. Es una parte importante de la
hemostasia, el cese de la pérdida de sangre de un vaso dafiado, en donde la pared de un vaso sanguineo dafiado
se cubre por un coagulo que contiene plaquetas y fibrina para detener el sangrado y empezar a reparar el vaso
danado. Los trastornos de la coagulacion pueden conducir a un riesgo elevado de sangrado (hemorragia) o
coagulacién obstructiva (trombosis).

La coagulacidon empieza casi instantemente después de que una lesion al vaso sanguineo haya danado el
revestimiento de endotelio del vaso. La exposicién de la sangre a proteinas tales como factor tisular inicia cambios
en las plaguetas sanguineas y el fibrinbgeno de la proteina plasmatica, un factor de coagulacién. Las plaquetas
forman inmediatamente un tapén en el sitio de lesion; esto se denomina hemostasia primaria. La hemostasia
secundaria ocurre simultaneamente: Las proteinas en el plasma sanguineo, denominadas factores de coagulacién,
responden en una compleja cascada para formar cadenas de fibrina, que refuerzan el tapén de plaquetas. Los
factores de la coagulacion no limitantes incluyen, pero no se limitan a, factor | (fibrin6geno), factor Il (protrombina),
factor tisular, factor V (proacelerina, factor labil), factor VIl (factor estable, proconvertina), factor VIII (factor anti-
hemofilico A), factor IX (factor anti-hemofilico B o factor de Christmas), factor X (factor de Stuart-Prower), factor Xl
(antecedente de la tromboplastina plasmatica), factor Xl (factor Hageman), factor XIll (factor estabilizador de la
fibrina), VWF, precalicreina (factor de Fletcher), cinin6geno de alto peso molecular (HMWK) (factor de Fitzgerald),
fibronectina, antitrombina Ill, cofactor Il de heparina, proteina C, proteina S, proteina Z, plasmindgeno, alfa 2-
antiplasmina, activador tisular del plasminégeno (tPA), urocinasa, inhibidor 1 del activador del plasminégeno (PAI1) e
inhibidor 2 del activador del plasminégeno (PAI2).

La hemofilia A es un trastorno hemorragico provocado por defectos en el gen que codifica el factor de coagulacion
VIl (FVIIl) y afecta a 1-2 en 10.000 varones nacidos. Graw et al., Nat. Rev. Genet. 6(6): 488-501 (2005). Los
pacientes afectados con hemofilia A se pueden tratar con infusion de FVIII purificado o recombinantemente
producido. Todos los productos de FVIII comercialmente disponibles, sin embargo, son conocidos por tener una
semivida de aproximadamente 8-12 horas, que requiere la frecuente administracion intravenosa a los pacientes.
Véase Weiner M.A. and Cairo, M.S., Pediatric Hematology Secrets, Lee, M.T., 12. Disorders of Coagulation, Elsevier
Health Sciences, 2001; Lillicrap, D. Thromb. Res. 122 Supl 4:S2-8 (2008). Ademas, varios enfoques han intentado
prolongar la semivida de FVIII. Por ejemplo, los enfoques en el desarrollo para prolongar la semivida de los factores
de coagulacién incluyen pegilacién, glucopegilacion, y conjugacién con albimina. Véase Dumont et al., Blood.
119(13): 3024-3030 (publicado en linea el 13 de enero de 2012). Independientemente de la ingenieria de proteinas
usada, sin embargo, los productos de FVIII de acciéon prolongada actualmente en desarrollo tienen semividas
mejoradas, pero se informa que las semividas estan limitadas - solo a aproximadamente 1,5 a 2 veces de mejora en
modelos animales preclinicos. Véase idem. Se han demostrado resultados coherentes en seres humanos, por
ejemplo, se inform6 que rFVIIIFc mejoraba la semivida hasta ~1,7 veces en comparacion con ADVATE® en paciente
con hemofilia A. Véase idem. Por tanto, los aumentos en la semivida, a pesar de mejoras menores, pueden indicar la
presencia de otros factores limitantes de T1/2. Véase Liu, T. et al., reunién de ISTH de 2007, resumen N° P-M-035;
Henrik, A. et al., reunién de ISTH de 2011, resumen N2 P=MO-181; Liu, T. et al., reunién de ISTH de 2011, resumen
Ne P-WE-131.

El factor von Willebrand plasmatico (VWF) tiene una semivida de aproximadamente 12 horas (que varia desde 9
hasta 15 horas). http://www.nhlbi.nih.gov/guidelines/vwd/2_scientificoverview.htm (visitado por ultima vez el 22 de
octubre de 2011). La semivida de VWF se puede afectar por varios factores: patron de glucosilacion, ADAMTS-13
(una desintegrina y metaloproteasa con motivo-13 de trombospondina), y diversas mutaciones en VWF.

En plasma, el 95-98 % de FVIII circula en un estrecho complejo no covalente con VWF de longitud completa. La
formacion de este complejo es importante para el mantenimiento de niveles apropiados en plasma de FVIII in vivo.
Lenting et al., Blood. 92(11): 3983-96 (1998); Lenting et al., J. Thromb. Haemost. 5(7): 1353-60 (2007). El FVIII no
mutante de longitud completa esta principalmente presente como un heterodimero que tiene una cadena pesada
(MW 200 kd) y una cadena ligera (MW 73 kd). Cuando FVIII se activa debido a la protedlisis en las posiciones 372 y
740 en la cadena pesada y en la posicion 1689 en la cadena ligera, se retira el VWF unido a FVIII de FVIII activado.
El FVIII activado, junto con el factor IX activado, calcio y fosfolipido ("complejo de tenasa"), implica la activacion de
factor X, generando grandes cantidades de trombina. La trombina, a su vez, escinde entonces el fibrinégeno para
formar monémeros de fibrina solubles, que entonces se polimerizan espontdneamente para formar el polimero
soluble de fibrina. La trombina también activa el factor XlII que, junto con el calcio, sirve para reticular y estabilizar el
polimero soluble de fibrina, que forma fibrina reticulada (insoluble). El FVIII activado se elimina rapidamente de la
circulacion por protedlisis.

Debido a la frecuente dosificacion y molestia provocada por el programa de dosificacion, todavia existe la necesidad
de desarrollar productos de FVIII que requieran administracion menos frecuente, es decir, un producto de FVIII que
tenga una semivida mas larga que la limitacién de semivida de 1,5 a 2 veces.
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BREVE SUMARIO DE LA INVENCION

Basandose en la divulgacion que esta contenida en el presente documento, la presente invencion proporciona una
proteina quimérica que comprende una proteina de factor VIII ("FVIII") y un fragmento de factor de von Willebrand
(VWF),

en donde la proteina FVIII comprende un dominio A1, un dominio A2, un dominio A3, un dominio C1, y un
dominio C2;

en donde el fragmento de VWF comprende un dominio D'y un dominio D3 de VWF; y

en donde el fragmento de VWF y la proteina FVIII estan unidos por un enlace covalente, que previene la
disociacion del fragmento de VWF de la proteina FVIII en presencia de VWF enddgeno,

en donde el fragmento de VWF inhibe o previene que VWF enddgeno se una a la proteina FVIII por proteccién
o bloqueo de un sitio de unién de VWF sobre la proteina FVIII.

En un aspecto relacionado, la presente invencion proporciona un polinucleétido o un conjunto de polinucleétidos que
codifica la proteina quimérica de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una célula hospedadora que comprende el polinucleétido o el
conjunto de polinucleétidos de la invencion.

En otro aspecto, la presente invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende la proteina
quimérica de la invencidn, el polinucledtido o el conjunto de polinucleétidos de la invencién, o la célula hospedadora
la invencién y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, la presente invencidén proporciona la proteina quimérica de la invencién, el polinucleétido o el
conjunto de polinucleétidos de la invencidn, la célula hospedadora de la invencién, o la composicion de la invencidn
para su uso en el tratamiento de una enfermedad o afeccién hemorragica en un sujeto en necesidad del mismo, en
donde la enfermedad hemorragica o trastorno se selecciona del grupo que consiste en un trastorno hemorragico de
la coagulacion, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los musculos,
hemorragia bucal, traumatismo, traumatismo craneal, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia
intraabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el
espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas, y cualquier
combinacion de los mismos.

En otro aspecto, la presente invenciéon proporciona un método de preparacion de la proteina quimérica de la
invencion, que comprende transfectar una o mas células hospedadoras con el polinucleétido o el conjunto de
polinucleétidos de la invencidn, y expresar la proteina quimérica en la célula hospedadora.

La presente invencién y las realizaciones de la misma se explican en las reivindicaciones adjuntas

En ciertas realizaciones, el fragmento de VWF se asocia con la proteina FVIII por un enlace no covalente, ademas
del enlace covalente entre la proteina FVIIl y el resto auxiliar (fragmento de VWF). En un ejemplo, el fragmento de
VWF es un mondmero. En otro ejemplo, el fragmento de VWF comprende dos, tres, cuatro, cinco o seis fragmentos
de VWF unidos a uno o mas entre si.

En un aspecto, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF, y al menos un resto heter6logo (H1) y un
conector opcional entre el fragmento de VWF y el resto heterélogo (H1). En una realizacién, el resto heterélogo (H1)
puede comprender un resto que prolonga la semivida de la proteina FVIII, por ejemplo, un polipéptido seleccionado
del grupo que consiste en una regiéon constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albimina o un
fragmento de la misma, un resto de unién a albdmina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o
un fragmento de la misma, y cualquier combinacién de los mismos o un resto no de polipéptido seleccionado del
grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, y
cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion, el resto heter6logo (H1) comprende una primera region
Fc. En otra realizacion, el resto heterdlogo (H1) comprende una secuencia de aminoacidos que comprende al menos
aproximadamente 50 aminoacidos, al menos aproximadamente 100 aminoacidos, al menos aproximadamente 150
aminoacidos, al menos aproximadamente 200 aminoacidos, al menos aproximadamente 250 aminoacidos, al menos
aproximadamente 300 aminoacidos, al menos aproximadamente 350 aminoacidos, al menos aproximadamente 400
aminoacidos, al menos aproximadamente 450 aminoacidos, al menos aproximadamente 500 aminoacidos, al menos
aproximadamente 550 aminoéacidos, al menos aproximadamente 600 amino&cidos, al menos aproximadamente 650
aminoacidos, al menos aproximadamente 700 aminoacidos, al menos aproximadamente 750 aminoacidos, al menos
aproximadamente 800 aminoéacidos, al menos aproximadamente 850 amino&cidos, al menos aproximadamente 900
aminoacidos, al menos aproximadamente 950 aminoacidos, o al menos aproximadamente 1000 aminoacidos. En
otras realizaciones, la proteina quimérica comprende un conector entre el resto auxiliar, por ejemplo, un fragmento
de VWF, y el resto heterdlogo (H1), que es un conector escindible.
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En otro aspecto, la proteina FVIII en la proteina quimérica comprende FVIII y al menos un resto heterdélogo (H2). En
una realizacion, el resto heterélogo (H2) es capaz de prolongar la semivida de la proteina FVIII, por ejemplo, un
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en una region constante de inmunoglobulina o una porciéon de la
misma, albdimina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albimina, una secuencia de PAS, una secuencia
de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, y cualquier combinacién de los mismos, o un resto no de
polipéptido que comprende polietilenglicol (PEG), acido polisidlico, hidroxietilalmidon (HES), un derivado de los
mismos, y cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion particular, el resto heterélogo (H2) comprende
una segunda region Fc.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica comprende una primera cadena de polipéptidos que comprende el
fragmento de VWF, un primer resto heterélogo, y un conector y una segunda cadena de polipéptidos que comprende
la proteina FVIIl y un segundo resto heterdlogo, en donde la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de
polipéptidos se unen entre si por un enlace covalente. En un ejemplo, el primer resto heterélogo y el segundo resto
heterdlogo se unen entre si por el enlace covalente, por ejemplo, un enlace disulfuro, un enlace peptidico, o un
conector, en donde el enlace covalente previene la sustitucién del fragmento de VWF en la primera cadena de
polipéptidos con VWF enddgeno in vivo. En algunas realizaciones, el conector entre la proteina FVIIl y el segundo
resto heterdlogo es un conector escindible.

En ciertas realizaciones, el primer resto heterélogo (H1) unido al fragmento de VWF y el segundo resto heterdlogo
(H2) unido a la proteina FVIII se unen por un conector, por ejemplo, un conector scFc, que es un conector
procesable.

Aun en otras realizaciones, la proteina FVIII en la proteina quimérica comprende ademas un tercer resto heterélogo
(H3), un cuarto resto heterdlogo (H4), un quinto resto heterélogo (H5), un sexto resto heterélogo (H6), o cualquier
combinacion de los mismos. En una realizacion, uno o mas del tercer resto heterélogo (H3), el cuarto resto
heterdlogo (H4), el quinto resto heterdlogo (H5), el sexto resto heterdlogo (H6) son capaces de prolongar la semivida
de la proteina FVIII. En otras realizaciones, el tercer resto heterélogo (H3), el cuarto resto heterélogo (H4), el quinto
resto heter6logo (H5) y el sexto resto heterdlogo (H6) se unen al extremo C o extremo N de FVIII o se insertan entre
dos aminoacidos de FVIIl. En otras realizaciones, uno o méas del tercer resto heterélogo (H3), el cuarto resto
heterdlogo (H4), el quinto resto heterdlogo (H5) o el sexto resto heterélogo (H6) comprenden una secuencia de
aminodcidos que comprende al menos aproximadamente 50 amino&cidos, al menos aproximadamente 100
aminoacidos, al menos aproximadamente 150 aminoacidos, al menos aproximadamente 200 aminoacidos, al menos
aproximadamente 250 aminoacidos, al menos aproximadamente 300 aminoacidos, al menos aproximadamente 350
aminoacidos, al menos aproximadamente 400 aminoacidos, al menos aproximadamente 450 aminoacidos, al menos
aproximadamente 500 aminoéacidos, al menos aproximadamente 550 amino&cidos, al menos aproximadamente 600
aminoacidos, al menos aproximadamente 650 aminoacidos, al menos aproximadamente 700 amino&cidos, al menos
aproximadamente 750 aminoéacidos, al menos aproximadamente 800 aminoacidos, al menos aproximadamente 850
aminoacidos, al menos aproximadamente 900 amino&cidos, al menos aproximadamente 950 aminoécidos, o al
menos aproximadamente 1000 aminoacidos.

En algunas realizaciones, el conector entre la proteina FVIIl y el segundo resto heter6logo o el conector entre el
fragmento de VWF y el primer resto heter6logo comprende ademas un primer sitio de escisién (P1) en la region del
extremo N del conector, un segundo sitio de escision (P2) en la regién del extremo C del conector, o0 ambos. En
otras realizaciones, uno o mas del conector entre la proteina FVIIl y el resto auxiliar, el conector entre la proteina
FVIIl'y el segundo resto heterdlogo, y el conector entre el fragmento de VWF y el primer resto heterdlogo, tienen una
longitud de aproximadamente 1 a aproximadamente 2000 aminoacidos.

En otros casos, la proteina quimérica comprende una proteina FVIII y un resto auxiliar, que estan unidos por un
conector entre la proteina FVIII y el resto auxiliar, en donde el conector comprende ademas un motivo de
reconocimiento de sortasa, por ejemplo, la secuencia de LPXTG (SEQ ID NO: 106).

La presente divulgacion se refiere a un fragmento de factor de von Willebrand (VWF) que comprende el dominio D'y
el dominio D3 de VWF, en donde el fragmento de VWF se une al factor VIII (FVIIl) e inhibe la unién de VWF
endoégeno a una proteina FVIII. En un caso, el fragmento de VWF de la divulgacion no es los aminoacidos 764 a
1274 de SEQ ID NO: 2. En un caso, la proteina FVIII, sin el fragmento de VWF, tiene una semivida comparable a
FVIII no mutante. En otro caso, la proteina FVIIl es una proteina de fusion que comprende FVIII y un resto
heterdlogo que es capaz de prolongar la semivida de FVIII. El resto heterélogo puede ser un polipéptido, un resto no
de polipéptido, o ambos. El resto heterélogo de polipéptido se puede seleccionar del grupo que consiste en una
region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de
unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, y
cualquier combinacién de los mismos. En otros casos, el resto heterdlogo es una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, por ejemplo, una regién Fc. Aln en otros casos, el resto no de
polipéptido se selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidon (HES),
un derivado de los mismos, y cualquier combinacién de los mismos. En ciertos casos, la proteina FVIII comprende
una primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena de polipéptidos, en donde la primera cadena de
polipéptidos comprende FVIIl y una primera regién Fc y la segunda cadena de polipéptidos comprende una segunda
region Fc sin FVIII.
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En otro caso, el fragmento de VWF prolonga la semivida de FVIII. La secuencia de amino&cidos del dominio D'
puede ser al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a los aminoacidos 764 a 866 de
SEQ ID NO: 2. Por tanto, la secuencia de aminoacidos del dominio D3 puede ser al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %,
98 %, 99 % o 100 % idéntica a los aminoacidos 867 a 1240 de SEQ ID NO: 2. En ciertos casos, el fragmento de
VWF contiene al menos una sustitucién de aminoacidos en un resto correspondiente al resto 1099, resto 1142, o
ambos, de SEQ ID NO: 2. En un caso particular, un fragmento de VWF comprende, consiste esencialmente en, o
consiste en los aminoacidos 764 a 1240 de SEQ ID NO: 2. El fragmento de VWF puede comprender ademas el
dominio D1, el dominio D2, o los dominios D1 y D2 de VWF. En algunos casos, el fragmento de VWF comprende
ademas un dominio de VWF seleccionado del grupo que consiste en el dominio A1, el dominio A2, el dominio A3, el
dominio D4, el dominio B1, el dominio B2, el dominio B3, el dominio C1, el dominio C2, el dominio CK, uno o mas
fragmentos de los mismos, y cualquier combinacién de los mismos. En otros casos, el fragmento de VWF esta
pegilado, glucosilado, hesilado, o polisialilado.

La presente divulgacién también se refiere a una proteina quimérica que comprende un fragmento de VWF descrito
en el presente documento, un resto heterélogo, y un conector opcional entre el fragmento de VWF y el resto
heterdlogo. El resto heterdlogo puede ser un polipéptido, un resto no de polipéptido, o ambos. En un caso, el resto
heterdlogo de polipéptido se selecciona del grupo que consiste en una region constante de inmunoglobulina o una
porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS,
una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, y cualquier combinaciéon de los mismos. En otro
caso, el resto no de polipéptido heterdlogo se selecciona de grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido
polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, y cualquier combinacion de los mismos. En un caso
particular, el resto heterélogo es una primera regién Fc. La proteina quimérica puede comprender ademas una
segunda regién Fc, en donde la segunda regiéon Fc se une o asocia a la primera regién Fc o se une o asocia al
fragmento de VWF.

En un aspecto, una proteina quimérica de la divulgacion comprende una férmula seleccionada del grupo que
consiste en:

(aa) V-L1-H1-L2-H2,

(bb) H2-L2-H1-L1-V,

(cc) H1-L1-V-L2-H2, y

(dd) H2-L2-V-L1-H1,

en donde V es uno o mas de los fragmentos de VWF descritos en el presente documento,
cada uno de L1y L2 es un conector opcional,

H1 es un primer resto heterdlogo;

(-) es un enlace peptidico 0 uno 0 mas aminoacidos; y

H2 es un segundo resto heterdlogo opcional.

En un caso, H1 es un primer resto heterdlogo, por ejemplo, una molécula que prolonga la semivida que se conoce
en la técnica. En un caso, el primer resto heter6logo es un polipéptido. El primer resto heterélogo de polipéptido se
selecciona del grupo que consiste en una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, aloumina
o un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP,
transferrina o un fragmento de la misma, y cualquier combinacién de los mismos. En otro caso, H1 es un resto no de
polipéptido seleccionado del grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido polisiélico, hidroxietilalmidén (HES),
un derivado de los mismos, y cualquier combinacién de los mismos. H2 es un segundo resto heterdlogo opcional,
por ejemplo, una molécula que prolonga la semivida que se conoce en la técnica. En un caso, el segundo resto
heterdlogo se puede seleccionar del grupo que consiste en una region constante de inmunoglobulina o una porcion
de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albimina, una secuencia de PAS, una
secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, y cualquier combinacién de los mismos. En otro caso,
H2 es un resto no de polipéptido, que se selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido
polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, y cualquier combinacion de los mismos. En ciertos
casos, H1 es una primera regién Fc y H2 es una segunda regién Fc. La primera regiéon Fc y la segunda region Fc
pueden ser iguales o diferentes y se pueden unir entre si por un conector o un enlace covalente, por ejemplo, un
enlace disulfuro. En otro caso, la segunda regién Fc se une o asocia a una proteina factor VIII. Opcionalmente,
también podria ser un tercer resto heter6logo, H3, que es un prolongador de la semivida, que se une al fragmento de
VWF, el primer resto heterélogo, o el segundo resto heterélogo. Los ejemplos no limitantes del tercer resto
heterélogo pueden incluir un polipéptido o un resto no de polipéptido, 0 ambos. En un caso, el tercer resto heterélogo
de polipéptido se puede seleccionar del grupo que consiste en una regiéon constante de inmunoglobulina o una
porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS,
una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, o cualquier combinacién de los mismos. En otro
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caso, H2 es un resto no de polipéptido, que se selecciona del grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido
polisidlico, hidroxietilalmidon (HES), un derivado de los mismos, y cualquier combinacién de los mismos. En algunos
casos, H3 se une al fragmento de VWF o el primer o el segundo resto heterélogo por un conector escindible, por
ejemplo, un conector escindible de trombina. Los ejemplos no limitantes de los conectores se desvelan en cualquier
parte en el presente documento.

En una realizacién, la proteina quimérica comprende un fragmento de VWF descrito en el presente documento, que
se une a un resto heterdlogo. El resto heterdlogo puede ser un resto que prolonga la semivida de la proteina, que
comprende un polipéptido, un resto no de polipéptido, o ambos. Los ejemplos de dicho resto heterdlogo de
polipéptido incluyen, por ejemplo, una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o
un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, cualquier
derivado o variante de los mismos, o cualquier combinacién de los mismos. Los ejemplos de un resto no de
polipéptido incluyen, por ejemplo, polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los
mismos, o cualquier combinacién de los mismos. En otra realizacién, el resto heterdlogo es una primera regién Fc
unida al fragmento de VWF. En otras realizaciones, la proteina quimérica comprende ademas una segunda region
Fc unida a la proteina FVIII. El fragmento de VWF o la proteina FVIII se pueden unir a la primera regién Fc o la
segunda region Fc, respectivamente, por un conector. En otras realizaciones mas, una proteina quimérica
comprende un fragmento de VWF descrito en el presente documento unido a un primer resto heter6logo, por
ejemplo, primera regién Fc, y una proteina FVIII unida a un segundo resto heterélogo, por ejemplo, segunda regién
Fc, en donde el fragmento de VWF se une ademas al segundo resto heterdlogo (por ejemplo, segunda region Fc) o
la proteina FVIII por un conector o por enlace covalente, o el primer resto heterélogo (por ejemplo, regién Fc) se une
ademas a la proteina FVIII o el segundo resto heterélogo (por ejemplo, segunda regiéon Fc) por un conector o un
enlace covalente. En algunas realizaciones, el FVIIl de la proteina quimérica tiene un dominio B parcial. En algunas
realizaciones, la proteina FVIII con un dominio B parcial es FVIII198 (SEQ ID NO: 105). En otras realizaciones, la
proteina quimérica comprende ademas un motivo de reconocimiento de sortasa.

En algunas realizaciones, como resultado de la invencion, la semivida de la proteina FVIIl se prolonga en
comparacién con una proteina FVIII sin el fragmento de VWF o FVIII no mutante. La semivida de la proteina FVIIl es
al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces,
al menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al
menos aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al
menos aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 11 veces, o al
menos aproximadamente 12 veces mas larga que la semivida de una proteina FVIII sin el fragmento de VWF. En
una realizacion, la semivida de FVIIl es aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 20 veces,
aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 15 veces, o aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 10
veces mas larga que la semivida de FVIII no mutante. En otra realizacion, la semivida de FVIII se prolonga
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 9 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 7 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 9
veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 7
veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 5
veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 3
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 9
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 7
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 5
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 4 veces a aproximadamente 6
veces, aproximadamente 5 veces a aproximadamente 7 veces, o aproximadamente 6 veces a aproximadamente 8
veces en comparacion con FVIII no mutante o una proteina FVIII sin el fragmento de VWF. En otras realizaciones, la
semivida de FVIII es al menos aproximadamente 17 horas, al menos aproximadamente 18 horas, al menos
aproximadamente 19 horas, al menos aproximadamente 20 horas, al menos aproximadamente 21 horas, al menos
aproximadamente 22 horas, al menos aproximadamente 23 horas, al menos aproximadamente 24 horas, al menos
aproximadamente 25 horas, al menos aproximadamente 26 horas, al menos aproximadamente 27 horas, al menos
aproximadamente 28 horas, al menos aproximadamente 29 horas, al menos aproximadamente 30 horas, al menos
aproximadamente 31 horas, al menos aproximadamente 32 horas, al menos aproximadamente 33 horas, al menos
aproximadamente 34 horas, al menos aproximadamente 35 horas, al menos aproximadamente 36 horas, al menos
aproximadamente 48 horas, al menos aproximadamente 60 horas, al menos aproximadamente 72 horas, al menos
aproximadamente 84 horas, al menos aproximadamente 96 horas, o al menos aproximadamente 108 horas. En otras
realizaciones mas, la semivida de FVIIl es aproximadamente 15 horas a aproximadamente dos semanas,
aproximadamente 16 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 17 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 18 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 19 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 20 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 21
horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 22 horas a aproximadamente una semana,
aproximadamente 23 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 24 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 36 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 48 horas a
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aproximadamente una semana, aproximadamente 60 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 24
horas a aproximadamente seis dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente cinco dias, aproximadamente
24 horas a aproximadamente cuatro dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente tres dias, o
aproximadamente 24 horas a aproximadamente dos dias.

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

En otro aspecto, una proteina quimérica de la invencién comprende una férmula seleccionada del grupo que
consiste en:

(@) V-L1-H1-L3- C-L2-H2,
(b) H2-L2-C- L3- H1-L1-V,
(c) C-L2-H2- L3- V-L1-H1,
(d) H1-L1-V- L3-H2-L2-C,
(e) H1-L1-V-L3-C-L2-H2,
(f) H2-L2-C- L3- V-L1-H1,

(g) V-L1-H1-L3- H2-L2-C,

(h) C-L2-H2- L3- H1-L1-V,

(i) H2-L3-H1-L1-V-L2-C,

(j) C-L2-V-L1-H1-L3-H2,

(k) V-L2-C-L1-H1-L3-H2, y

() H2-L3-H1-L1-C-L2-V,

en donde V es un fragmento de VWF descrito en el presente documento;

cada uno de L1 o L2 es un conector opcional, por ejemplo, un conector escindible de trombina;
L3 es un conector opcional, por ejemplo, conector scFc, por ejemplo, un conector procesable;
cada uno de H1 o H2 es un resto heterélogo opcional; y

C es una proteina FVIIl; y

(-) es un enlace peptidico o uno 0 mas aminoacidos.

En o'tros aspectos, una proteina quimérica de la invencion comprende una férmula seleccionada del grupo que
consiste en:

(m) V-L1-H1: H2-L2-C,
(n) V-L1-H1:C-L2-H2,
(0) H1-L1-V:H2-L2-C,
(p) H1-L1-V:C-L2-H2,
(9) V:C-L1-H1:H2,
(

r) V:H1-L1-C:H2,
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(s) H2:H1-L1-C:V,

(t) C:V-L1-H1:H2, y

(u) C:H1-L1-V:H2,

en donde V es un fragmento de VWF descrito en el presente documento;

cada uno de L1 0 L2 es un conector opcional, por ejemplo, un conector escindible de trombina;
cada uno de H1 o H2 es un resto heterdlogo opcional; y

C es una proteina FVIII;

(-) es un enlace peptidico 0 uno 0 mas aminoacidos; y

(:) es un enlace covalente entre H1 y H2, entre Vy C, y entre Vy H1 y C y H2. (%) representa al menos un
enlace no peptidico. En ciertas realizaciones, la asociacién quimica, es decir, (:) es un enlace covalente. En
algunas realizaciones, la asociacion entre H1 y H2 es un enlace covalente, por ejemplo, un enlace disulfuro.
En otras realizaciones, (:) es un enlace covalente no peptidico. En otras realizaciones mas, (:) es un enlace
peptidico. En una realizacion, H1 es un primer resto heter6logo. En una realizacion, el primer resto
heterélogo es capaz de prolongar la semivida de la actividad de FVIIl. En otra realizacién, el primer resto
heterélogo es un polipéptido, un resto no de polipéptido, o0 ambos. En una realizacién, el primer resto
heter6logo de polipéptido se puede seleccionar del grupo que consiste en una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o fragmento de la misma, un resto de unién a
albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, y
cualquier combinacion de los mismos. En otra realizacion, el resto no de polipéptido se selecciona del grupo
que consiste en polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los
mismos, y cualquier combinacion de los mismos. En algunas realizaciones, H2 es un segundo resto
heterélogo. El segundo resto heterélogo también puede ser un prolongador de la semivida conocido en la
técnica y puede ser un polipéptido, un resto no de polipéptido, o una combinacién de ambos. En una
realizacién, el segundo resto heterélogo se selecciona del grupo que consiste en una regidén constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o fragmento de la misma, un resto de unién a
albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, y
cualquier combinacion de los mismos. En ciertas realizaciones, el resto no de polipéptido se selecciona del
grupo que consiste en polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidon (HES), un derivado de los
mismos, y cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion particular, H1 es una primera region
Fc. En algunas realizaciones, H2 es una segunda regién Fc. Opcionalmente, también podria ser un tercer
resto heterélogo, H3, que es un prolongador de la semivida. H3 se puede unir a uno o mas de V, C, H1 o
H2 por un conector opcional, por ejemplo, un conector escindible, por ejemplo, un conector escindible de
trombina. Los ejemplos no limitantes del tercer resto heterélogo pueden incluir una regién constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, polietilenglicol (PEG),
una secuencia de PAS, y hidroxietilalmidon (HES) o un derivado del mismo.

En ciertas realizaciones, uno o mas de los conectores usados para conectar el fragmento de VWF, la proteina FVIII,
el primer resto heterélogo, y/o el segundo resto heterélogo de las féormulas (a) a (u) entre si es un conector
escindible. Uno o mas de los sitios de escision usados en la proteina quimérica se pueden escindir por una proteasa
seleccionada del grupo que consiste en factor Xla, factor Xlla, calicreina, factor Vlla, factor IXa, factor Xa, factor lla
(trombina), elastasa-2, granzima-B, TEV, enterocinasa, proteasa 3C, sortasa A, MMP-12, MMP-13, MMP-17 y MMP-
20. En otras realizaciones, uno 0 méas conectores usados en las férmulas (a) a (I) (por ejemplo, L3) comprenden un
conector procesable. Los conectores procesables se pueden escindir por una enzima intracelular tras la secrecion.
El conector procesable puede comprender un primer sitio de escision (P1) en la region del extremo N del conector,
un segundo sitio de escision (P2) en la regién del extremo C del conector, 0 ambos.

En algunas realizaciones, uno o mas de los conectores usados en la invencion tienen una longitud de al menos
aproximadamente 1 a 2000 aminoacidos. En una realizacion especifica, uno o mas de los conectores usados en la
invencion tienen una longitud de al menos aproximadamente 20, 35, 42, 48, 73, 98, 144, 288, 324, 576 u 864
aminoacidos. En una realizacién particular, uno o mas de los conectores comprenden un péptido gly/ser. El péptido
gly/ser puede ser (Gly4 Ser)s o (Gly4 Ser)a.

En otros aspectos, una proteina FVIII en una proteina quimérica es una proteina funcional factor VIII. La proteina
FVIII puede comprender uno o mas dominios de FVIII seleccionados del grupo que consiste en el dominio A1, el
dominio A2, el dominio B, el dominio A3, el dominio C1, el dominio C2, uno o méas fragmentos de los mismos, y
cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion, la proteina FVIIl comprende el dominio B o una porcién
del mismo. En otra realizacion, la proteina FVIIl es SQ FVIII de dominio B delecionado. En otras realizaciones, la
proteina FVIII comprende FVIII de cadena sencilla. En otras realizaciones mas, la proteina FVIII comprende una
cadena pesada de FVIIl y una cadena ligera de factor VIlI, en donde la cadena pesada y la cadena ligera se asocian
entre si por un enlace metalico. En ciertas realizaciones, la proteina FVIII tiene una baja afinidad por o no se une a
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una proteina relacionada con el receptor de lipoproteina de baja densidad (LRP). Por ejemplo, una proteina FVIII util
para la invencién puede contener al menos una sustitucion de aminoacidos que reduce la afinidad por o elimina la
uniéon a la LRP. Los ejemplos no limitantes de la al menos una sustitucion de aminoacidos es en un resto
correspondiente al resto 471, resto 484, resto 487, resto 490, resto 497, resto 2092, resto 2093, o dos o mas
combinaciones de los mismos, de FVIII maduro de longitud completa. En algunas realizaciones, la proteina FVIIl en
una proteina quimérica de la presente invencién contiene al menos una sustitucion de aminoacidos, que induce que
la proteina FVIII sea més estable que una proteina FVIII sin la sustitucion. En otras realizaciones, la proteina FVIII
contiene al menos una sustitucion de aminoacidos en el dominio A2 y al menos una sustitucion de aminoacidos en el
dominio A3, en donde el dominio A2 y el dominio A3 se asocian entre si por un enlace covalente. Los ejemplos no
limitantes de la sustitucion de aminoéacidos en el dominio A2 es en un resto correspondiente al resto 662 o0 664 de
FVIIl maduro de longitud completa. Ademas, los ejemplos no limitantes de la sustitucion de aminoacidos en el
dominio A3 es en un resto correspondiente al resto 1826 o 1828 de FVIII maduro de longitud completa que esta
polisialilado.

En aspectos adicionales, la divulgacion proporciona un polinucleétido que codifica un fragmento de VWF descrito en
el presente documento o una proteina quimérica descrita en el presente documento, o un conjunto de polinucleétidos
que comprende una primera cadena de nucleétido y una segunda cadena de nucleétido, en donde la primera cadena
de nucleétido codifica el fragmento de VWF y la segunda cadena de nucleétido codifica la segunda regién Fc o el
factor de coagulacién o fragmento del mismo de la proteina quimérica. En un caso, el conjunto de polinucleétidos
comprende ademas una tercera cadena de polinucleétido, que codifica una proproteina convertasa que pertenece a
la familia de proproteinas convertasa de tipo subtilisina. Los ejemplos no limitantes de la proproteina convertasa
incluyen proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 3 (PACE o PCSK3), proproteina convertasa subtilisina/kexina
tipo 5 (PCSK5 o PC5), proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 7 (PCSK7 o PC7), o una levadura Kex 2. Aln
en otros aspectos, la divulgacion incluye un vector que comprende el polinucleétido o el conjunto de polinucleétidos y
uno 0 mas promotores operativamente unidos al polinucleétido o el conjunto de polinucleétidos o un conjunto de
vectores que comprende un primer vector y un segundo vector, en donde el primer vector codifica la primera cadena
de polinucleétido del conjunto de polinucleétidos y el segundo vector codifica la segunda cadena de polinucleétido
del conjunto de polinucledtidos. El conjunto de vectores puede comprender ademas un tercer vector, que comprende
una tercera cadena de polinucleétido que codifica PC5 o PC7. En algunos casos, el vector comprende ademas
PACE. En algunos casos, PACE escinde los dominios D1D2 del fragmento de VWF.

En algunos aspectos, la divulgacion se refiere a una composicion farmacéutica que comprende el fragmento de
VWF, la proteina quimérica, el polinucleétido, el conjunto de polinucleétidos, el vector, o el conjunto de vectores, y un
vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicion de la presente divulgacion puede prolongar la semivida del
factor VIIl. En otros aspectos, la divulgacion incluye una célula hospedadora que comprende el polinucleétido, el
conjunto de polinucledtidos, el vector, o los conjuntos de vectores.

En otros aspectos, la presente divulgacion se refiere a una proteina quimérica que comprende una proteina FVIII, un
resto auxiliar y un conector opcional, en donde el resto auxiliar inhibe o previene que VWF enddgeno se una a la
proteina FVIIl y tiene al menos una propiedad protectora de FVIII de tipo VWF. La propiedad protectora de FVIII de
tipo VWF comprende proteger la proteina FVIIl de una o mas escisiones de proteasa, proteger la proteina FVIII de la
activacion, estabilizacion de la cadena pesada y/o la cadena ligera de la proteina FVIII, o prevenir la eliminacion de
la proteina FVIII por uno o mas receptores depuradores.

El resto auxiliar en la proteina quimérica puede inhibir o prevenir que VWF end6geno se una a la proteina FVIII por
proteccion o bloqueo de un sitio de unién de VWF sobre la proteina FVIII. En algunos casos, el sitio de union de
VWF se localiza en el dominio A3 o el dominio C2 de la proteina FVIIl, o ambos, el dominio A3 y el dominio C2 de la
proteina FVIII. En otro caso, el sitio de union de VWF es la secuencia de aminoacidos correspondiente a los
aminodcidos 1669 a 1689 y 2303 a 2332 de SEQ ID NO: 16. En algunos casos, el resto auxiliar es un polipéptido, un
resto no de polipéptido, o ambos. El polipéptido Gtil como resto auxiliar puede comprender una secuencia de
aminodcidos de al menos 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500,
550, 600, 650, 700, 750, 800, 850, 900, 950 o 1000 aminoacidos de longitud. Por ejemplo, el polipéptido util como
resto auxiliar se puede seleccionar del grupo que consiste en un fragmento de VWF, una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina,
una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, otras tecnologias que prolongan la semivida, y cualquier
combinacion de los mismos. El resto no de polipéptido util como resto auxiliar se puede seleccionar del grupo que
consiste en polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidon (HES) o un derivado del mismo, y cualquier
combinacion de los mismos. En un caso, el resto auxiliar es el fragmento de VWF descrito en el presente
documento. El resto auxiliar y la proteina FVIII se pueden unir, por ejemplo, por un conector, o asociarse entre si. El
conector puede comprender un conector escindible, por ejemplo, un conector escindible de trombina.

En un aspecto, la divulgacion proporciona un método de prevencién o inhibiciéon de la uniéon de una proteina FVIII
con VWF enddgeno que comprende afnadir una cantidad eficaz del fragmento de VWF, la proteina quimérica, el
polinucleétido, o el conjunto de polinucleétidos, a una célula que comprende una proteina FVIII o un polinucleétido
que codifica la proteina FVIII, en donde el fragmento de VWF se une a la proteina FVIIl. En otro aspecto, la
divulgacién incluye un método de prevencién o inhibicién de la unién de la proteina FVIII con VWF end6geno que
comprende anadir una cantidad eficaz de la proteina quimérica, el polinucleétido, o el conjunto de polinucledtidos, a
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un sujeto en necesidad del mismo, en donde el fragmento de VWF se une a la proteina FVIIl y asi previene o inhibe
la unién de la proteina FVIII. En algunos aspectos, la divulgacién incluye un método de prolongaciéon o aumento de la
semivida de una proteina FVIII, en donde el método comprende afadir una cantidad eficaz del fragmento de VWF, la
proteina quimérica, el polinucledtido, o el conjunto de polinucleétidos, a una célula que comprende una proteina FVIII
o un polinucleétido que codifica la proteina FVIII, o a un sujeto en necesidad del mismo, en donde el fragmento de
VWF se une a la proteina FVIII. En otros aspectos, la divulgacion se refiere a un método de prevencion o inhibicién
de la eliminacion de una proteina FVIII de una célula, en donde el método comprende afadir una cantidad eficaz del
fragmento de VWF, la proteina quimérica, el polinucleétido, o el conjunto de polinucleétidos, a una célula que
comprende una proteina FVIII o un polinucleétido que codifica la proteina FVIIl, o a un sujeto en necesidad del
mismo, en donde el fragmento de VWF se une a la proteina FVIII.

En otro aspecto, la divulgacion se refiere a un método de tratamiento de una enfermedad hemorragica o trastorno en
un sujeto en necesidad del mismo, que comprende administrar una cantidad eficaz del fragmento de VWF, la
proteina quimérica, el polinucleétido, o el conjunto de polinucleétidos, en donde la enfermedad hemorragica o
trastorno se selecciona del grupo que consiste en un trastorno hemorragico de la coagulacién, hemartrosis,
sangrado muscular, sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los miusculos, hemorragia bucal,
traumatismo, traumatismo craneal, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intraabdominal,
hemorragia intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el espacio
retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y sangrado en la vaina del iliopsoas. En otros casos, el
tratamiento es profilactico o a demanda. Aln en otros casos, la divulgacion es un método de tratamiento de una
enfermedad o trastorno asociado a enfermedad de von Willebrand de tipo 2N para un sujeto en necesidad del
mismo, que comprende administrar una cantidad eficaz del fragmento de VWF, la proteina quimérica, el
polinucleétido, o el conjunto de polinucledtidos, en donde se trata la enfermedad o trastorno.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS/FIGURAS

Figura 1A-F. Diagramas esquematicos de proteinas VWF. La Fig. 1A muestra dos fragmentos de VWF que
contienen los amino&cidos 1 a 276 de SEQ ID NO: 73 (aminoacidos 764 a 1039 de SEQ ID NO: 2). VWF-001
se sintetiza sin las secuencias de pre/propéptidos de VWF, mientras que VWF-009 se sintetiza con las
secuencias de pre/propéptidos (dominios D1 y D2). El prepéptido de VWF-009 se escinde durante la sintesis, y
VWF-009 contiene el propéptido con las secuencias de los dominios D' y D3. La Fig. 1B muestra tres
fragmentos de VWF que contienen los aminoacidos 1 a 477 de SEQ ID NO: 73 (amino&cidos 764 a 1240 de
SEQ ID NO: 2). VWF-002 se sintetiza sin las secuencias de pre/propéptidos. VWF-010 contiene los dominios
D1D2, ademas de los dominios D'D3. VWF-013 contiene los dominios D1D2D'D3, ademas de restos de alanina
que sustituyen cisteinas en los restos 336 y 379 de SEQ ID NO: 72. La Fig. 1C muestra dos fragmentos de
VWF que contienen los dominios D'D3 y una porcién del dominio A1. VWF-003 tiene los aminoacidos 764 a
1274 de SEQID NO: 2). VWF-011 contiene los dominios D1D2, ademas de los dominios D'D3. La Fig. 1D
muestra dos construcciones, VWF-004 y VWF-012. VWF-004 contiene los dominios D'D3 y la secuencia
completa del dominio A1. VWF-012 contiene los dominios D1D2D'D3 y la secuencia completa del dominio A1.
La Fig. 1E muestra tres construcciones. VWF-006 contiene los dominios D1D2D'D3 y el dominio CK de VWF
(dominio de nudo de cisteina). VWF-008 es VWF de longitud completa. VWF-031 (VWF-Fc) muestra una
construccion que contiene los dominios D1D2D'D3 unidos a una Unica region Fc por un conector escindible.
VWF-053 es los dominios D1D2. La Fig. 1F muestra la proteina VWF de longitud completa que comprende
propéptido (los dominios D1 y D2) y subunidades maduras (los dominios D', D3, A1, A2, A3, D4, B1-3, C1-2).
La proteina VWF es proteina de aproximadamente 250 kDa y forma los multimeros (> 20 MDa) por enlace
disulfuro. La proteina VWF se asocia con FVIIl (95-98 %) en un complejo no covalente y entonces prolonga la
semivida de FVIII protegiendo FVIII de la escisién/activacion por proteasa, estabilizando la cadena pesada y
ligera, y previniendo la eliminacién de FVIII por receptores depuradores. La proteina VWF también puede
limitar la semivida de FVIII por eliminacion del complejo FVIII-VWF mediante receptores de VWF y prevenir la
pinocitosis y recirculacién de rFVIIIFc.

Figura 2. Diagramas esquematicos de los ejemplos de construcciones de heterodimeros VWF:FVIIl. La
construccion izquierda muestra un fragmento de VWF que tiene los dominios D'D3 de VWF de longitud
completa (aminoacidos 1-477 de SEQ ID NO: 73) y que contiene sustituciones de alanina en los restos 336 y
379 de SEQ ID NO: 72. La construccion de proteina quimérica (FVIII 064/065) comprende el extremo C de un
fragmento de VWF unido a una primera region Fc por un conector y FVIIl se une a una segunda regién Fc, en
donde la segunda region Fc se une ademds al extremo N de un fragmento de VWF por un conector (por
ejemplo, férmula C-H1-L1-V-L2-H2, en donde V es un fragmento de VWF, C es FVIII, H1 y H2 son regiones Fc,
y L1 y L2 son conectores escindibles). La construccion en la Figura 2b es una construccion de heterodimero
VWE:FVIII intracelularmente procesada donde se ha escindido el conector entre la segunda Fc y el extremo N
del fragmento de VWF. FVIII-064 contiene los dominios D'D3 de VWF (aminoécidos 1 a 477 de SEQ ID NO: 73
con sustituciones C336A y C379). FVIII-065 contiene los dominios D'D3 de VWF (aminoacidos 1 a 276 de
SEQ ID NO: 73). FVIII-136 contiene FVIIIFc unido al fragmento Fc de D'D3 por un conector que se puede
procesar por una enzima proteasa intracelular. Cuando se expresa FVIII-136, la enzima escinde el conector
entre la segunda Fc (fusionada con FVIII-LC) y el fragmento D'D3 de VWF (fusionado con la primera Fc),
mientras que la region Fc fusionada con (o unida a) FVIII-LC forma un enlace covalente (por ejemplo, un enlace
disulfuro) con la primera Fc fusionada con (o unida a) el fragmento de VWF. FVIII-148 es FVIIIFc de cadena
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sencilla con el fragmento D'D3 (un FVIII de cadena sencilla introduciendo la mutaciéon R1645A/R1648A dentro
del gen FVIII).

Figura 3. Diagramas esquematicos de los ejemplos de construcciones de heterodimeros VWF:FVIII que
contienen ejemplos de conectores variables entre VWF y Fc. Las construcciones (FVIII-064, FVIII-159, FVIII-
160, FVIII-178 y FVIII-179) tienen la estructura comun representada como la férmula C-H1-L1-V-L2-H2, pero
contienen ejemplos de diferentes conectores o sustituciones de aminoacidos. Las construcciones mostradas
contienen el mismo fragmento de VWF, que es los dominios D'y D3 de VWF (es decir, aminoacidos 1 a 477 de
SEQ ID NO: 73 con sustituciones de aminoacidos C336A y C379A). La construccion FVIII 64 tiene un conector
escindible de trombina (es decir, L2) entre el fragmento de VWF y Fc (es decir, H2), que tiene 20 aminoacidos.
La construccion FVIII 159 tiene un conector escindible de trombina (es decir, L2) entre el fragmento de VWF y
Fc (es decir, H2), que tiene 35 aminoacidos. La construccion FVIII 160 tiene un conector escindible de trombina
(es decir, L2) entre el fragmento de VWF y Fc (es decir, H2), que tiene 48 aminodcidos. Las construcciones
FVII-180, FVIII-181 y FVIII-182 son derivados de FVIII-160 que contienen la mutacion K2092A en el dominio
C1 de FVIII, la mutacién K2093A en el dominio C1 de FVIII, y las mutaciones K2092A/K2093A en el dominio C1
de FVIII, respectivamente. La construcciéon FVIII-178 tiene un conector escindible de trombina (es decir, L2)
entre el fragmento de VWF y Fc (es decir, H2), que tiene 73 amino&cidos. La construccién FVIII-179 tiene un
conector escindible de trombina (es decir, L2) entre el fragmento de VWF y Fc (es decir, H2), que tiene 98
aminodcidos.

Figura 4: Diagramas esquematicos de los ejemplos de construcciones FVIII-VWF, en las que VWF es el de
fragmento D1D2D'D3 de VWF, el conector es un conector de longitud variable que contiene un sitio de
escision, por ejemplo, un sitio de escision de trombina, SCFVIIl es FVIII de cadena sencilla, que contiene las
sustituciones R1645A/R1648A, H es un resto heterdlogo, por ejemplo, una regiéon constante de
inmunoglobulina o una porciéon de la misma, un resto para conjugar polietilenglicol (PEG) y/o PEG, una
albumina o fragmento de albumina, un resto de unién a albumina, una secuencia de HAP, un resto para
polisialilaciéon y/o acido polisiélico, un resto para hidroxietilalmidén (HES) y/o HES, o una secuencia de PAS,
etc., FVIII HC es una cadena pesada de FVIII, FVIII LC es una cadena ligera de FVIII, y Fc es una region Fc de
una regién constante de inmunoglobulina. La Figura 4A tiene una férmula de VWF-Conector-SCFVIIl. La
Figura 4B tiene una formula de VWF-Conector-H-Conector-SCFVIIIl. Los conectores (el primer conector entre
VWF y H y el segundo conector entre H y SCFVIII) pueden ser idénticos o diferentes. La Figura 4C tiene una
formula de VWF-Conector-SCFVIII-Conector-H. Los conectores (el primer conector entre VWF y SCFVIIl y el
segundo conector entre SCFVIIl y H) pueden ser idénticos o diferentes. La Figura 4D tiene una férmula de
VWEF-Conector-FVIIl HC-H-Conector-FVIII LC. Los conectores (el primer conector entre VWF y FVIII HC y el
segundo conector entre H y FVIII LC) pueden ser idénticos o diferentes. La Figura 4E tiene una formula de
FVIII HC-H-FVIII LC-Conector-primera Fc-Conector-VWF-Conector-segunda Fc. Los conectores (el primer
conector entre FVIII LC y la primera Fc, el segundo conector entre la primera Fc y VWF, y el tercer conector
entre VWF y la segunda Fc) pueden ser idénticos o diferentes. Los conectores pueden ser un conector
escindible. Por ejemplo, el conector entre la primera Fc y VWF puede ser un conector escindible que
comprende un sitio de escisién en el extremo N y/o el extremo C del conector. La primera Fc y la segunda Fc
pueden ser idénticas o diferentes. La Figura 4F tiene una formula de FVIII HC-H-FVIII LC-Conector-primera Fc-
Conector-VWF-Conector-segunda Fc. Los conectores (el primer conector entre FVIII LC y primera Fc, el
segundo conector entre primera Fc y VWF, y el tercer conector entre VWF y segunda Fc) pueden ser idénticos
o diferentes. Uno o mas conectores pueden ser un conector escindible. Por ejemplo, el conector entre la
primera Fc y VWF puede ser un conector escindible que comprende un sitio de escision en el extremo N y/o el
extremo C del conector. La primera Fc y la segunda Fc pueden ser idénticas o diferentes. La Figura 4G tiene
una férmula de SCFVIII-Conector-Fc-Conector-VWF-H-Conector-Fc. La Figura 4H tiene una férmula de
SCFVIII pegilado o hesilado-Conector-Fc-Conector-VWF-H-Conector-Fc. Los conectores (el primer conector
entre SCFVIII y primera Fc, el segundo conector entre primera Fc y VWF, y el tercer conector entre H y
segunda Fc) pueden ser idénticos o diferentes. Uno o mas conectores pueden ser un conector escindible. Por
ejemplo, el conector entre la primera Fc y VWF puede ser un conector escindible que comprende un sitio de
escision en el extremo N y/o el extremo C del conector. La primera Fc y la segunda Fc pueden ser idénticas o
diferentes.

Figura 5. Diagramas esquematicos del sistema de co-transfeccién de heterodimeros FVII-VWF. La
construccion FVIII-155 contiene la secuencia de FVIII de longitud completa (sustituyendo un resto de alanina
los restos de arginina en 1645 y 1648) unida a una regién Fc. VWF-031 contiene el fragmento D1D2D'D3
(sustituyendo un resto de alanina los restos de cisteina en 336 y 379) que se une a otra region Fc con un
conector escindible de trombina de 48. Después del procesamiento intracelular, la construccion FVIII-155
produce un FVIIl de cadena sencilla (SCFVIII) de longitud completa fusionado con un fragmento Fc, la
construccion VWF-031 produce un fragmento D'D3 de 477 aminoacidos unido a otro fragmento Fc. Se pueden
formar dos enlaces covalentes entre los fragmentos Fc que se unen a SCFVIIl o el fragmento D'D3, esto
permite a su vez una asociacién covalente de FVIIl y D'D3, que es el caracter principal del producto final
deseado.
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La Figura 6 es una SDS-PAGE no reductora y reductora de VWF-009 (D1D2D'D3 1-276 aa x 6 HIS), que
muestra que VWF-009 existe como un monémero. Sin procesar significa VVF-009 con el propéptido (los
dominios D1D2).

La Figura 7 es la SDS-PAGE no reductora y reductora de VWF-002 (D'D3 1-477 aa x 6 his) o VWF-010
(D1D2D'D3 1-477 aa x 6 his), que muestra que VWF-002 existe como un monémero y VWF-010 existe como
un dimero.

La Figura 8 muestra la digestion con trombina del heterodimero FVIII-VWF mostrado en la Figura 2(b). El carril
1 muestra marcador. El carril 2 es rFVIII-Fc sin trombina. El carril 3 es rFVIII-Fc con trombina. El carril 5 es
FVIIIFc-VWF. El carril 6 muestra FVIIIFc-VWF y trombina. A1 indica dominio A1 de FVIIIl, A2 indica dominio A2
de FVIII, y Aa3 LC indica la cadena ligera de FVIII.

La Figura 9A-B muestra la actividad de FVIII medida por un ensayo cromogénico de FVIII. La Fig. 9A muestra
el perfil farmacocinético de rFVIIl y rFVIIIFc en raton HemA. La Fig. 9B muestra el perfil PK de rFVIIl y rFVIIIFc
en el ratén doblemente inactivado (DKO) en FVIII/'VWF. El eje Y muestra la actividad de FVIIl en mUI/mL, y el
eje X muestra el tiempo.

La Figura 10A-B muestra la proteccion de FVIII por los fragmentos D'D3 como se muestra por el nivel de mFVIII
en plasma (mUI/mL) y el nivel de expresion de VWF (nM/mL) 48 horas después de la inyeccion de plasmido.
Los fragmentos de VWF usados para mostrar la proteccién de FVIII son VWF-001 (276 aa, monémero), VWF-
009 (276 aa, mondémero), VWF-002 (477 aa, mondémero), VWF-010 (477 aa, dimero), VWF-003 (511 aa,
monomero), VWF-011 (511 aa, dimero), VWF-004 (716 aa, monémero), VWF-012 (716 aa, dimero), VWF-006
y VWF-008.

La Figura 11 muestra el perfil farmacocinético de rBDD-FVIIl en ratones DKO FVIII-VWF cuando se co-
administran con fragmentos D'D3. La Figura 11A muestra la actividad de FVIII (mUIl/mL) medida por un ensayo
cromogénico de FVIII después de la co-administracién de rBDD-FVIIl y VWF-002 o rBDD-FVIIl y VWF-010 o
rBDD-FVIII solo en ratones DKO FVIII/VWF. La Fig. 11B muestra el nivel de VWF-002 y VWF-010 en plasma
(ng/mL) después de la administracion. El eje X representa el tiempo en horas.

La Figura 12 muestra el perfil farmacocinético de rFVIIIFc en ratones que expresan D'D3 de VWF. La Figura
12A muestra la cronologia de la inyeccién hidrodinamica (HDI) del dominio D'D3 que codifica ADN de plasmido
(dia -5), dosis intravenosa de rFVIIIFc (dia 0) y recogida de muestras PK (dia O - dia 3). La Figura 12B muestra
la actividad de FVIII en plasma posterior a la infusion de rFVIIIFc (mUl/mL) medida por un ensayo cromogénico
de FVIII en ratones DKO FVIII/VWF con HDI de los dominios D1D2D'D3 (477 aa) (circulo) y los dominios
D1D2D'D3 (477 aa) con sustituciones de cisteina (rectangulo) en ratones DKO FVIII/VWF. La actividad de FVIII
en ratones de control sin HDI de los dominios D'D3 se muestra como un tridngulo. La Fig. 10C muestra el nivel
de D'D3 en plasma (ng/mL) después de la administracion por HDI de la construccion de ADN de dimero de
D1D2D'D3 o mondémero de D1D2D'D3. El eje X representa el tiempo en horas.

La Figura 13 muestra la seleccion de conector de D'D3-Fc por HDI en ratones DKO FVIII/VWF. Se insertaron
diferentes longitudes de los conectores (20 aa (FVIII-064), 35 aa (FVIII-159), o 48 aa (FVIII-160)) entre los
dominios D'D3 y la regién Fc. Se midié la actividad de FVIII (mUI/mL) por un ensayo cromogénico de FVIII
después de HDI en ratones DKO FVIII/VWF.

La Figura 14 muestra la HDI del heterodimero de FVIIIFc de cadena sencilla/D'D3 en ratones DKO FVIII/VWF.
Se midieron las actividades de FVIII de rFVIIIFc-D'D3 (pSYN-FVIII-136) procesado (cadena doble) y rFVIIIFc-
D'D3 (pSYN-FVIII-148) de cadena sencilla 24 horas y 48 horas después de HDI.

La Figura 15 muestra la afinidad de unién del heterodimero FVIII-155/VWF-031 por hVWF inmovilizado por
ensayo de Octet. También se usaron FVIIIFc, FVIIl e IgG como controles. El eje x muestra el tiempo en
segundos, y el eje y muestra la unién en nanémetros (nm).

La Figura 16 muestra la farmacocinética de FVIII-155/VWF-031 en ratones deficientes en FVIII/VWF (DKO
FVIII/VWF). El eje x indica el tiempo en horas, y el eje y indica la recuperacién de FVIIl frente a la entrada en
porcentaje.

Figura 17: Diagramas esquematicos de los ejemplos de construcciones de fragmentos de VWF, en las que
VWF es el fragmento D1D2D'D3 de VWF; el conector es un conector de longitud variable que contiene un sitio
de escision, por ejemplo, un sitio de escision de trombina; H es un resto heter6logo, por ejemplo, una region
constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, un resto para conjugar polietilenglicol (PEG) y/o
PEG, una albumina o fragmento de albumina, un resto de union a albdmina, una secuencia de HAP, un resto
para polisialilacién y/o acido polisialico, un resto para hidroxietilalmidén (HES) y/o HES, o una secuencia de
PAS, etc.; y Fc es una region Fc de una inmunoglobulina. La Figura 17A tiene una férmula de D1D2-D'D3
parcial-H-D3 parcial-Conector-Fc. La Figura 17B tiene una férmula de D1D2-D' parcial-H-D'D3 parcial-
Conector-Fc. La Figura 17C tiene una formula de D1D2-D'D3 pegilado o hesilado-Conector-Fc. El conector
puede estar opcionalmente escindido.
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Figura 18: A) muestra que FVIIIFc pierde actividad de FVIII en tanto plasma de HemA (diamante) como de
DKO (cuadrado) con el tiempo. La actividad de FVIII se mide por el ensayo cromogénico. El eje x muestra el
tiempo en horas, y el eje y muestra la actividad relativa. B) muestra que la pérdida en la actividad de FVIIl es
debida a la disociacién o degradacion de la cadena pesada (HC). El panel izquierdo muestra un ensayo de
inmunoprecipitacién usando anticuerpo policlonal de oveja anti-FVIIl en gel al 4-15 % de Bio-rad. Se redujo el
gel y se obtuvieron imagenes por el sistema de Bio-rad. El carril 1 muestra marcador sin tefir de Bio-rad; el
carril 2 muestra FVIIIFc y PBS; el carril 3 muestra plasma de FVIlIFc y DKO; y el carril 5 muestra anticuerpo
policlonal de oveja anti-FVIII solo. El panel derecho muestra analisis Western de gel usando anticuerpo de FVIII
anti-cadena pesada (GMAQ012). El carril 1 muestra marcador sin tefiir de Bio-rad; el carril 2 muestra FVIIIFc y
PBS; el carril 3 muestra plasma de FVIIIFc y DKO; y el carril 4 muestra anticuerpo policlonal de oveja anti-FVIII
solo.

Figura 19: muestra la actividad de FVIIl de FVIIIFc no mutante (circulo), scFVIIIFc (FVIIl de cadena sencilla)
(triangulo relleno), o heterodimero FVII:VWF (por ejemplo, FVIII155/VWF31) (triangulo blanco) por ensayo
cromogénico en plasma de ratén DKO (panel izquierdo) y plasma de raton HemA (panel derecho) en funcién
del tiempo. El eje y muestra la actividad relativa de FVIIl. FVIIIFc no mutante contiene cadena doble de FVIII
(es decir, cadena pesada de FVIIl y cadena ligera de FVIII mantenidas juntas no covalentemente) y asi tiene
tres cadenas, una cadena pesada de FVIII, una cadena ligera de FVIII fusionada con una Fc, y una Fc sola.
scFVIIIFc contiene un FVIII de cadena sencilla y asi tiene dos cadenas, una con FVIIl de cadena sencilla
fusionada con una Fc y otra con una Fc sola. El heterodimero FVIII:VWF (por ejemplo, FVIII155/VWF031)
contiene FVIII de cadena sencilla fusionado con una Fc y un fragmento de VWF (D'D3) fusionado con una Fc.

La Figura 20 muestra el procesamiento del dominio D1D2 del fragmento de VWF (por ejemplo, VWF-
031(D1D2D'D3Fc)) por PC5 o PACE (furina) a diferentes concentraciones. El procesamiento de D1D2 se
muestra en un gel al 4-15 % de Bio-rad en una condicién reducida por generador de imagenes de Bio-rad. El
carril 1 muestra VWFO031 solo; el carril 2 muestra PC5 solo; el carril 3 muestra PACE solo; el carril 4 muestra
VWF031 y PC5 a 2,5 %; el carril 5 muestra VWF031 y PC5 a 5 %; el carril 6 muestra VWF031 y PC5 a 7,5 %;
el carril 7 muestra VWF031 y PC5 a 10 %; el carril 8 muestra VWF031 y PACE a 2,5 %; el carril 9 muestra
VWF031 y PACE a 5 %; el carril 10 muestra VWF031 a 7,5 %; y el carril 11 muestra VWF031 y PACE a 10 %.

Figura 21: A) muestra que un ensayo de union de un heterodimero FVIII:.VWF (por ejemplo, FVIII-155/VWF-
031) por el instrumento Octet de ForteBio. Para el ensayo, se captur6 VWF de longitud completa usando
sensor de APS. La union de FVIIIFc y FVIII a VWF de longitud completa se muestra en el panel inferior
izquierdo. La ausencia de unién de FVIIIY1680 (un mutante que no tiene afinidad por VWF) y el heterodimero
FVIIEVWF (FVIIIT55/VWF031) se muestra en el panel inferior derecho. B) muestra otro ensayo de unién de un
heterodimero FVIII:VWF (por ejemplo, FVIII-155/VWF-031). En este ensayo, las construcciones (construccion
VWFO031, FVIII-155/VWFO031, o FVIIl) se inmovilizaron sobre sensor de proteina G. Se midi6 la unién de las
construcciones a FVIII.

La Figura 22 muestra la afinidad de union de dominios D'D3 de VWF con la molécula FVIII medida por un
experimento de resonancia plasmatica superficial. Se capturé la construccién VWF031 (100 UR) por 1000 UR
de anti-IlgG humana. Se aplicé FVIII de dominio B delecionado en modo de cinética de ciclo Unico en ajuste 1:1.
El numero total fue 4.

La Figura 23 muestra los efectos de diferente longitud de conector en las construcciones de heterodimero
FVIIIFc/VWF sobre la farmacocinética cuando se administran a ratones DKO FVIII/VWF. Se insertaron tres
conectores diferentes (48 aa, 73aa, o 98aa) entre D'D3 y Fc, es decir, VWF031, VWF035 y VWFO036. La
actividad de FVIII normalizada al valor de 5 min (%) se muestra en el eje y.

La Figura 24 muestra ejemplos de union de sortasa de un fragmento de VWF con FVIII. A) muestra dos
construcciones de unién, (1) un fragmento de VWF fusionado con un motivo de reconocimiento de sortasa (por
ejemplo, LPXTG) en el extremo C y (2) FVIII que tiene glicina (n) en el extremo N. Después de la reaccidon con
sortasa, el fragmento de VWF y el motivo de reconocimiento de sortasa se unen al extremo N de FVIII. B)
muestra dos construcciones de union, (1) FVIII que se fusiona con un motivo de reconocimiento de sortasa en
su extremo C y (2) un fragmento de VWF que tiene glicina (n) en su extremo N. Después de la reaccion con
sortasa, FVIIl y el motivo de reconocimiento de sortasa se fusionan con el fragmento de VWF en el extremo N
del fragmento de VWF. C) muestra dos construcciones de unién, (1) un fragmento de VWF fusionado con un
motivo de reconocimiento de sortasa por un conector de longitud variable y (2) FVIII fusionado con glicina (n)
en su extremo N. Después de la reaccion con sortasa, el VWF fusionado por un conector con el motivo de
reconocimiento de sortasa se une al extremo N de FVIII. D) muestra dos construcciones de unién, (1) FVIII
fusionado por un conector de longitud variable con un motivo de reconocimiento de sortasa y (2) un fragmento
de VWF fusionado con glicina (n) en su extremo N. Después de la reaccion con sortasa, FVIII fusionado por un
conector con el motivo de reconocimiento de sortasa se une al extremo N de fragmento de VWF. E) muestra
una construccién de unién que contiene un fragmento de VWF fusionado por un conector de longitud variable
con un motivo de reconocimiento de sortasa, que también se fusiona con un sitio de escision de proteasa (por
ejemplo, sitio de escisién de trombina) fusionado por un conector de longitud variable con una Fc.
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La Figura 25 muestra una comparacién esquematica de FVIII155 y FVIII198. FVIII155 codifica una proteina
FVIIIFc de cadena sencilla. FVIII198 es un dominio B parcial que contiene la molécula de FVIIIFc de cadena
sencilla-226N6. 226 representa el aminoacido 226 del extremo N del dominio B de FVIII, y N6 representa seis
sitios de N-glucosilacién en el dominio B.

La Figura 26 A) muestra un ensayo de estabilidad que mide la actividad relatividad de FVIII155 y FVIII198 en
plasma de DKO en funcién del tiempo. Como se puede apreciar en la figura, la presencia del dominio B parcial
en FVIII198 aumentd la estabilidad de FVIIIFc de cadena sencilla en comparacion con FVIII155; B) muestra
una comparacion de las semividas de FVIII198, FVIII155 y cadena doble (dcFVIlIFc) en ratones DKO. Como se
puede apreciar en la figura, FVIIl de cadena sencilla (FVIII155) tiene un aumento de 1,5 veces en la semivida
en comparacion con FVIII de cadena doble. FVIII de cadena sencilla con el dominio B de 266N6 (FVIII198) tuvo
un aumento adicional de 1,5 veces en la semivida. El grafico muestra la recuperacién de FVIII frente al valor de
5 minutos (%) en funcién del tiempo.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
DEFINICIONES

Se debe observar que el término "un" o "una" entidad se refiere a uno 0 mas de esa entidad; por ejemplo, se
entiende que "una secuencia de nucledtidos" representa una o mas secuencias de nuclettidos. Como tal, los
términos "un" (o "una"), "uno o mas," y "al menos uno", se pueden usar indistintamente en el presente documento.

El término "polinucledtido” o "nucleétido” pretende englobar un acido nucleico singular, asi como acidos nucleicos
plurales, y se refiere a una molécula o construccion de acido nucleico aislada, por ejemplo, ARN mensajero (ARNm)
o ADN de plasmido (ADNp). En ciertas realizaciones, un polinucledtido comprende un enlace fosfodiéster
convencional o un enlace no convencional (por ejemplo, un enlace amida, tal como se encuentra en acidos nucleicos
peptidicos (PNA)). El término "acido nucleico" se refiere a uno cualquiera o mas segmentos de acidos nucleicos, por
ejemplo, fragmentos de ADN o ARN, presentes en un polinucleétido. Por acido nucleico o polinucleétido "aislado”
esta prevista una molécula de &cido nucleico, ADN o ARN, que se ha retirado de su entorno nativo. Por ejemplo, un
polinucleétido recombinante que codifica un polipéptido de factor VIII contenido en un vector se considera aislado
para los fines de la presente invencién. Los ejemplos adicionales de un polinucleétido aislado incluyen
polinucleétidos recombinantes mantenidos en células hospedadoras heter6logas o purificados (parcialmente o
sustancialmente) de otros polinucleétidos en una disolucion. Las moléculas de ARN aisladas incluyen transcritos de
ARN in vivo o in vitro de polinucleétidos de la presente invencién. Los polinucleétidos aislados o acidos nucleicos
segln la presente invencion incluyen ademas dichas moléculas producidas sintéticamente. Ademas, un
polinucleétido o un acido nucleico pueden incluir elementos reguladores tales como promotores, potenciadores,
sitios de unién al ribosoma, o sefales de terminacién de la transcripcion.

Como se usa en el presente documento, una "region codificante” o "secuencia codificante" es una porcion de
polinucleétido que consiste en codones traducibles en aminoacidos. Aunque un "coddn de terminacion" (TAG, TGA,
o TAA) normalmente no se traduce en un aminodcido, se puede considerar que es parte de una regién codificante,
pero cualquier secuencia flanqueante, por ejemplo, promotores, sitios de uniéon al ribosoma, terminadores
transcripcionales, intrones, y similares, no es parte de una regién codificante. Los limites de una region codificante
normalmente se determinan por un coddén de iniciacion en el extremo 5', que codifica el extremo amino del
polipéptido resultante, y un codén de terminacion de la traduccion en el extremo 3', que codifica el extremo carboxilo
del polipéptido resultante. Pueden estar presentes dos o mas regiones codificantes de la presente invencion en una
Unica construcciéon de polinucleétido, por ejemplo, en un Unico vector, o en construcciones de polinucleétido
separadas, por ejemplo, en vectores separados (diferentes). De esto resulta, entonces, que un Unico vector puede
contener solo una Unica regién codificante, o comprender dos 0 mas regiones codificantes, por ejemplo, un Unico
vector puede codificar por separado un dominio de unién A y un dominio de uniéon B, como se describe mas
adelante. Ademas, un vector, polinucleétido, o acido nucleico, de la invencion puede codificar regiones codificantes
heterdlogas, o fusionadas o sin fusionar con un acido nucleico que codifica un dominio de unién de la invencion. Las
regiones codificantes heterélogas incluyen sin limitacién elementos o motivos especializados, tales como un péptido
senal secretor o un dominio funcional heterélogo.

Ciertas proteinas secretadas por células de mamifero estan asociados con un péptido sefal secretor que se escinde
de la proteina madura una vez se ha iniciado la exportacion de la cadena de proteina en crecimiento a través del
reticulo endoplasmatico rugoso. Los expertos habituales en la técnica conocen que los péptidos sefal, en general,
se fusionan con el extremo N del polipéptido, y se escinden del polipéptido completo o de "longitud completa" para
producir una forma secretada o "madura" del polipéptido. En ciertas realizaciones, se usa un péptido sefial nativo,
por ejemplo, un péptido sefal de cadena pesada o cadena ligera de la inmunoglobulina, o un derivado funcional de
esa secuencia que retiene la capacidad para dirigir la secrecion del polipéptido al que esta operativamente asociado.
Alternativamente, se puede usar un péptido sefial de mamifero heterdlogo, por ejemplo, un activador de
plasminégeno de tejido humano (TPA). O péptido senal de B-glucuronidasa de ratén, o un derivado funcional del
mismo.
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El término "en la direccion 3" se refiere a una secuencia de nucleétidos que se localiza 3' con respecto a una
secuencia de nucleétidos de referencia. En ciertas realizaciones, las secuencias de nucleétidos en la direcciéon 3' se
refieren a secuencias que siguen el punto de inicio de la transcripciéon. Por ejemplo, el codén de iniciacién de la
traduccién de un gen se localiza en la direccién 3' del sitio de inicio de la transcripcion.

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

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

Un polinucleétido que codifica un producto génico, por ejemplo, un polipéptido, puede incluir un promotor y/u otros
elementos de control de la transcripcién o de la traduccion operativamente asociados a una o mas regiones
codificantes. En una asociacién operativa, una region codificante de un producto génico, por ejemplo, un polipéptido,
se asocia con una o0 mas regiones reguladoras de tal forma que pongan la expresién del producto génico bajo la
influencia o control de la(s) region (regiones) reguladora(s). Por ejemplo, una region codificante y un promotor estan
"operativamente asociados" si la induccion de la funcién de promotor da como resultado la transcripcion de ARNm
que codifica el producto génico codificado por la regién codificante, y si la naturaleza del enlace entre el promotor y
la region codificante no interfiere con la capacidad del promotor para dirigir la expresién del producto génico o
interferir con la capacidad del molde de ADN a transcribir. También se pueden asociar operativamente otros
elementos de control de la transcripcion, ademas de un promotor, por ejemplo, potenciadores, operadores,
represores y sefales de terminacién de la transcripcion, a una regién codificante para dirigir la expresion del
producto génico.

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

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

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

Un "vector" se refiere a cualquier vehiculo para la clonacion de y/o transferencia de un acido nucleico en una célula
hospedadora. Un vector puede ser un replicon al que se puede unir otro segmento de acido nucleico de manera que
provoque la replicacion del segmento unido. Un "replicdn" se refiere a cualquier elemento genético (por ejemplo,
plasmido, fago, cosmido, cromosoma, virus) que actiia como una unidad de replicaciéon auténoma in vivo, es decir,
capaz de replicacién bajo su propio control. El término "vector" incluye tanto vehiculos virales como no virales para
introducir el acido nucleico en una célula in vitro, ex vivo o in vivo. Se conocen un gran numero de vectores y se
usan en la técnica incluyendo, por ejemplo, plasmidos, virus eucariotas modificados, o virus bacterianos modificados.
La insercién de un polinucleétido en un vector adecuado se puede llevar a cabo uniendo los fragmentos de
polinucleétidos apropiados en un vector elegido que tiene extremos cohesivos complementarios.
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Los vectores se pueden manipular para codificar marcadores de seleccion o indicadores que proporcionan la
seleccién o identificacién de células que han incorporado el vector. La expresién de marcadores de seleccion o
indicadores permite la identificacion y/o seleccién de células hospedadoras que incorporan y expresan otras
regiones codificantes contenidas sobre el vector. Los ejemplos de genes marcadores de seleccién conocidos y
usados en la materia incluyen: genes que proporcionan resistencia a ampicilina, estreptomicina, gentamicina,
kanamicina, higromicina, el herbicida bialafos, sulfonamida, y similares; y genes que se usan como marcadores
fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina, gen isopentanil transferasa, y similares. Los ejemplos de
indicadores conocidos y usados en la materia incluyen: luciferasa (Luc), proteina verde fluorescente (GFP),
cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), -galactosidasa (LacZ), -glucuronidasa (Gus), y similares. También se puede
considerar que los marcadores de seleccion son indicadores.

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

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

Un "vector de clonacion” se refiere a un "replicén”, que es una unidad de longitud de un acido nucleico que se replica
secuencialmente y que comprende un origen de replicacion, tal como un plasmido, fago o césmido, al que se puede
unir otro segmento de &cido nucleico de manera que provoque la replicacién del segmento unido. Ciertos vectores
de clonacidén son capaces de replicacion en un tipo de célula, por ejemplo, bacterias, y expresiéon en otro, por
ejemplo, células eucariotas. Los vectores de clonacién normalmente comprenden una o mas secuencias que se
pueden usar para la seleccién de células que comprenden el vector y/o uno o mas sitios de clonacion multiple para
la insercién de secuencias de acidos nucleicos de interés.

El término "vector de expresion" se refiere a un vehiculo disefiado para permitir la expresion de una secuencia de
acidos nucleicos insertada tras la insercion en una célula hospedadora. La secuencia de acidos nucleicos insertada
se pone en asociacion operativa con regiones reguladoras, como se ha descrito anteriormente.

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

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

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

Un polipéptido "aislado” o un fragmento, variante, o derivado del mismo, se refiere a un polipéptido que no esta en
su ambito natural. No se requiere nivel de purificacion particular. Por ejemplo, un polipéptido aislado se puede retirar
simplemente de su entorno nativo o natural. Los polipéptidos y proteinas recombinantemente producidos expresados
en células hospedadoras se consideran aislados para el fin de la invencién, ya que son polipéptidos nativos o
recombinantes que han sido separados, fraccionados, o parcialmente o sustancialmente purificados, por cualquier
técnica adecuada.
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También se incluyen en la presente divulgacion fragmentos o variantes de polipéptidos, y cualquier combinacion de
los mismos. El término "fragmento” o "variante", cuando se refiere a dominios de unién a polipéptido o moléculas de
unién de la presente divulgacion, incluye cualquier polipéptido que retenga al menos algunas de las propiedades (por
ejemplo, afinidad de unién de FcRn por un dominio de uniéon de FcRn o variante de Fc, actividad de coagulacién
para una variante de FVIII, o la actividad de unién de FVIII para el fragmento de VWF) del polipéptido de referencia.
Los fragmentos de polipéptidos incluyen fragmentos proteoliticos, asi como fragmentos de delecion, ademés de los
fragmentos especificos de anticuerpo tratados en cualquier parte en el presente documento, pero no incluyen el
polipéptido de longitud completa que existe de forma natural (o polipéptido maduro). Las variantes de dominios de
unién de polipéptido o moléculas de union de la presente divulgacion incluyen fragmentos como se ha descrito
anteriormente, y también polipéptidos con secuencias de aminodcidos alteradas debido a sustituciones de
aminoacidos, deleciones, o inserciones. Las variantes pueden existir de forma natural o no existir de forma natural.
Las variantes que no existen de forma natural se pueden producir usando técnicas de mutagénesis conocidas en la
técnica. Los polipéptidos de variante pueden comprender sustituciones conservativas o no conservativas de
aminodcidos, deleciones o adiciones.

El término "fragmento de VWF" o "fragmentos de VWF", usado en el presente documento, significa cualquier
fragmento de VWF que interacciona con FVIII y retiene al menos una o mas propiedades que normalmente se
proporcionan a FVIII por VWF de longitud completa, por ejemplo, previniendo la activacién prematura para FVllla,
previniendo la protedlisis prematura, previniendo la asociacion con membranas de fosfolipido que podrian conducir a
eliminacion prematura, previniendo la unién a receptores de eliminacién de FVIII que se pueden unir a FVIII
desnudo, pero no a FVIII unido a VWF, y/o estabilizando las interacciones de cadenas pesadas y cadenas ligeras de
FVIII. El término "fragmento de VWF", como se usa en el presente documento, no incluye proteina VWF de longitud
completa o madura. En una realizacion particular, el "fragmento de VWF", como se usa en el presente documento,
comprende un dominio D' y un dominio D3 de la proteina VWF, pero no incluye el dominio A1, el dominio A2, el
dominio A3, el dominio D4, el dominio B1, el dominio B2, el dominio B3, el dominio C1, el dominio C2 y el dominio
CK de la proteina VWF.

El término "factor limitante de la semivida" o "factor limitante de la semivida de FVIII", como se usa en el presente
documento, indica un factor que previene que la semivida de una proteina FVIIl sea mas larga de 1,5 veces o 2
veces en comparacion con FVIII no mutante (por ejemplo, ADVATE® o REFACTO®). Por ejemplo, VWF de longitud
completa 0 madura puede actuar de factor limitante de la semivida de FVIII induciendo que el complejo de FVIIl y
VWF se elimine del sistema por una o mas vias de eliminacion de VWF. En un ejemplo, VWF enddgeno es un factor
limitante de la semivida de FVIIl. En otro ejemplo, una molécula de VWF recombinante de longitud completa no
covalentemente unida a una proteina FVIII es un factor limitante de la semivida de FVIII.

El término "VWF enddgeno”, como se usa en el presente documento, indica moléculas de VWF naturalmente
presentes en el plasma. La molécula de VWF enddgeno puede ser un multimero, pero puede ser un monémero o un
dimero. EI VWF enddgeno en plasma se une a FVIIl y forma un complejo no covalente con FVIII.

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

Como se conoce en la técnica, la "identidad de secuencia" entre dos polipéptidos se determina comparando la
secuencia de aminoacidos de un polipéptido con la secuencia de un segundo polipéptido. Cuando se trata en el
presente documento, si cualquier polipéptido particular es al menos aproximadamente 50 %, 60 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 99 % o 100 % idéntico a otro polipéptido, se puede determinar usando métodos y
programas informaticos/software conocidos en la técnica tales como, pero no se limitan a, el programa BESTFIT
(Wisconsin Sequence Analysis Package, Version 8 para Unix, Genetics Computer Group, University Research Park,
575 Science Drive, Madison, WI 53711). BESTFIT usa el algoritmo de homologia local de Smith y Waterman,
Advances in Applied Mathematics 2:482-489 (1981), para encontrar el mejor segmento de homologia entre dos
secuencias. Cuando se usa BESTFIT o cualquier otro programa de alineamiento de secuencias para determinar si
una secuencia particular es, por ejemplo, 95 % idéntica a una secuencia de referencia segun la presente invencion,
los parametros se establecen, por supuesto, de forma que el porcentaje de identidad se calcule con respecto a la
longitud completa de la secuencia de polipéptidos referencia y que se permitan huecos en la homologia de hasta el
5 % del numero total de aminoacidos en la secuencia de referencia.

Como se usa en el presente documento, un "amino&cido correspondiente a" o un "aminodacido equivalente" en una
secuencia de VWF o una secuencia de proteinas de FVIII se identifica por alineamiento para maximizar la identidad
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o similitud entre una primera secuencia de VWF o FVIIl y una segunda secuencia de VWF o FVIII. El nUmero usado
para identificar un aminoacido equivalente en una segunda secuencia de VWF o FVIII se basa en el nimero usado
para identificar el aminoacido correspondiente en la primera secuencia de VWF o FVIII.

Una proteina de "fusién" o "quimérica" comprende una primera secuencia de aminoacidos unida a una segunda
secuencia de aminoacidos con la que no se une naturalmente en la naturaleza. Las secuencias de aminoacidos que
normalmente existen en proteinas separadas se pueden poner juntas en el polipéptido de fusion, o las secuencias
de aminoacidos que normalmente existen en la misma proteina se pueden poner en una nueva disposiciéon en el
polipéptido de fusién, por ejemplo, fusion de un dominio de factor VIIl de la invenciéon con un dominio Fc de
inmunoglobulina. Una proteina de fusién se crea, por ejemplo, por sintesis quimica, o por creacién y traduccion de
un polinucledétido en el que las regiones de péptido estan codificadas en la relacion deseada. Una proteina quimérica
puede comprender ademdas una segunda secuencia de aminoacidos asociada a la primera secuencia de
aminoacidos por un enlace no peptidico covalente, o un enlace no covalente.

Como se usa en el presente documento, el término "semivida" se refiere a una semivida biolégica de un polipéptido
particular in vivo. La semivida se puede representar por el tiempo requerido para que la mitad de la cantidad
administrada a un sujeto sea eliminada de la circulacién y/u otros tejidos en el animal. Cuando se construye una
curva de eliminacion de un polipéptido dado en funcién del tiempo, la curva es normalmente bifasica con una fase a
rapida y una fase B larga. La fase a normalmente representa un equilibrio del polipéptido de Fc administrado entre el
espacio intra- y extra-vascular y se determina, en parte, por el tamafio del polipéptido. La fase B normalmente
representa el catabolismo del polipéptido en el espacio intravascular. En algunas realizaciones, FVIIl y las proteinas
quiméricas que comprenden FVIII son monoféasicas, y asi no tienen una fase alfa, sino solo la fase beta individual.
Por tanto, en ciertas realizaciones, el término semivida, como se usa en el presente documento, se refiere a la
semivida del polipéptido en la fase B. La semivida tipica de la fase 8 de un anticuerpo humano en seres humanos es
21 dias.

El término "heter6logo”, como se aplica a un polinucleétido o un polipéptido, significa que el polinucleétido o
polipéptido deriva de una entidad distinta de la entidad con la que se compara. Por tanto, un polipéptido heter6logo
unido a un fragmento de VWF significa una cadena de polipéptidos que se une a un fragmento de VWF y no es una
parte que existe de forma natural del fragmento de VWF. Por ejemplo, un polinucleétido o antigeno heterdlogo puede
derivar de una especie diferente, tipo diferente de célula de un individuo, o el mismo tipo de célula o tipo diferente de
individuos distintos.

El término "unido", como se usa en el presente documento, se refiere a una primera secuencia de aminoacidos o
secuencia de nucledtidos covalentemente o no covalentemente unida a una segunda secuencia de aminoacidos o
secuencia de nucledtidos, respectivamente. El término "covalentemente unido" o "enlace covalente" se refiere a un
enlace covalente, por ejemplo, un enlace disulfuro, un enlace peptidico, 0 uno 0 mas aminoacidos, por ejemplo, un
conector, entre los dos restos que se unen juntos. La primera secuencia de aminoacidos o de nucleétidos se puede
unir directamente o yuxtaponer con la segunda secuencia de aminoacidos o de nucleétidos, o alternativamente una
secuencia intercalada puede unir covalentemente la primera secuencia con la segunda secuencia. El término "unido”
significa no solo una fusién de una primera secuencia de aminoacidos con una segunda secuencia de aminoacidos
en el extremo C o el extremo N, sino que también incluye la insercién de toda la primera secuencia de aminoacidos
(o la segunda secuencia de aminodacidos) en cualesquiera dos aminoacidos en la segunda secuencia de
aminoacidos (o la primera secuencia de aminoacidos, respectivamente). En una realizacion, la primera secuencia de
aminoacidos se puede unir a una segunda secuencia de aminoacidos por un enlace peptidico o un conector. La
primera secuencia de nucleétidos se puede unir a una segunda secuencia de nucleétidos por un enlace fosfodiéster
0 un conector. El conector puede ser un péptido o un polipéptido (para cadenas de polipéptidos) o un nucleétido o
una cadena de nuclettidos (para cadenas de nucleétidos), o cualquier resto quimico (para tanto cadenas de
polipéptidos como de polinucleétidos). El enlace covalente se indica algunas veces como (-) o guién.

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

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

Como se usa en el presente documento, el término "sitio de escision” o "sitio de escisién enzimatica" se refiere a un
sitio reconocido por una enzima. Ciertos sitios de escisién enzimatica comprenden un sitio de procesamiento
intracelular. En una realizacion, un polipéptido tiene un sitio de escision enzimatica escindido por una enzima que se
activa durante la cascada de coagulacién, de forma que la escision de dichos sitios ocurre en el sitio de formacién
del coagulo. A modo de ejemplo, dichos sitios incluyen, por ejemplo, los reconocidos por trombina, factor Xla o factor
Xa. A modo de ejemplo, los sitios de escision de FXla incluyen, por ejemplo, TQSFNDFTR (SEQ ID NO: 47) y
SVSQTSKLTR (SEQ ID NO: 48). A modo de ejemplo, los sitios de escisidn de trombina incluyen, por ejemplo,
DFLAEGGGVR (SEQ ID NO: 49), TTKIKPR (SEQ ID NO: 50), LVPRG (SEQ ID NO: 55) y ALRPR (aminoéacidos 1 a
5 de SEQ ID NO: 51). Se conocen en la técnica otros sitios de escisién enzimatica.

Como se usa en el presente documento, el término "sitio de procesamiento" o "sitio de procesamiento intracelular”
se refiere a un tipo de sitio de escisién enzimatica en un polipéptido que es la diana para enzimas que funcionan
después de la traduccién del polipéptido. En una realizacién, dichas enzimas funcionan durante el transporte desde
la luz de Golgi hasta el compartimento trans-Golgi. Las enzimas de procesamiento intracelular escinden polipéptidos
antes de la secreciéon de la proteina de la célula. Los ejemplos de dichos sitios de procesamiento incluyen, por
ejemplo, los dirigidos por la familia PACE/furina (donde PACE es un acr6nimo de enzimade escision
de aminoé&cidos basicos emparejados) de endopeptidasas. Estas enzimas se localizan en la membrana de Golgi y
escinden proteinas en el lado del extremo carboxi del motivo de secuencia Arg-[cualquier resto]-(Lys o Arg)-Arg.
Como se usa en el presente documento, la familia de "furina" de enzimas incluye, por ejemplo, PCSK1 (también
conocida como PC1/Pc3), PCSK2 (también conocida como PC2), PCSK3 (también conocida como furina o PACE),
PCSK4 (también conocida como PC4), PCSK5 (también conocida como PC5 o PC6), PCSK6 (también conocida
como PACE4), o PCSK7 (también conocida como PC7/LPC, PC8 o SPC7). Se conocen en la técnica otros sitios de
procesamiento.

El término "furina" se refiere a las enzimas correspondientes a EC n® 3.4.21.75. La furina es una proproteina
convertasa de tipo subtilisina, que también se conoce como PACE (enzimade escision de aminoacidos
basicos emparejados). La furina deleciona secciones de proteinas precursoras inactivas para convertirlas en
proteinas biolégicamente activas. Durante su transporte intracelular, se escinde el pro-péptido de la molécula de
VWF maduro por una enzima furina en el Golgi.

En construcciones que incluyen més de un sitio de procesamiento o de escision, se entenderd que dichos sitios
pueden ser iguales o diferentes.

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

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

La proteina quimérica de la invencién también se usa para tratamiento a demanda (también denominado
"episédico"). El término "tratamiento a demanda" o "tratamiento episédico” se refiere a la administracién de una
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molécula quimérica en respuesta a sintomas de un episodio de sangrado o antes de una actividad que puede
provocar sangrado. En un aspecto, el tratamiento a demanda (episédico) se puede administrar a un sujeto cuando el
sangrado empieza, tal como después de una lesion, o cuando se espera sangrado, tal como antes de cirugia. En
otro aspecto, el tratamiento a demanda se puede administrar antes de actividades que aumentan el riesgo de
sangrado, tales como deportes de contacto.

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

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

Proteinas quiméricas

La presente invencién se refiere a prolongar la semivida de una proteina factor VIII previniendo o inhibiendo que un
factor limitante de la semivida de FVIII (por ejemplo, VWF endbgeno) in vivo se asocie con la proteina FVIII. VWF
enddgeno se asocia con aproximadamente 95 % a aproximadamente 98 % de FVIII en complejos no covalentes. Se
conoce que los VWF enddgenos unidos a una proteina FVIII protegen FVIII de diversas formas. Por ejemplo, VWF
de longitud completa (como un multimero que tiene aproximadamente 250 kDa) puede proteger FVIII de la escision
de proteasas y la activacion de FVIII, estabilizar la cadena pesada y/o cadena ligera de FVIII, y prevenir la
eliminacion de FVIII por receptores depuradores. Sin embargo, al mismo tiempo, VWF enddgeno limita la semivida
de FVIII, previniendo la pinocitosis y eliminando el complejo FVIII-VWF del sistema mediante la via de eliminacién de
VWF. Se cree, como se muestra en los ejemplos, que VWF enddgeno es el factor limitante de la semivida que
previene que la semivida de una proteina FVIII fusionada con un prolongador de la semivida sea mas larga de
aproximadamente dos veces la de FVIII no mutante. Por tanto, la presente invencién previene o inhibe la interacciéon
entre VWF endd6geno y una proteina FVIII usando un resto auxiliar, en donde el resto auxiliar es un fragmento de
VWF que comprende una dominio D' y un dominio D3 de VWF, previniendo asi que la proteina FVIII se elimine
mediante la via de eliminaciéon de VWF y/o induciendo pinocitosis. En una realizacion, el resto auxiliar es capaz de
prevenir o inhibir la unién de la proteina FVIII con VWF enddgeno y tiene al menos una propiedad protectora de FVIII
de tipo VWF. Ademas, el resto auxiliar reduce la eliminacién de FVIII del sistema previniendo o inhibiendo la
interaccion con VWF enddgeno. Los restos auxiliares de la presente invencién se unen a o asocian mediante enlace
covalente con una proteina FVIII y/o bloquean fisica o quimicamente el sitio de uniéon de VWF sobre la proteina
FVIIl. Asi, la proteina FVIII asociada al resto auxiliar se elimina de la circulacion mas lentamente por uno o mas
receptores de eliminacion de VWF, en comparacién con FVIII no mutante o FVIII no asociado a un resto auxiliar.

El resto auxiliar en la presente invencion es un fragmento de VWF descrito en el presente documento. En una
realizacién, el resto auxiliar se asocia (o une) con la proteina FVIII por un enlace covalente. Para prevenir la
disociacion del resto auxiliar con la proteina FVIII, el enlace entre la proteina FVIIl y el resto auxiliar es un enlace
covalente, por ejemplo, un enlace peptidico, uno 0 mas aminoacidos, o un enlace disulfuro. En ciertas realizaciones,
la asociacion (es decir, enlace) entre el resto auxiliar y la proteina FVIII es un enlace peptidico o un conector entre la
proteina FVIII y el resto auxiliar ("conector de FVIII/AM"). Los ejemplos no limitantes de conector se describen en
cualquier parte en el presente documento. El resto auxiliar covalentemente asociado a la proteina FVIII es un
fragmento de VWF descrito en cualquier parte en el presente documento.

En ciertas realizaciones, el resto auxiliar se une quimicamente (por ejemplo, no covalentemente) a o bloquea
fisicamente uno o mas sitios de unién de VWF sobre una proteina FVIII. El sitio de unién de VWF sobre una proteina
FVIII se localiza dentro del dominio A3 o el dominio C2 de la proteina FVIIl. En otras realizaciones mas, el sitio de
unién de VWF sobre una proteina FVIII se localiza dentro del dominio A3 y dominio C2. Por ejemplo, el sitio de union
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de VWF sobre una proteina FVIII puede corresponder a los aminoacidos 1669 a 1689 y/o 2303 a 2332 de
SEQ ID NO: 16 [FVIII maduro de longitud completa].

En otras realizaciones, una proteina quimérica de la invencion comprende una proteina FVIII unida a un resto
auxiliar, en donde el resto auxiliar es un fragmento de VWF que comprende un dominio D'y un dominio D3, pero que
no contiene el sitio de unién de receptor de eliminacion de VWF, y escuda o protege el sitio de union de VWF sobre
la proteina FVIII, inhibiendo o previniendo asi la interaccién de la proteina FVIII con VWF enddgeno. En ciertas
realizaciones, el fragmento de VWF (util para la presente invencién contiene el dominio D' y el dominio D3,
proporcionando aun una o mas ventajas de la propiedad de tipo VWF a la proteina FVIII, pero el fragmento de VWF
no se somete a la via de eliminacion de VWF. La proteina FVIIl y el resto auxiliar se pueden asociar covalentemente
por un conector (por ejemplo, conector de FVIII/AM). En una realizacién, el conector puede ser un conector
escindible. Los ejemplos no limitantes de los conectores se desvelan en cualquier parte en el presente documento.

En un aspecto, la presente invencion se refiere a una proteina quimérica o de fusién o hibrido que comprende uno o
mas de los fragmentos de VWF desvelados en el presente documento y usos de los mismos. La proteina quimérica
o de fusion se puede fusionar o unir a uno o mas restos heterélogos (algunas veces indicados en el presente
documento como H o H1). En una realizacion, el resto heter6logo (H1) es un péptido heterélogo o un polipéptido
heter6logo que no se produciria naturalmente y/o se une al fragmento de VWF. En otra realizacion, el resto
heterdlogo (H1) es un resto no de polipéptido, por ejemplo, modificacidon quimica o una combinacién de un péptido o
polipéptido y un resto no de polipéptido. En algunas realizaciones, los fragmentos de VWF estan unidos o
conectados al resto heterélogo (H1) por un conector (también denominado en el presente documento "conector de
VWF"). En una realizacion, el conector de VWF es un conector escindible. Los ejemplos no limitantes del conector
entre el fragmento de VWF y el resto heterélogo (H1) se desvelan en cualquier parte en el presente documento.

En una realizacion, el resto heterélogo (H1) util en la invencion mejora una o méas propiedades farmacocinéticas de
los fragmentos de VWF sin afectar significativamente la actividad bioldgica o funcion de los fragmentos de VWF (por
ejemplo, su unién a o asociacién con una proteina FVIII). En otra realizacién, el resto heterélogo (H1) unido al
fragmento de VWF puede prolongar la semivida de los fragmentos de VWF. Los ejemplos no limitantes del resto
heterélogo de polipéptido comprenden una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma,
albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albamina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP,
transferrina o un fragmento de la misma, o dos 0 mas combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes de
resto no de polipéptido heterdlogo incluyen polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un
derivado de los mismos, o cualquier combinacién de los mismos.

En algunas realizaciones, se puede usar un resto heterélogo (H1) para conectar el fragmento de VWF vy la proteina
FVIII por un enlace covalente. Los ejemplos de resto heter6logo que pueden proporcionar el enlace covalente
incluyen, pero no se limitan a, una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma que comprende
una region bisagra, por ejemplo, una region Fc o un componente de unién de FcRn. En un ejemplo especifico, la
proteina FVIII se une a una primera regién Fc, y el fragmento de VWF se une a una segunda region Fc, en donde la
primera regién Fc y la segunda regién Fc forman uno o més enlaces disulfuro.

En algunas realizaciones, el resto heterélogo (algunas veces indicado en el presente documento por "H" o "H1") es
una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma. Los ejemplos no limitantes de la regién
constante de inmunoglobulina o una porcion de la misma se pueden seleccionar del grupo que consiste en un
dominio CH1, un dominio CH2, un dominio CH3, un dominio CH4, un dominio bisagra, y dos o mas combinaciones
de los mismos. En una realizacion, la regiéon constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma comprende al
menos un dominio CH1, al menos un dominio CH2, al menos un dominio CH3, al menos un dominio CH4, o los
fragmentos funcionales de los mismos. En otra realizacién, la region constante de inmunoglobulina o una porcion de
la misma comprende al menos un dominio bisagra o una porciéon del mismo y al menos un dominio CH2 o una
porcién del mismo (por ejemplo, en la orientacion bisagra-CH2). En otras realizaciones, el dominio constante de la
inmunoglobulina o una porcién del mismo comprende al menos un dominio CH2 o una porcién del mismo y al menos
un dominio CH3 o una porcién del mismo (por ejemplo, en la orientacion CH2-CHS3). Los ejemplos de la combinacion
incluyen, pero no se limitan a, un dominio CH2, un dominio CH3 y un dominio bisagra, que también se conoce como
una region Fc (o dominio Fc), por ejemplo, una primera regiéon Fc. En otras realizaciones, el resto heter6logo (H1) se
une al fragmento de VWF por un conector. En ciertas realizaciones, el resto heter6logo (H1) es un componente de
unién de FcRn como se describe en cualquier parte en el presente documento. En otras realizaciones, el resto
heterdlogo (H1) es una regién bisagra.

En ciertas realizaciones, la proteina quimérica comprende ademas un segundo resto heter6logo (o adicional)
(indicado algunas veces en el presente documento por "H2"). Se observa que el primer resto heterélogo (H1) y el
segundo resto heterélogo (H2) se pueden usar indistintamente y pueden ser iguales o diferentes. El segundo resto
heterélogo (H2) se puede unir a la proteina FVIIl o en cualquier parte en la proteina quimérica por un enlace
peptidico, uno 0 mas aminodcidos, o por un conector (por ejemplo, conector de FVIII si se une a FVIIl). Dichas
construcciones se pueden denominar algunas veces heterodimero FVII/VWF. En una realizacion, el resto
heterdélogo (H2) comprende un polipéptido heterdlogo. En otra realizacién, el resto heter6logo (H2) comprende un
resto no de polipéptido. En otras realizaciones, el resto heterélogo (H2) comprende una combinaciéon de un resto
heterdlogo y un resto no de polipéptido. El segundo resto heterélogo (H2) puede ser un prolongador de la semivida.
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Los ejemplos no limitantes del segundo resto heterélogo de polipéptido (H2) incluyen una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albimina,
una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, o dos o mas
combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes del resto no de polipéptido heter6logo incluyen
polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, o cualquier combinacion
de los mismos. En ciertas realizaciones, el primer resto heterélogo (H1) y el segundo resto heterdlogo son iguales o
diferentes. Cualquiera o ambos del primer resto heter6logo (H1) y el segundo resto heter6logo (H2) pueden conferir
prolongacién de la semivida a la proteina FVIIl en una proteina quimérica, proporcionar una conexion mas fuerte que
la asociacion no covalente, es decir, por uno 0 mas enlaces covalentes entre la proteina FVIIl y el fragmento de VWF
en una proteina quimérica, o ambos. Una vez el fragmento de VWF fusionado o unido al primer resto heter6logo
(H1) retira el techo de semivida previniendo o inhibiendo la interaccion entre la proteina FVIII y la proteina VWF
enddgeno, la proteina FVIII fusionada con los restos heter6logos puede llegar a su potencial completo y puede tener
una semivida de mas de dos veces en comparacion con FVIII no mutante.

En ciertas realizaciones, el primer resto heterélogo (por ejemplo, una primera regién Fc) unido al fragmento de VWF
y el segundo resto heter6logo (por ejemplo, una segunda region Fc) unido a la proteina FVIII se asocian entre si de
forma que la asociacion prevenga la sustitucion del fragmento de VWF por VWF enddgeno in vivo. En una
realizacién, el segundo resto heter6logo es una segunda region Fc, en donde la segunda regién Fc se une o asocia
al primer resto heterdlogo, por ejemplo, la primera regioén Fc, por un enlace covalente, por ejemplo, enlace disulfuro,
un enlace peptidico, o un conector (uno 0 mas aminodcidos). Por ejemplo, el segundo resto heterdlogo (por ejemplo,
la segunda region Fc) unido a la proteina FVIII en un extremo se puede unir ademas al primer resto heterélogo (por
ejemplo, la primera regién Fc) unido al fragmento de VWF por un conector (por ejemplo, conector scFc) o asociar al
primer resto heterélogo por un enlace covalente. En otra realizacién, el segundo resto heterélogo (por ejemplo, la
segunda regién Fc) se une al fragmento de VWF que ya se une al primer resto heterélogo. En algunas realizaciones,
la proteina quimérica comprende una primera cadena de polipéptidos que comprende un fragmento de VWF y un
primer resto heter6logo y una segunda cadena de polipéptidos que comprende una proteina FVIII y un segundo
resto heterélogo, en donde la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de polipéptidos se asocian, en
donde la asociacion entre la primera cadena de polipéptidos que comprende el primer resto heterélogo y la segunda
cadena de polipéptidos que comprende el segundo resto heterélogo es un enlace covalente, permitiendo asi que el
fragmento de VWF y la proteina FVIII mantengan su interaccion entre si. Al mismo tiempo, VWF endo6geno, que
puede formar un enlace no covalente con la proteina FVIIl, no puede sustituir la cadena de polipéptidos
covalentemente unida que comprende el fragmento de VWF.

El conector entre el primer resto heter6logo (H1) y el fragmento de VWF (por ejemplo, conector de VWF) puede ser
un conector escindible, por ejemplo, un conector escindible de trombina. Los conectores escindibles se pueden
escindir por una proteasa seleccionada del grupo que consiste en factor Xla, factor Xlla, calicreina, factor Vlla, factor
IXa, factor Xa, factor lla (trombina), elastasa-2, granzima-B, TEV, enterocinasa, proteasa 3C, sortasa A, MMP-12,
MMP-13, MMP-17, MMP-20, y cualquier combinacién de los mismos. Estos conectores escindibles permiten que el
fragmento de VWF se escinda y disocie de la proteina FVIII tras la activacion de la cascada de coagulacion, dando
como resultado una proteina FVIII con potencial de actividad completa.

En otras realizaciones, la proteina quimérica se produce como una cadena sencilla de polipéptidos que comprende
un fragmento de VWF, un conector escindible, un primer resto heterélogo (H1), un conector procesable, una proteina
FVIII 'y un segundo resto heterélogo (H2) en cualquier orden. Después de la sintesis, el conector procesable se
puede escindir por una enzima proteasa intracelular antes de la secrecion, haciendo asi las dos cadenas de
polipéptidos como se ha descrito anteriormente. En la construccién de cadena sencilla antes de la secrecion, el
segundo resto heterélogo (por ejemplo, la segunda regién Fc) se puede unir al fragmento de VWF por un conector
procesable. En ciertas realizaciones, uno o0 mas conectores pueden comprender uno o mas sitios de escision.

En algunas realizaciones, la proteina quimérica de la invencion comprende ademds un tercer resto heterélogo
(algunas veces indicado en el presente documento por "H3"). El tercer resto heterélogo (H3) puede ser un
prolongador de la semivida. El resto heter6logo (H3) puede comprender un polipéptido heterélogo, un resto no de
polipéptido, 0 una combinacion de ambos. Los ejemplos no limitantes del tercer resto heterélogo (H3) incluyen una
region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de
unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, cualquier
derivado o variante de los mismos, o dos 0 mas combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes del resto
no de polipéptido incluyen polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los
mismos, o cualquier combinacion de los mismos. El primer resto heterélogo (H1) unido al fragmento de VWF, el
segundo resto heterélogo (H2) unido a la proteina FVIII y el tercer resto heterélogo (H3) pueden ser iguales o
diferentes. En una realizacion, el primer resto heterélogo (H1) es idéntico al segundo resto heterélogo (H2), pero es
diferente del tercer resto heter6logo (H3). En otra realizacion, el tercer resto heter6logo (H3) se fusiona o une a una
proteina FVIIl o un fragmento de VWF de la proteina quimérica. En algunas realizaciones, el tercer resto heter6logo
se inserta dentro de uno o mas dominios de la proteina FVIIl o entre dos dominios de la proteina FVIII.

En una realizacion, una proteina quimérica comprende una primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena
de polipéptidos, en donde la primera cadena comprende una proteina FVIII unida a un primer resto heterélogo (H1),
por ejemplo, una primera regiéon Fc, por un conector opcional (por ejemplo, conector de FVIIl) y la segunda cadena
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comprende un fragmento de VWF unido a un segundo resto heterélogo (H2), por ejemplo, una segunda region Fc,
por un conector opcional (por ejemplo, conector de VWF). La proteina FVIIl puede comprender ademas un tercer
resto heterélogo (H3), por ejemplo, cualquier resto prolongador de la semivida, por ejemplo, albumina, o una
secuencia de PAS, entre la cadena pesada de FVIIl y la cadena ligera de FVIII (es decir, resto de aminoacido 1648
de SEQ ID NO: 16), siendo asi una proteina FVIII de cadena sencilla. Alternativamente, la proteina FVIII puede ser
una proteina de cadena doble, es decir, la cadena pesada de FVIll y la cadena ligera de FVIII asociadas entre si por
un enlace covalente o no covalente (por ejemplo, un enlace metalico), en donde la cadena pesada se une ademas a
un tercer resto heterélogo (H3), por ejemplo, un polipéptido prolongador de la semivida no estructural, albimina o un
fragmento de la misma, o una secuencia de PAS. En otra realizacién, una proteina quimérica comprende una
primera cadena de polipéptidos y una segunda cadena de polipéptidos, en donde la primera cadena comprende una
proteina FVIII unida a un primer resto heterélogo (H1), por ejemplo, una primera regién Fc, por un conector opcional
(por ejemplo, conector de FVIIl) y la segunda cadena comprende un fragmento de VWF unido a un tercer resto
heterélogo (H3), por ejemplo, un polipéptido prolongador de la semivida no estructural, albumina o una secuencia de
PAS, que se une a un segundo resto heterélogo (H2), por ejemplo, una segunda regién Fc, por un conector opcional.
En algunas realizaciones, el tercer resto heterélogo (H3) (por ejemplo, un polipéptido prolongador de la semivida) se
puede unir al extremo C o extremo N de la proteina FVIII o insertar entre dos dominios de la proteina FVIII, o entre
dos amino&cidos en un dominio de la proteina FVIII.

En otras realizaciones, la proteina quimérica de la invencion comprende ademas un cuarto resto heterélogo (algunas
veces indicado en el presente documento por "H4") y/o un quinto resto heter6logo (algunas veces indicado en el
presente documento por "H5"). El cuarto o quinto resto heterélogo también pueden ser un prolongador de la
semivida. El cuarto resto heterélogo y/o el quinto resto heterélogo pueden ser iguales o diferentes del tercer resto
heterdlogo. El resto heter6logo puede comprender un polipéptido heterdlogo, un resto no de polipéptido, o una
combinacion de ambos. Los ejemplos no limitantes del cuarto o quinto resto heter6logo incluyen una region
constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albdmina o un fragmento de la misma, un resto de union a
albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, cualquier
derivado o variante de los mismos, o dos 0 mas combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes del resto
no de polipéptido incluyen polietilenglicol (PEG), acido polisidlico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los
mismos, o cualquier combinacién de los mismos. El primer resto heterélogo, el segundo resto heterélogo, el tercer
resto heterélogo, el cuarto resto heterdlogo y el quinto resto heterélogo pueden ser iguales o diferentes. En algunas
realizaciones, el cuarto resto heterélogo (por ejemplo, un polipéptido prolongador de la semivida) se puede unir al
extremo C o extremo N de la proteina FVIII o insertar entre dos dominios de la proteina FVIIl o entre dos
aminoacidos en un dominio de la proteina FVIIl. En otras realizaciones, el quinto resto heterdlogo (por ejemplo, un
polipéptido prolongador de la semivida) también se puede unir al extremo C o extremo N de la proteina FVIIl o
insertar entre dos dominios de la proteina FVIII o entre dos aminoacidos en un dominio de la proteina FVIII.

En ciertas realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina FVIII, un fragmento de VWF, un primer resto
heterdlogo, un segundo resto heterélogo, un tercer resto heterélogo, un cuarto resto heterélogo, y un quinto resto
heterdlogo, en donde el primer resto heterdlogo y el segundo resto heterélogo forman un enlace (por ejemplo, un
enlace covalente) entre la cadena que comprende la proteina FVIIl y la cadena que comprende el fragmento de
VWF, y el tercer resto heterélogo, el cuarto resto heterélogo y el quinto resto heterélogo son prolongadores de la
semivida, y en donde el enlace entre la cadena que comprende la proteina FVIII y la cadena que comprende el
fragmento de VWF es mas fuerte que la interacciéon no covalente entre FVIIl y el fragmento de VWF, previniendo asi
la unién de VWF endégeno a la proteina FVIII in vivo, in vitro, o ex vivo.

En otras realizaciones, la proteina quimérica comprende una proteina FVIII, un fragmento de VWF, un primer resto
heterdlogo, un segundo resto heter6logo, un tercer resto heterélogo, un cuarto resto heterélogo, un quinto resto
heterdlogo y un sexto resto heterélogo (algunas veces indicado en el presente documento como "H6"), en donde el
primer resto heterologo y el segundo resto heterélogo forman un enlace entre la cadena que comprende la proteina
FVIIl y la cadena que comprende el fragmento de VWF, y el tercer resto heterélogo, el cuarto resto heterélogo, el
quinto resto heterdlogo y el sexto resto heter6logo son prolongadores de la semivida, y en donde el enlace entre la
cadena que comprende la proteina FVIIl y la cadena que comprende el fragmento de VWF es mas fuerte que la
interaccion entre FVIIl y el fragmento de VWF, previniendo asi la unién de VWF enddgeno a la proteina FVIII in vivo,
in vitro o ex vivo.

En algunos casos, una proteina quimérica comprende una férmula seleccionada del grupo que consiste en:
(aa) V-L1-H1-L2-H2,
(bb) H2-L2-H1-L1-V,
(cc) H1-L1-V-L2-H2, y
(dd) H2-L2-V-L1-H1,
en donde V comprende un fragmento de VWF descrito en el presente documento;

cada uno de L1 y L2 comprende un conector opcional; y
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H1 comprende un primer resto heterélogo; y

H2 comprende un segundo resto heter6logo opcional. Cualquiera o ambos del primer resto heterélogo y el
segundo resto heterélogo puede ser un resto prolongador de la semivida. En un caso, H1 comprende un
polipéptido, un resto no de polipéptido, o ambos. El polipéptido util como H1 puede comprender una regién
constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de
unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, cualquier derivado o variante, o cualquier
combinacion de los mismos. El resto no de polipéptido puede comprender polietilenglicol (PEG), éacido
polisidlico y hidroxietilalmidon (HES), un derivado o variante de los mismos, o cualquier combinacién de los
mismos. En otro caso, H2 comprende un polipéptido, un resto no de polipéptido, o ambos. El polipéptido util
como H2 puede comprender una regiéon constante de inmunoglobulina o una porcion de la misma, albumina o
un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP,
cualquier derivado o variante, o cualquier combinacion de los mismos. El resto no de polipéptido puede
comprender polietilenglicol (PEG), acido polisidlico, hidroxietilalmidon (HES), un derivado o variante de los
mismos, o cualquier combinacién de los mismos. En ciertos casos, el conector entre H1 y H2 en las formulas
(aa) y (bb) es un conector procesable. En otros casos, el conector entre el fragmento de VWF y H1 en las
formulas (aa) y (bb) es un conector escindible, por ejemplo, un conector escindible de trombina que se puede
escindir por trombina.

La orientacién de las férmulas de polipéptido en el presente documento se enumera de extremo N (izquierda) a
extremo C (derecha). Por ejemplo, la férmula H-L-V significa la formula NH2-H-L-V-COOH. En un caso, las férmulas
descritas en el presente documento pueden comprender secuencias adicionales entre los dos restos. Por ejemplo, la
formula V-L1-H1-L2-H2 puede comprender ademas secuencias en el extremo N de V, entre Vy L1, entre L1 y H1,
entre H1 o L2, entre L2 0 H2, o en el extremo C de H2, a menos que se especifique de otro modo. En otro caso, el
guién (-) indica un enlace peptidico 0 uno o0 mas aminoacidos.

En casos especificos, una proteina quimérica comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una o mas
férmulas seleccionadas del grupo que consiste en (al) V-H, (a2) H-V, (a8) V-L-H, (a4) H-L-V, (a5) V-L1-H1-H2, (a6)
H2-H1-L1-V, (a7) V-L1-H1:H2, (a8) H2:H1-L1-V, (a9) V-H1:H2, (b1) H2:H1-V, (b2) V-L1-H1-L2-H2, (b3) H2-L2-H1-
L1-V, (b4) H1-V-H2, (b5) H1-L1-V-L2-H2, y (b6) H2-L2-V-L1-H1, en donde V comprende uno o mas de los
fragmentos de VWF descritos en el presente documento, L, L1 o L2 comprende un conector, H o H1 comprende un
primer resto heterélogo. En un caso, el primer resto heterélogo (H1) puede ser un polipéptido, un resto no de
polipéptido, 0 ambos. El resto heterdlogo de polipéptido puede comprender una regién constante de inmunoglobulina
0 una porcién de la misma, albdmina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de
PAS, una secuencia de HAP, o cualquier combinacién de los mismos. Los ejemplos no limitantes del resto no de
polipéptido util como H1 incluyen polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los
mismos, o cualquier combinacion de los mismos. En otro caso, H2 comprende un segundo resto heter6logo. El
segundo resto heterélogo puede ser un polipéptido, un resto no de polipéptido, 0 ambos. El resto heter6logo de
polipéptido puede comprender una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albimina o un
fragmento de la misma, un resto de unién a albdmina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, o cualquier
combinacion de los mismos. Los ejemplos no limitantes del resto no de polipéptido util como H1 incluyen
polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, o cualquier combinacion
de los mismos. En ciertos casos, el conector entre el primer resto heterdlogo y el segundo resto heterélogo es un
conector procesable. En otros casos, el conector entre el fragmento de VWF y el primer resto heterélogo o el
segundo resto heter6logo es un conector escindible, que comprende uno o mas sitios de escision, por ejemplo, un
conector escindible de trombina.

La proteina quimérica de la presente invencion comprende una férmula seleccionada del grupo que consiste en (aa),
(bb), (cc), (dd), (a1), (a2), (a3), (a4), (abd), (a6), (a7), (a8), (a9), (b1), (b2), (b3), (b4), (b5) y (b6) y una proteina FVIII,
que se une covalentemente o se asocia covalentemente al fragmento de VWF, el primer resto heter6logo (por
ejemplo, una primera regién Fc), o el segundo resto heterélogo (por ejemplo, una segunda regién Fc) de la formula.
En una realizacion, la proteina FVIII se une o asocia al fragmento de VWF por un enlace covalente o por un
conector. En otra realizacion, la proteina FVIIl se puede unir al primer resto heterélogo o el segundo resto heter6logo
por un enlace covalente o por un conector.

En una realizacion, una proteina quimérica de la presente invencion comprende un fragmento de VWF descrito en el
presente documento unido covalentemente a o asociado covalentemente a una proteina FVIII. Por ejemplo, la
proteina quimérica puede comprender un fragmento de VWF y una proteina FVIII, en donde el fragmento de VWF y
la proteina FVIII se unen por un enlace no peptidico covalente, un enlace peptidico, o por un conector, por ejemplo,
un conector escindible. En una realizaciéon especifica, el fragmento de VWF vy la proteina FVIIl se unen a o
interaccionan entre si por uno o mas enlaces disulfuro. En otra realizacién, el fragmento de VWF unido a o que
interacciona con la proteina FVIII se une o fusiona con un primer resto heter6logo. En otras realizaciones, la proteina
FVIII unida a o que interacciona con el fragmento de VWF se une ademas a un segundo resto heter6logo. En
algunas realizaciones, el fragmento de VWF unido a o que interacciona con la proteina FVIIl se une ademés a un
primer resto heterdlogo y la proteina FVIII se une ademas a un segundo resto heterdlogo. En ciertas realizaciones, la
primera cadena de polipéptidos que comprende el fragmento de VWF y el primer resto heter6logo y la segunda
cadena de polipéptidos que comprende la proteina FVIIl y el segundo resto heterélogo se asocian entre si de forma
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que la asociacién no permita la interaccion de la proteina FVIII con otros restos, por ejemplo, VWF endbégeno, en
donde la asociacién es un enlace covalente, por ejemplo, un enlace disulfuro.

Cada uno del fragmento de VWF o la proteina FVIII se puede unir o conectar al primer y segundo resto heterélogo
por un conector, por ejemplo, un conector escindible, por ejemplo, un conector escindible de trombina. El conector
entre el fragmento de VWF y el primer resto heter6logo se puede indicar en el presente documento como un
conector de VWF. El conector entre la proteina FVIII y el segundo resto heterdlogo se puede indicar en el presente
documento como un conector de FVIII. O ambos del fragmento de VWF o la proteina FVIII se pueden unir o conectar
al primer y segundo resto heterélogo por un conector, por ejemplo, un conector escindible, por ejemplo, un conector
escindible de trombina. En ciertas realizaciones, el primer resto heter6logo unido al fragmento de VWF comprende
un polipéptido, un resto no de polipéptido, o ambos. Los ejemplos no limitantes del primer resto heterélogo de
polipéptido incluyen una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albdmina o un fragmento
de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un
fragmento de la misma, o dos o mas combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes del resto no de
polipéptido incluyen polietilenglicol (PEG), acido polisidlico, hidroxietilalmidéon (HES o HAES), un derivado o variante
de los mismos, o cualquier combinacién de los mismos. En otras realizaciones, el segundo resto heterdlogo unido a
la proteina FVIII comprende un polipéptido, un resto no de polipéptido, 0 ambos. Los ejemplos no limitantes del
segundo resto heterélogo incluyen una region constante de inmunoglobulina o una porcioén de la misma, albumina o
un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP,
transferrina o un fragmento de la misma, o dos o mas combinaciones de los mismos. Los ejemplos no limitantes del
resto no de polipéptido incluyen polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidon (HES o HAES), un
derivado o variante de los mismos, o cualquier combinacién de los mismos. En algunas realizaciones, el fragmento
de VWF se une a FVIII usando union de proteinas in vitro mediada por sortasa. En algunas realizaciones, se usa un
motivo de reconocimiento de sortasa.

En una realizacion, el primer resto heterélogo es una regién constante de inmunoglobulina o una porciéon de la
misma. En una realizacién particular, el primer resto heter6logo es una primera regién Fc. En algunas realizaciones,
el segundo resto heter6logo es una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma. En una
realizacién especifica, el segundo resto heter6logo es una segunda region Fc. En una realizacion particular, la
proteina quimérica comprende un fragmento de VWF descrito en el presente documento y una proteina FVIII, en
donde el fragmento de VWF se une a una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, que es
una region Fc. En otra realizacién, la proteina quimérica comprende un fragmento de VWF descrito en el presente
documento y una proteina FVIII, en donde la proteina FVIII se une a una regién constante de inmunoglobulina o una
porcién de la misma, que es una region Fc. En otras realizaciones, una proteina quimérica comprende un fragmento
de VWF descrito en el presente documento y una proteina FVIII, en donde el fragmento de VWF se une a una
primera region constante de inmunoglobulina, que es una primera region Fc, y la proteina FVIII se une a una
segunda region constante de inmunoglobulina, que es una segunda region Fc, y en donde la primera regién Fc o la
segunda region Fc se asocian entre si por un enlace covalente. En otras realizaciones mas, el fragmento de VWF
unido al primer resto heterdlogo se une ademas al segundo resto heterélogo, por ejemplo, una segunda regién Fc,
por un conector, por ejemplo, un conector procesable. En un aspecto, el fragmento de VWF se une al primer resto
heterdlogo por un conector, por ejemplo, conector de VWF, por ejemplo, un conector escindible. En otro aspecto, la
proteina FVIII se une al segundo resto heterdlogo por un conector, por ejemplo, conector de FVIII, por ejemplo, un
conector escindible. Los ejemplos no limitantes de restos heterélogos se desvelan en cualquier parte en el presente
documento, por ejemplo, regiéon constante de inmunoglobulina o una porciéon de la misma en los parrafos [0165] -
[01983], albdamina, fragmento o variante de la misma en los parrafos [0194] - [0198], secuencias HAP en el parrafo
[0293], transferrina, fragmentos, o variantes de la misma en los parrafos [0204] - [0205], polimero, por ejemplo,
polietilenglicol, en los parrafos [0206] - [0213], HES en los parrafos [0214] - [0219], o PSA en el parrafo [0220]- y
secuencias PAS en los parrafos [0199] - [0202].

En algunas realizaciones, una proteina quimérica de la presente invencién comprende, consiste esencialmente en, o
consiste en una férmula seleccionada del grupo que consiste en:

(@) V-L1-H1-L3-C-L2-H2,
(b) H2-L2-C-L3-H1-L1-V,
(c) C-L2-H2-L3-V-L1-H1,
(d) H1-L1-V-L3-H2-L2-C,
(€) H1-L1-V-L3-C-L2-H2,
(g) H2-L2-C-L3-V-L1-H1,
(g) V-L1-H1-L3-H2-L2-C,
(g) C-L2-H2-L3-H1-L1-V,
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(i) H2-L3-H1-L1-V-L2-C,

(j) C-L2-V-L1-H1-L3-H2,

(k) V-L2-C-L1-H1-L3-H2, y

(I) H2-L3-H1-L1-C-L2-V,

en donde V es un fragmento de VWF descrito en el presente documento;

cada uno de L1 o L2 es un conector opcional, por ejemplo, un conector escindible, por ejemplo, un conector
escindible de trombina;

L3 es un conector opcional, por ejemplo, un conector procesable
cada uno de H1 y H2 es un resto heter6logo opcional;

C es una proteina FVIIl; y

(-) es un enlace peptidico o uno 0 mas aminoacidos.

En otros aspectos, una proteina quimérica de la invencién comprende una férmula seleccionada del grupo que
consiste en:

(m) V-L1-H1:H2-L2-C,
(n) V-L1-H1:C-L2-H2;
(0) H1-L1-V:H2-L2-C;

(p) H1-L1-V:C-L2-H2;

(q) V:C-L1-H1:H2;

(r) V:H1-L1-C:H2;

(s) H2:H1-L1-C:V,

(t) C:V-L1-H1:H2, y

(u) C:H1-L1-V:H2.

en donde V es un fragmento de VWF descrito en el presente documento;

cada uno de L1 o L2 es un conector opcional, por ejemplo, un conector escindible de trombina;
cada uno de H1 o H2 es un resto heterdlogo opcional;

(-) es un enlace peptidico 0 uno 0 mas aminoacidos; y

C es una proteina FVIIl; y (:) es un enlace covalente entre H1 y H2.

En una realizaciéon, uno o mas de los restos heterélogos son un prolongador de la semivida. Los prolongadores de la
semivida se conocen en la técnica, y ejemplos no limitantes de dichos prolongadores de la semivida incluyen una
region constante de inmunoglobulina o una porciéon de la misma, albdmina o fragmento de la misma, un resto de
unién a albumina, una secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina o un fragmento de la misma, un
derivado o variante de los mismos, o dos 0 mas combinaciones de los mismos. El resto no de polipéptido puede
comprender polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, o cualquier
combinacion de los mismos.

En una realizacién, (:) en las férmulas (m) a (u) representa al menos un enlace no peptidico. En ciertas
realizaciones, la asociacion quimica, es decir, (:) es un enlace covalente. En otras realizaciones mas, (:) es un
enlace peptidico. Las formulas (a) - (u) estan incluidas en el presente documento simplemente como ejemplos no
limitantes de las construcciones de la presente invencién. La orientacion de las férmulas de polipéptido se muestra
de extremo N (izquierda) a extremo C (derecha). Por ejemplo, la formula V-L1-H1-L3-C-L2-H2 significa la formula
NH2-V-L1-H1-L3-C-L2-H2-COOH. Ademas, (:) puede ser una asociacion o interaccion entre dos cadenas de
polipéptidos por un enlace covalente entre cualquier parte de la primera cadena y cualquier parte de la segunda
cadena, a menos que se indique lo contrario. Por ejemplo, la formula V-H1:H2-C tiene dos cadenas de polipéptidos,
siendo la primera cadena V-H1 y siendo la segunda cadena C-H2, en donde V en la primera cadena interacciona o
se asocia con C en la segunda cadena y/o H1 en la primera cadena interacciona o se asocia con H2 en la segunda
cadena.
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En ciertas realizaciones, una proteina quimérica comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una féormula

seleccionada del grupo que consiste en:
V:C,

V:C-H o H-C:V,
V:C-H1:H2 0 H2:H1-C:V,
H-L-V:C o C:V-L-H,
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(9) V-Co C-V, (10)
(11) V-H-C o C-H-V, (12)
(13) V-H1-C-H2 0 H2-C-H1-V, (14)
(15) H1-V-H2-C o C-H2-V-H1, (16)
(17) V-L-C 0 C-L-V, (18)
(19) H-V-L-C o C-L-V-H, (20)
(21) V-H-L-C 0 C-L-H-V, (22)
(23) V-C-L-H 0 H-L-C-V, (24)
(25) V-L-H1:H2-C 0 C-H2:H1-L-V,

(26) V-H1:H2-L-C 0 C-L-H2:H1-V,

(27) V:C-H1-H2 0 H2-H1-C:V,

(28) H2-H1-V:C o C:V-H1-H2,

(29) V:C-L-H1:H2 0 H2:H1-L-C:V,

(30) H2:H1-L-V:C o C:V-L-H1:H2,

(31) V-L1-H1:H2-L2-C o L-L2-H2:H1-L1-V,

(32) V:C-L-H1-H2 0 H2-H1-L-C:V,

(33) V:C-H1-L-H2 o0 H2-L-H1-C:V,

(34) V:C-L1-H1-L2-H2 0 H2-L2-H1-L1-C:V,

(35) H2-H1-V:C o C:V-H1-H2,

(36) H2-H1-L-V:C o C:V-L-H1-H2,

(37) H2-L-H1-V:C o C:V-H1-L-H2,

(38) H2-L2-H1-L1-V:C o C:V-L1-H1-L2-H2,

(39) V-L1-H-L2-C 0 C-L2-H-L1-V,

(40) V-L1-C-L2-H o H-L2-C-L1-V,

(41) V-L-H 1-C-H2 0 H2-C-H1-L-V,

(42) V-H1-C-L-H2 0 H2-L-C-H1-V,

(43) V-H1-L-C-H2 0 H2-C-L-H1-V,

(44) H1-L-V-C-H2 o H2-C-V-L-H1,

(45) H1-V-L-C-H2 0 H2-C-L-V-H1,

(46) H1-V-C-L-H o H-L-C-V-H1,

(47) H1-L-V-H2-C 0 C-H2-V-L-H1,
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H-V:C o C:V-H,
V-H1:H2-C o H1-V:C-H2,
H2:H1-V:C o C:V-H1:H2,
V:C-L-H o H-L-C.V,
H-V-C o C-V-H,

V-C-H o H-C-V,
H1-V-C-H2 o H2-C-V-H1,
V-H1-H2-C o0 C-H2-H1-V,
H-L-V-C o C-V-L-H,
V-L-H-C o C-H-L-V,
V-L-C-H o H-C-L-V,

H-L1-V-L2-C o C-L2-V-L1-H,
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(48) H1-V-L-H2-C 0 C-H2-L-V-HT1,

(49) H1-V-H2-L-C 0 C-L-H2-V-H1,

(50) V-L-H1-H2-C 0 C-H2-H1-L-V,

(51) V-H1-L-H2-C 0 C-H2-L-H1-V,

(52) V-H1-H2-L-C 0 C-L-H2-H1-V,

(53) V-L1-H1-L2-C-H2 0 H2-C-L2-H1-L1-V,

(54) V-L1-H1-C-L2-H2 0 H2-L2-C-H1-L1-V,

(55) V-L1-H1-L2-C-L3-H2 0 H2-L3-C-L2-H1-L1-V,
(56) V-H1-L1-C-L2-H2 0 H2-L2-C-L1-H1-V,

(57) H1-L1-V-L2-C-H2 0 H2-C-L2-V-L1-H1,

(58) H1-L1-V-C-L2-H2 0 H2-L2-C-V-L1-H1,

(59) H1-L1-V-L2-C-L3-H2 0 H2-L3-C-L2-V-L1-H1,
(60) H1-V-L1-C-L2-H2 0 H2-L2-C-L1-V-H1,

(61) H1-L1-V-L2-H2-C 0 C-H2-L2-V-L1-H1,

(62) H1-L1-V-H2-L2-C 0 C-L2-H2-V-L1-H1,

(63) H1-L1-V-L2-H2-L3-C 0 C-L3-H2-L2-V-L1-H1,
(64) H1-V-L1-H2-L2-C 0 C-L2-H2-L1-V-H1,

(65) V-L1-H1-L2-H2-C 0 C-H2-L2-H1-L1-V,

(66) V-L1-H1-H2-L2-C 0 C-L2-H2-H1-L1-V,

(67) V-L1-H1-L2-H2-L3-C 0 C-L3-H2-L2-H1-L1-V, y
(68) V-H1-L1-H2-L2-C 0 C-L2-H2-L1-H1-V,

V es un fragmento de VWF descrito en el presente documento;

C es una proteina FVIII;

H o H1 es un resto heter6logo o un primer resto heterdlogo;

H2 es un segundo resto heterdlogo; el primer y segundo restos heterélogos pueden ser iguales o diferentes;
cada unode L, L1 o L2 es un conector opcional;

(-) es un enlace peptidico o uno 0 mas aminoacidos; y

(:) es un enlace covalente. Los conectores pueden cada uno ser iguales o diferentes y pueden cada uno ser un
conector escindible, que comprende uno o mas sitios de escision enzimatica. Los restos heterdlogos pueden
ser una tecnologia de prolongacién de la semivida que se conoce en la técnica, un polipéptido, un resto no de
polipéptido, 0 ambos. Un resto de polipéptido puede comprender una region constante de inmunoglobulina o
una porcién de la misma, albumina o un fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una secuencia
de PAS, una secuencia de HAP, cualquier derivado o variante de los mismos, o cualquier combinacion de los
mismos (por ejemplo, una regiéon Fc). Un resto no de polipéptido puede comprender polietilenglicol (PEG),
acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), un derivado o variante de los mismos, o cualquier combinacion de
los mismos. Cada uno de H, H1 o H2 se puede seleccionar individualmente basandose en las caracteristicas y
pueden ser todos iguales, o cada uno diferente. Los ejemplos no limitantes de restos heterélogos se desvelan
en cualquier parte en el presente documento, por ejemplo, regién constante de inmunoglobulina o una porcion
de la misma en los parrafos [0126] - [0153], albimina o fragmento o variante de la misma en los parrafos [0154]
- [0157], polimero, por ejemplo, polietilenglicol, en los péarrafos [0166] - [0173], y secuencias PAS en los
parrafos [0159] - [0162]. Las férmulas (1) - (68) estan incluidas en el presente documento simplemente como
ejemplos no limitantes de construcciones de la presente invencion.
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En una realizacion, (:) representa al menos un enlace no peptidico. En ciertas realizaciones, la asociacion quimica,
es decir, (:) es un enlace covalente. En otras realizaciones mas, (:) es un enlace peptidico.

En una realizacién, el primer resto heterélogo (H o H1) unido al fragmento de VWF en la proteina quimérica es una
primera region Fc. En otra realizacién, el segundo resto heterélogo (o H2) unido a la proteina FVIII en la proteina
quimérica es una segunda region Fc.

En ciertas realizaciones, una proteina quimérica de la invencién comprende dos cadenas de polipéptidos, una
primera cadena que comprende, consiste esencialmente en, o que consiste en una secuencia de aminoacidos que
codifica FVIII (por ejemplo, FVIII de cadena sencilla) y un primer resto heter6logo (por ejemplo, una primera region
Fc) y una segunda cadena que comprende, consiste esencialmente en, o que consiste en una secuencia de
aminoacidos que codifica un fragmento de VWF que comprende dominio D' y dominio D3, un segundo resto
heterdlogo (por ejemplo, una segunda regién Fc), y un conector entre el fragmento de VWF y el segundo dominio Fc
(por ejemplo, conector de VWF). El conector entre el fragmento de VWF y el segundo dominio Fc puede ser un
conector escindible de trombina. En algunas realizaciones, la proteina FVIII de cadena sencilla comprende un tercer
resto heterélogo, por ejemplo, un prolongador de la semivida, que se une al extremo N, extremo C, o uno o mas
sitios dentro de la secuencia de FVIILI.

En otras realizaciones, una proteina quimérica de la invenciéon comprende tres cadenas de polipéptidos, en donde
una primera cadena comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una cadena pesada de FVIII, una
segunda cadena comprende, consiste esencialmente en, o consiste en una cadena ligera de FVIII fusionada con un
primer resto heterdlogo (por ejemplo, una primera regi6on Fc), y una tercera cadena de polipéptidos comprende,
consiste esencialmente en, o consiste en un fragmento de VWF que comprende el dominio D' y el dominio D3, un
segundo resto heterdélogo (por ejemplo, una segunda regién Fc) y un conector. El conector entre el fragmento de
VWF y el segundo resto heterélogo puede ser un conector escindible de trombina. En algunas realizaciones, la
cadena pesada FVIII se une a un tercer resto heterélogo, por ejemplo, un prolongador de la semivida, que se puede
unir al extremo N, extremo C, o uno o mas sitios dentro de la secuencia de FVIII.

Aun en otras realizaciones, una proteina quimérica de la invencién comprende dos cadenas de polipéptidos, una
primera cadena que comprende, consiste esencialmente en, o que consiste en una cadena pesada de FVIIl y una
segunda cadena que comprende, consiste esencialmente en, o que consiste en una cadena ligera de FVIII, un
primer resto heter6logo (por ejemplo, una primera regiéon Fc), un primer conector (por ejemplo, un sitio de escision de
proteasa que comprende uno o mas sitios de procesamiento intracelular), un fragmento de VWF, un segundo
conector (por ejemplo, un conector escindible de trombina), y un segundo resto heterélogo (por ejemplo, una
segunda region Fc), en donde la cadena ligera de FVIII se une al primer resto heterdlogo (por ejemplo, la primera
region Fc), que se une ademas al fragmento de VWF por el primer conector (por ejemplo, un conector procesable
que tiene un sitio de escision de proteasa que comprende uno 0 mas sitios de procesamiento intracelular), y en
donde el fragmento de VWF se une a la segunda region Fc por el segundo conector (por ejemplo, un conector
escindible de trombina). En ciertas realizaciones, el primer conector y el segundo conector son idénticos o diferentes.

En ciertas realizaciones, una proteina quimérica de la invencion comprende una cadena de polipéptidos, que
comprende una proteina FVIII de cadena sencilla, un primer resto heterélogo (por ejemplo, una primera regién Fc),
un primer conector (por ejemplo, un conector escindible de trombina), un fragmento de VWF, un segundo conector
(por ejemplo, un conector escindible de trombina), y un segundo resto heterélogo (por ejemplo, una segunda region
Fc), en donde la proteina FVIII de cadena sencilla se une al primer resto heterdlogo, que también se une al
fragmento de VWF por el primer conector, y el fragmento de VWF se une a la segunda regién Fc por el segundo
conector. En una realizacion, el primer conector es un conector escindible que comprende un primer sitio escindible
y un segundo sitio escindible. En otra realizacién, el segundo conector es un conector escindible que comprende uno
o dos sitios escindibles. En una realizacién especifica, el segundo conector es un conector escindible de trombina. El
conector Util en la invencion puede ser de cualquier longitud, por ejemplo, al menos 10, 50, 100, 200, 300, 400, 500,
600 o 700 aminodcidos. Por ejemplo, el conector puede ser 20 aminoacidos, 35 aminoacidos, 42 aminodcidos, 73
aminodcidos, o 98 aminoécidos.

En ciertas realizaciones, el fragmento de VWF se une directamente a la proteina FVIII por un enlace peptidico o un
conector. Como una forma de unir el fragmento de VWF y la proteina FVIII directamente o mediante un conector, se
puede emplear una unién enzimatica (por ejemplo, sortasa). Por ejemplo, sortasa se refiere a un grupo de enzimas
procariotas que modifican las proteinas de la superficie reconociendo y escindiendo una sefial de clasificacion de
extremo carboxilo. Para la mayoria de los sustratos de enzimas sortasas, la sefal de reconocimiento consiste en el
motivo LPXTG (Leu-Pro-cualquiera-Thr-Gly (SEQ ID NO: 106), luego una secuencia transmembranaria altamente
hidréfoba, luego una agrupacién de restos basicos tales como arginina. La escision ocurre entre Thr y Gly, con unién
transitoria mediante el resto de Thr debido al resto de Cys de sitio activo de un componente de unién, seguido por
transpeptidacion que une la proteina covalentemente a la pared celular. En algunas realizaciones, el componente de
unién contiene Gly(n).

En una realizacion, un fragmento de VWF unido a un motivo de reconocimiento de sortasa por un conector opcional
se puede fusionar con una proteina FVIII unida a Gly(n) por una sortasa, en donde n puede ser cualquier numero
entero. Una construccion de uniéon comprende el fragmento de VWF (porcion de extremo N de la construccion) y la
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proteina FVIII (porcidén de extremo C de la construccién), en donde el motivo de reconocimiento de sortasa se inserta
entre medias. Una construccion a modo de ejemplo se muestra en la Figura 24(A). Otra construccion de unién
comprende el fragmento de VWF (porcion de extremo N de la construccion, el conector, el motivo de reconocimiento
de sortasa y la proteina FVIIl (porcién de extremo C de la construccion) (por ejemplo, Figura 24(C)). En otra
realizacién, una proteina FVIII unida a un motivo de reconocimiento de sortasa por un conector opcional se puede
fusionar con un fragmento de VWF unido a Gly(n) por una sortasa, en donde n es cualquier nimero entero. Una
construccion de union resultante comprende la proteina FVIII (porcion de extremo N de la construccion) y el
fragmento de VWF (porcién de extremo C de la construccién), en donde el motivo de reconocimiento de sortasa se
inserta entremedias. Una construccién a modo de ejemplo se muestra en la Figura 24(B). Otra construccion de union
resultante comprende la proteina FVIII (porcion de extremo N de la construccién), el conector, el motivo de
reconocimiento de sortasa y el fragmento de VWF (porcion de extremo C de la construccion) (por ejemplo, la Figura
24(D)). En otras realizaciones, un fragmento de VWF unido a un motivo de reconocimiento de sortasa por un primer
conector opcional se puede fusionar con un resto heterdlogo, por ejemplo, una regién constante de inmunoglobulina
0 una porcion de la misma, por ejemplo, una region Fc, unida a un sitio de escision de trombina por un segundo
conector opcional. Una construccién resultante puede comprender el fragmento de VWF (porcién de extremo N), el
primer conector, el motivo de reconocimiento de sortasa, el sitio de escision de proteasa, el segundo conector
opcional y el resto heter6logo (por ejemplo, Figura 24(E)). En ciertas realizaciones, esta construccién resultante es
una parte de una proteina quimérica que comprende la proteina FVIIl y un segundo resto heter6logo, por ejemplo,
una region constante de inmunoglobulina o una porciéon de la misma, por ejemplo, una segunda regién Fc. En un
ejemplo, en otro ejemplo, un quimérico comprende tres cadenas de polipéptidos, comprendiendo la primera cadena
un fragmento de VWF, el primer conector, el motivo de reconocimiento de sortasa, el sitio de escisién de proteasa, el
segundo conector opcional, el primer resto heterélogo, la segunda cadena que comprende la cadena ligera de la
proteina FVIII y el segundo resto heterdlogo, y comprendiendo la tercera cadena la cadena pesada de la proteina
FVIIL.

En otras realizaciones mas, la proteina quimérica de la invencién que comprende un fragmento de VWF y una
proteina FVIII, en donde el fragmento de VWF vy la proteina FVIII se asocian covalentemente entre si 0 se unen
covalentemente entre si, tiene menos inmunogenicidad que una proteina FVIII sin el fragmento de VWF. La reducida
inmunogenicidad incluye, pero no se limita a, menos respuesta inmunitaria humoral, por ejemplo, menos titulo de
anticuerpo neutralizante, o menos respuesta inmunitaria celular contra FVIII, por ejemplo, produccién de diversas
citocinas.

Aln en otras realizaciones, como resultado de la invencién, la semivida de la proteina FVIIl (0 una proteina
quimérica) se prolonga en comparacion con una proteina FVIIl sin el fragmento de VWF o FVIII no mutante. La
semivida de la proteina FVIIl es al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al
menos aproximadamente 2,5 veces, al menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al
menos aproximadamente 5 veces, al menos aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al
menos aproximadamente 8 veces, al menos aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al
menos aproximadamente 11 veces, o al menos aproximadamente 12 veces mas larga que la semivida de una
proteina FVIII sin el fragmento de VWF. En una realizacién, la semivida de FVIIl es aproximadamente 1,5 veces a
aproximadamente 20 veces, aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 15 veces, o aproximadamente 1,5
veces a aproximadamente 10 veces mas larga que la semivida de FVIII no mutante. En otra realizacion, la semivida
de FVIII se prolonga aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 2 veces a
aproximadamente 9 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 2 veces a
aproximadamente 7 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 2 veces a
aproximadamente 5 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 2 veces a
aproximadamente 3 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 2,5 veces
a aproximadamente 9 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 2,5 veces
a aproximadamente 7 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 2,5 veces
a aproximadamente 5 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 2,5 veces
a aproximadamente 3 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 3 veces a
aproximadamente 9 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 3 veces a
aproximadamente 7 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 3 veces a
aproximadamente 5 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 4 veces a
aproximadamente 6 veces, aproximadamente 5 veces a aproximadamente 7 veces, 0 aproximadamente 6 veces a
aproximadamente 8 veces en comparacion con FVIII no mutante o una proteina FVIII sin el fragmento de VWF. En
otras realizaciones, la semivida de FVIII es al menos aproximadamente 17 horas, al menos aproximadamente 18
horas, al menos aproximadamente 19 horas, al menos aproximadamente 20 horas, al menos aproximadamente 21
horas, al menos aproximadamente 22 horas, al menos aproximadamente 23 horas, al menos aproximadamente 24
horas, al menos aproximadamente 25 horas, al menos aproximadamente 26 horas, al menos aproximadamente 27
horas, al menos aproximadamente 28 horas, al menos aproximadamente 29 horas, al menos aproximadamente 30
horas, al menos aproximadamente 31 horas, al menos aproximadamente 32 horas, al menos aproximadamente 33
horas, al menos aproximadamente 34 horas, al menos aproximadamente 35 horas, al menos aproximadamente 36
horas, al menos aproximadamente 48 horas, al menos aproximadamente 60 horas, al menos aproximadamente 72
horas, al menos aproximadamente 84 horas, al menos aproximadamente 96 horas, o al menos aproximadamente
108 horas. En otras realizaciones mas, la semivida de FVIII es aproximadamente 15 horas a aproximadamente dos
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semanas, aproximadamente 16 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 17 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 18 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 19
horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 20 horas a aproximadamente una semana,
aproximadamente 21 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 22 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 23 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 24 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 36 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 48
horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 60 horas a aproximadamente una semana,
aproximadamente 24 horas a aproximadamente seis dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente cinco
dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente cuatro dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente
tres dias, o aproximadamente 24 horas a aproximadamente dos dias.

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

En ciertas realizaciones, la semivida de la proteina FVIII unida covalentemente al fragmento de VWF se puede
prolongar en ratones doblemente inactivados ("DKO") en FVIII/VWF en comparacion con un polipéptido que consiste
en FVIII o un hibrido monémero-dimero de FVIII.

A) Fragmentos de factor de von Willebrand (VWF)

VWF (también conocido como F8VWF) es una glucoproteina multimérica grande presente en plasma sanguineo y
producido constitutivamente en endotelio (en los cuerpos de Weibel-Palade), megacariocitos (a-granulos de
plaquetas) y tejido conjuntivo subendotelial. EI monémero basico de VWF es una proteina de 2813 aminoacidos.
Cada monémero contiene varios dominios especificos con una funcién especifica, los dominios D' y D3 (que juntos
se unen al factor VIII), el dominio A1 (que se une a receptor de GPIb de plaquetas, heparina, y/o posiblemente
colageno), el dominio A3 (que se une a colageno), el dominio C1 (en el que el dominio de RGD se une a integrina de
plaquetas allbB3 cuando ésta se activa), y el dominio de "nudo de cisteina" en el extremo C de la proteina (cuyo
VWF comparte con factor de crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), factor de crecimiento transformante (3
(TGFB) y gonadotropina coriénica humana B (BHCG)).

La secuencia de aminoacidos del monémero 2813 para VWF humano se informa como NUmero de
acceso_NP_000543.2_en Genbank. La secuencia de nucleétidos que codifica el VWF humano se informa como
Numero de acceso_NM_000552.3_en Genbank. La secuencia de nucleétidos de VWF humano se designa
SEQ ID NO: 1. SEQ ID NO: 2 es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 1. Cada dominio de VWF
se enumera en la Tabla 1.
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Tabla 1

Dominios de VWF

Secuencia de aminoacidos

Péptido sefial de VWF (Aminoacidos 1 a 22
de SEQ ID NO: 2)

)
i

MIPARFAGYL LALALILPGT

LC

22

Region D1D2 de VWF (Aminoacidos 23 a
763 de SEQ ID NO: 2)

DEVNTFDGSM
YSFAGYCSYL
FFDIHLFVNG
TVTQGDQRVS
DGSGNFQVLL
SDRYFNKTCG
WALSSGEQWC
ERASPPSSSC
VDPEPFVALC
EKTLCECAGG
CSPVCPAGME
YRQCVSPCAR
LCVESTECEC
VHSGKRYPEG
TGQSHFKSED
NRYFTFSGIC
TRSVTVRLPG
LHNSLVKLKH
RLSYGEDLQM
DWDGRGRLLV
LAEPRVEDFG
NAWKLHGDCQ
TFEACHRAVS
PLPYLRNCRY
AWREPGRCEL
NCPRGQVYLQ
PGLYMDERGD
CVPRAQCPCY
SGVPGSLLED
AVLSSPLSHR

LAGGCQKRSF
MPYASKGLYL
LCGNFNIFAE
NISSGEMQKG
LECACPALLE
TCQSLHINEM
TSLSRDCNTC
QYLLARDCQD
GAGVAMDGQD
KLSPVYAGKT
DLQKQHSDPC
DVCSCSDGRE
CGTPCNLTCR
YDGEIFQPED

SKR

AEGTRGRS
SIIGDFONGK
ETEAGYYKLS
DDFMTQEGTL
ILWEQCQLLKS
YARTCAQEGM
CQERCVDGCS
ICRNSQWICS
HSFSIVIETV
IQLPLLKGDL
CGLCGNYNGN
ALNPRMTRES
CLCGALASYA
SLSYPDEECN

IFSDHHTMCY

STARCSLEGS
RVSLSVYLGE
GEAYGFVARI
TSDPYDFANS
TSVFARCHPL
VLYGWTDHSA
CPEGQLLDEG
NEECPGECLV
QCADDRDAVC
RIQHTVTASY
QGDDFLTESG
EEACAVLTSP
BACAGRGVRV
EACLEGCFCP
CEDGFMHCTM

e
!

5]

b

Dominio D' de VWF (Aminoéacidos 764 a
866 de SEQ ID NO:2)

TCONYDLECM
SMGCVSGCLC

SLSCREP

MVELVCPADN

LRAEGLECTK

PPGMVRHENR

CVALERCPCFE

HOGEEYAPGE

TVEKIGCNTCV
CRDREWNCTD

HYCDAT

G566

Dominio D3 de VWF (Aminoéacidos 867 a
1240 de SEQ ID NO: 2)

YVLVODYCGS

GHMAHYLTFEDG

LEYLFPGECQ

SSPATCHNNI

MEQTMVDSSC
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Dominios de VWF

Secuencia de aminoacidos

Dominio A1 de VWF (Aminoacidos 1241 a
1479 de SEQ ID NO: 2)

1241

GGLVVPPTDA
PVSFTTLYVE
AEFEVLEAFV
VDMMERLRIS
RRIASQVKYA
GSQVASTSEV
CRMSRNFVRY
VQGLKKEKV 1
SSVDELEQOR
DEIVSYLCDL

DISEPPLHDF

QEWVRVAVVE

LEYTLFQIFS

VIPVGIGPHA

APEAPPFPTLP

YCSRLLDLVE LLDGSSRLSE

YHDGSHAYIG

KIDRPEASRI

NLEQIRLIEK

PDMAQVTVG

LEKDRERFPSEL

ALLLMASQEP

QAPENKAFVL

1479

FVLEGSDKIG
QYSTYTMVIVEY
PFSEAQSKGD
LVSQGDREQA
PNLVYMVTGN
RIGWFNAPIL
IQDFETLPRE
DVILLLDGSS
SFPASYFDEM
IDVPWNVVPE
KAHLLSLVDY
GASKAVVILV
TDVSVDSVDA
GPAGDSNVVE
LORIEDLPTHM
DVHTLPDQCH
TVTCQPDGOT
GCRWTCPCVC
TGSSTRHIVT
GACSPGARQG
CMKSIEVEKHS
NVYGAIMHEYV
RENHLGHIET
NGANDFMLRD
GIVTTDWKTL
VLLLPLFAEC
HEVLAPATFEY
VDWRTPDFCA
MSCPPSLVYN
KWVMLEGSCVP
EEACTQCIGE
CTTQFPCFTAK
APTCGLCEVA
ERGLOPTLTN
PGECRPNFTC
EYECACNCVN
STVSCPLGYL
GQEWEEGCDV

EADFNRSKEF

ILORVREIRY

PASDEIKRLP

APDLVLQRCC

KSFAKAFISK

MOREGGPSQI

AADAARSNRV

VTLGNSFLHEK

LLESHRVNCD

FDGONFELTG

ALSVEXHSDM

FTPQNNEFQL

VOEWTVORPG

AICOCDSCHO

HCEAGCPRHC

DGVQHOFLEA

RLRQNADQCC

ACREKEECERV

ASTATNDCGC

P GLLGVYSTLGP KRNSMYLDVA

MEEVIQRMDV

QGGHNRTNTGL

GDIQVVPIGV

SGEGLQIPTL

ANIGPRLTQV

GDALGFAVRY

TVFPIGIGDR

LCSGEFVRICM

RGLEEPSCPNS

SCSYVLFQNK

EVIVNGRLVS

QLSPKTIFASK

QTCQPILEED

EQVCEVIASY

DGNVSSCGDH

WVPDHOFCQI

PEYECVCDEV

SPPSCPPHRL

TTTTCLFDEV

GQDSIHVTYV
ALRYLSDHSF
1600
GPNANVQELE
SPAPDCSGPL
SVLOYGSITT
LTSEMHGARP
YDAAQLRILA
DEDGNEKREG
QSPVKVEETC
EQDLEVILHN
VPYVGGNMEV
TYGLCGICDE
CLVPDSSHCO
AHLCRTNGYV
PSEGCFCEPD
CTCLSGREVN
SCDLPPVPHC
PTLRKTQCCD

CVHRSTIYFV

CTCTDMEDAV
CGRCLPSACE
VVTGSPRGDS
FIQORNVSCP
QLEVEVCPSG
PGKTVMIDVC
TTCRCHMVOVE
CGRCLPTACT
IQLRGGQIMT
TGCPPFDEHK
CLAEGGKIMK
SEVEVDIHYC
QGKCASKAMY
GSVVYHEVLN
BMECKCSPRK

MGLRVAQCSQ

QSSWESVGESOQ

FQLSCKTSAC

VISGFELECR

LERDETLODG

IPGTCCDTCE

SIDINDVQDQ

CSK

KPCEDSCRSG

WASPENPCLI

CPSCRCERME

KTTCNPCPLG

CDTHFCEKVNE

EPECNDITAR

CSCCSPTRTE

FTYVLHEGEC

NECVRVKEEY

ACMLNGTVIG

YKEENNTGEC

RGEYFWEEKRV

LOYVEVGSCK

PMOVALHCTN
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Secuencia de nucledtidos

VWF de longitud completa (SEQ ID NO: 1)

ATGATTCCTG
GCCAGGGACC
TACTAAGGAC
CGGTCCCTGGE
GATGCAGCCT
TACAGCTTTG
CTACGTCGGA
ATGTCGARAC
ACGCTCCTTC
TCTCCGTGTA
TGCGAGGRAG
AGAGGCACAT
ACCGTGACAC
GCTGTATCTA
TGGCACTGTG
CGACATAGAT
ATGGCTTTGT
TCAGACAGAT
TACCGAAACA
AGTCTGTCTA
CTTTGCTGAR
CTTATGACTT
GAAACGACTT
GAATACTGAA
GARCGGGCAT
GCAGARGGGC
CTTGCCCGTA
CGTCTTCCCG
TTGCCCGCTG
GAGARGACTT
AACGGGCGAL
CTCTTCTGARA
CCTCCTGGAG
GCTGGACCGA
GGAGGACCTC
CGACCTGGCT
TATAGGCAGT
CARTGRAATG
ATATCCGTCA
GTTACTTTAC
GACAGCTCCT
GTGCATTCCG
CTGTCGAGGA
CACGTAAGGC
CAACACCTGC
GTCCAGGGGA

CCAGATTTGC
CTTTGTGCAG
GGTCTAAACG
GAAACACGTC
TTTCGGAAGT
CGGGATACTG
AMRARGCCTTCA
GCCCTATGAC
TCGATTATTG
TCTTGGGGAA
AGCTAATAAC
AGRACCCCTT
RGGGGGACCA
GARACTGAGG
TCCCCCTGGT
CTTTGACTCC
GGCCAGGATC
ACTTCAACAA
CCGGTCCTAG
TGAAGTTGTT
GATGACTTTA
TGCCAACTCA
CTACTGAAAT
ACGGTTGAGT
CTCCTCCCAG
CTGTGGGAGC
GAGGAGGGTC
GACACCCTCG
CCACCCTICTG
TGTGTGAGTG
GGTGGGAGAC
ACACACTCAC
TACGCCCGGA
CCACAGCGCG
ATGCGGGCCT
GGTGTCGCGC
GTGTGTCCCC
TGTCAGGAGC
CACACAGGGG
ACAGTCCTCG
GGATGAAGGC
GARAGCGCTA
CCTACTTCCG
CTTTCGUGAT
ATTTGCCGAA
GTGCCTTGTC

CGGGGTGCTG
AAGGRACTCG
GUCCCACGAC
TTCCTTGAGC
GACTTCGTCA
CAGTTACCTC
CTGAAGCAGT
GTCRATGGAG
GGGACTTCCA
TTTTTTGACA
CCCTGRAGGT
AAPAMACTGT
AAGAGTCTCC
CTGGGTACTA
TTCTCAGAGG
GACCCATGAT
GATGGCAGCG
GACCTGCGGG
CTACCGTCGC
CTGGACGCCC
TGACCCRAGEA
TGGGCTCTGA
ACTGGGTTCT
ACCCGAGACT
CAGCTCATGC
AGTGCCAGCT
GTCGAGTACG
TCACGGTCGA
GTGGACCCCG
TGCTGGEGGGGE
CACCTGGGGC
ACGACCCCCC
CCTGTGCCCA
TGCAGCCCAG
GGACACGGGT
ACGTCGGGTC
TTGCGCCAGG
GATGCGTGGA
ARCGCGGTCC
CTACGCACCT
CTCTGCGTGG
CCCTCCCGGC
GAGACGCACC
GGGAGGGCCG
ACAGCCAGTG
ACTGGTCRAT

CTTGCTCTGG
CGGCAGGTCA
GAACGAGACC
GCCGTCCAGT
ACACCTTTGA
CTGGCAGGGG
TGTGGAAACT
GACCGTCCCC
GARATGGCARG
TCCATTTGTT
CTTACCGTTC
AGGTAANCAR
ATGCCCTATG
CAAGCTGTCC
TACGGGATAC
GTTCGACAGG
GCAACTTTCA
CTGTGTGGCA
CGTTGARAGT
GACACACCGT
AGGGACCTTG
GCAGTGGAGA
TCCCTGGAAC
CGTCACCTCT
AACATCTCCT
TCTGAAGAGC
TTGTAGAGGA
AGACTTCTCG
AGCCTTTTGT
CTGGAGTGCE
TCGGRAAACA
GACCTCACGC
GGAGGGARATG
TGTGCCCTGC
CCTCCCTTAC
ACRCGGGACG
ACCTGCCAGA
TGGCTGCAGC
TGGACGGTCT
ACCGACGTCG
AGAGCACCGA
ACCTCCCTCT
TCTCGTGGCT
TGGAGGGAGA
GATCTGCAGC
CCCACTTCAA

CCCTCATTTT
TCCACGGCCC
GGGAGTAAAA
AGGTGCCGGE
TGGGAGCATG
GCTGCCAGAA
ACCCTCGTAC
CGACGGTCTT
AGAGTGAGCC
TGTCAATGGT
TCTCACTCGG
ACAGTTACCA
CCTCCRARGG
GGTGAGGCCT
GGAGGTTTCC
CCACTCCGGA
AGTCCTGCTG
ACTTTAARCAT
TCAGGACGAC
TGARATTGTA
ACCTCGGACC
ACAGTGGTGT
TGGAGCCTGG
TGTCACCACA
CTGGEGGAAAT
ACCTCGGTGT
GACCCCTTTA
TGGAGCCACA
GGCCCTGTGT
CCTGCCCTGC
CCGGGACACA
GGACGGGACG
GTGCTGTACG
TGGTATGGAG
CACGACATGC
ACCATACCTC
GCCTGCACAT
TGCCCTGAGE
CGGACGTGTA
ACGGGACTCC
GIGTCCCTGC
CTCGAGACTG
CACARGGGACG
GAGCTCTGAC
AATGAAGAAT
GAGCTTTGAC
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Secuencia de nucledtidos

GTTGTGGACG
CAGGTCCCCT
ARCAGATACT
TTGCCACCGAC
TTGTCTATGA
AACGGTCCTG
ATGACCGCGA
CTGCACARCA
TACTGGCGCT
GACGTCTTGT
TGGCCAGGAC
ATACAGTGAC
ACCGGTCCTG
TATGTCACTG
GACTGGGATG
CGGGAAGACC
CTGACCCTAC
GCCCTTCTGG
ACTTCCTTAC
ARCGCCTGGA
TGAAGGAATG
TTGCGGACCT
CGRTCCCTGC
GCGCGGTCCT
GCTAGGGACG
CGCGCCAGGA
CCGCTGCCCT
CGGCCGCGAG
GGCGACGGGA
GCCGGCGCTC
CGGGGAGAGG
AACTGCCCGA
GCCCCTCTCL
TTGACGGGCT
GACCTGCCGEC
TGGAGGGCTG
CTGGACGGCG
ACCTCCCGAC
TGCGTGCCCA
GCCAGRAGAC
ACGCACGGGT
CGGTCTTCTG
GCTTCATGCA
GCTGEICCIca
CGAAGTACGT
CGRACAGGAGT
TCGGCCCCCC
AAGGGCTCGA
AGCCGGEGGE
TTCCCGAGCT
AGCATGGGCT
TGAGARACAGA
TCGTACCCGA
ACTCTTGTCT
AGGAGTATGC
TGTCGGGACC
TCCTCATACG
ACAGCCCTGG
CTCCACGATC
TGTTCCCCGG
GAGGTGCTAG
ACARAGGGGCC
AACCCTGGGA
CTCAGTGRAR
TTGGGACCCT

TAARCGGCTT
CACGGAACAG
TCACCTTCAG
CACTCCTTIT
AGTGGAAGTC
GTGAGGAAGA
CGCTGTGTEC
GCCTTGTGAA
GCGACACATG
CGGARCACTT
ATCCAGCTIC
GGCCTCCGTG
TAGGTCGALG
CCGGRGGCRC
GCCGCGLGAG
TGCGGCCTSET
CGGCGCCCTC
ACGCCGGACA
CCCCTCTGSG
AGCTGCACSEG
GGGGAGACTC
TCGACGTGZC
GCCCTCRAZC
GACGTCCCZC
CGGGAGTTSG
CTGCRGGG3G
ACCTGCGGAR
TGCCTGTGIG
TGGACGCCTT
ACGGRCACSEC
CGTGCGCGETC
ARGGCCAGST
GCACGCGCAG
TTCCGGTCZA
TCTCTCTCTT
CTTCTGCCIC
AGAGAGAGAA
GAAGRCGGSG
AGGCCCAGTG
ATCTTCTCAG
TCCGGGTCAC
TAGRAGARGTC
CTGTACCATG
GCAGTCCCIT
GACATGGTAC
CGTCLGGGSA
ATGGTCAASC
GTGTACCARA
TACCAGTTCG
CACATGGTTIT
GTGTCTCTSG
TGTGTGGCZC
CACAGAGAZC
ACACACCGESEG
CCCTGGAGRA
GGAAGTGGARA
GGGRCCTCTT
CCTTCACCTT
GGCATGGCZC
GGAGTGCCAG
CCGTACCGEG
CCTCARCGGTC
CCTTTCGGAT
TGCARGARAC
GGAARGCCTA

TCTCGGTCRC
TGACCAGTTA
TGGGATCTGC
CCATTGTCAT
LCCCTAGACSG
GGTAACAGTA
ACCCGCTCCE
ACTGAAGCAT
TGGGCGAGGC
TGACTTCGTA
CCCTCCTGARA
CGCCTCARGCT
GGGAGGACTT
GOGGAGTCGA
GCTGCTGGTG
GTGGGRATTA
CGACGACCAC
CACCCTTAAT
CTGGCRGAGC
GGACTGCCAG
GACCGYCTCG
CCTGACGGTC
CGCGCATGAC
ACATTCGAGG
GCGCGTACTG
TGTAAGCTCC
CTGCCGCTAC
GCGCCCTGGT
GACGGCGATG
CGCGGGRCCG
GCGTGGCGCE
GTACCTGCAG
CGCACCGUGE
CATGGACGTC
ACCCGGATGA
CCAGGGCTCT
TGGGCCTACT
GGTCCCGAGA
CCCCTGTTAC
ACCATCRCARC
GGGGACAATG
TGGTAGTGTG
AGTGGAGTCC
GUCICATCGC
TCACCTCAGG
CAGAGTAGCG
TGGTGTGTCC
ACGTGCCAGA
RCCACACAGG
TGCACGGICT
CTGCCTCTGC
TGGAARGGTG
GACGGAGACG
ACCTTTCCAC
ACAGTGRAGR
CTGCACRGAC
TGTCACTTCT
GACGTGTCTG
ACTARCCTCAC
TACGTTCTGG
TGATGGAGTG
ATGCARGACC
CCTAGTGGGG
GGGTCACCAT
GGATCACCCC

CTAGACGTCG
GGGTGAAGTT
CARGTACCTGC
TGACACTCTC
GTCATGGRCS
ACTCTGACAG
TCACCGTCCG
GGGGCAGGAG
AGTGGCAGGC
CCCCGTCCTC
AGGTGACCTC
ACGGGGAGGA
TCCACTGGAG
TGCCCCTCCT
ARGCTGTCCC
CRATGGCRAC
TTCGACAGGG
GTTACCGTTG
CCCGGETGGEA
GACCTGCAGA
GGGCCCACCT
CTGGACGTCT
CRGGTTCTCC
CCTGCCATCG
GTCCRAGAGG
GGACGGTAGC
GACGTGTGCT
CAGCTATGCC
CTGCACACGA
GTCGATRACGG
AGCCAGGECCG
TGCGGGACCC
TCGGTCCGGE
ACGCCCTGGEG
GGAATGCAAT
ACATGGATGA
CCTTACGTTA
TGTACCTACT
TATGACGGTG
CATGTGCTAC
ATACTGCCAC
GTACACGATG
CCGGARGCTT
AGCAAAAGGA
GGCCTTCGAA
TCGTTTTCCT
CGCTGACAAC
ACTATGACCT
GCGACTGTTG
TGATACTGGA
CCCCCGGGCA
TCCCTGCTTC
GGGGGCCCET
AGGGACGLAG
TTGGCTGCAR
CATGTGTGTG
ARCCGARCGTT
GTACACACAC
CTTCGACGGG
TGCAGGATTA
GRAGCTGCCC
ACGTCCTAAT
ARTARGGGAT
CCTGGTGGRG
TTATTCCCTA

TTACTTCTTA
CTCGAAALCTG
TGGCCCGGGA
CACTOTGCTG
ACCGGGCCCT
GTCACACGAC
GCTGCCTGGEC
TTGCCATGGA
CGACGGACCG
AACGGTACCT
CGCRTCCAGC
CCTGCAGATG
GCGTAGGTCG
GGACGTCTAC
CCGTCTATGC
CAGGGCGACG
GGCAGATACG
GTCCCGCTGC
GGACTTCGGG
AGCAGCACAG
CCTGAAGCCC
TCGTCGTGTC
GAGGAGGCGT
TGCCGTCAGC
CTCCTCCGCA
ACGGCAGTCG
CCTGCTCGGA
GCGGCCTGCG
GGACGAGCCT
CGCCGGACGC
CTGTGAGCTG
CCTGCAACCT
GACACTCGAC
GGACGTTGGA
GAGGCCTGCC
GAGGGGGGAC
CTCCGGACGG
CTCCCCCCTG
AGATCTTCCA
TGTGAGGATG
TCTAGAAGGT
ACACTCCTAC
GCTGCCTGAC
GCCTATCCIG
CGACGGACTG
CGGATAGGAC
CTGCGGGCTG
GGAGTGCATG
GALCGCCCGAC
CCTCACGTAC
TGGTCCGGCA
CATCAGGGCA
ACCAGGCCGT
GTAGTCCCGET
CACTTGTGTC
ATGCCACGTG
GTGRACACAG
TACGGTGCAC
CTCAAATACC
CTGCGGCAGT
GAGTTTATGG
GACGCCGTCA
GCAGCCACCC
GGAGGAGRGR
CGTCGGTGEG
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GAGTCACTTT
TTGAGCTGTT
ACTCACTTTG
ALCTCCACARA
TGAGTGAAAC
CAAAGCCCTC
TGAAGCAGAC
GTTTCGGGAG
ACTTCGTCTG
GGCATCCAGA
CCCTGTGGAC
CCGTAGGTCT
GGGACACCTG
CCAGARARGT
ATGAAGCAGA
GGTCTTTTCA
TACTTCGTCT
CTTCCAGGAC
GCATTTACGA
GEAGGTCCTG
CGTAAATGCT
TGCGACACCA
GGTGACCTGG
ACGCTGTGGT
CCACTGGACC
ATCTCCGGGA
CCTGCCTGTC
TAGAGGCCCT
GGACGGACAG
GCAGTCTGTG
ATGAGCTTTT
CGTCACACAC
TACTCGARAAA
GTGGCTGGCC
TGACCCTGAG
CRCCGACCGG
ACTGGGACTC
GTGAAGCCTG
CCGGTGAGCC
CACTTCGGAC
GGCCACTCGG
GCACGATTTC
GCTCCTCCAG
COTGCTAAAG
CGAGGAGGTC
GTGGACATGA
CGTGGTGGRG
CACCTGTACT
GCACCACCTC
GGAAGCGACC
GGCAGCCAGG
CCTTCGCTGG
CCGTCGGTCC
ALTCTTCAGC
TGATGGCCAG
TTAGAAGTCG
ACTACCGGTC
GTCCAGGGCC
GCCCCATGCC
CAGGTCCCGG
CGGGGTACGG
AGRACAAGGC
GACGAGATCG
TCTTGTTCCG
CTGCTCTAGC

ACGTTCTTIG
TGACGGLGEAG
AGGTGGTGSA
ACTCCCCCTC
TCCACCACZT
TCCGTGGTCT
ATACCAGGARG
AGGCARCCAGA
TATGGTCCIC
ACAATGACTT
TTTGGGAATT
TGTTRACTGGA
AALCCCTTGA
GCCTCTRGRC
CGATGGTGEA
CGGAGACCTG
GCTACCACCT
TGCARCARSC
CACCTGCTIC
ACGTTGTTCG
GTGGACGAGG
TTGCTGCCTA
AGGARCGGCTA
AACGACGGAT
TCCTGCCGST
GAACGGGTAT
AAGTCACGTG
CTTGCCCATA
TTCAGTGCAC
GAGGGCTGIC
GCAGACCTSC
CTCCCGARCSEG
CGTCTGGALG
GGCGTTTTEC
CACTGCCAGA
CCGCRARATZG
GTGACGGTIT
CCAGGAGCIG
CCACCACTIT
GGTCCTCGEC
GGTGGTGAGA
TACTGCAGTA
GCTGTCCGAG
ATGACGTCET
CGACAGGCTC
TGGAGCGGIT
TACCACGAZG
ACCTCGCCGA
ATGGTGCTSC
GTCAGAGCTG
TGGCCTCCAC
CAGTCTCGAC
ACCGGAGGTG
ARGATCGAZC
CCRGGAGCTZC
TTCTAGCTSG
GGTCCTCGSEG
TGAAGAAGAR
ARCCTCARAGC
ACTTCTTCTT
TTGGAGTTZG
CTTCGTGCTG
TTAGCTACCT
GARRGCACGAC
ARTCGATGEA

CCCAGTGGTA
GTGAATGTGA
GTCTGGCCGG
CACTTACACT
CAGACCGGCC
GGGACCGCCA
AAMGTGTIGTG
CCCTGGCGET
TTTCACACAC
CACCAGCAGC
CCTGGAAAGT
GTGGTCGTCG
GGACCTTTCA
TCATCCCCTG
TTCCTCCTGT
AGTAGGGGAC
AAGGAGGACA
TEGTGGACCC
TGTGAGTCCA
ACCACCTGGG
ACACTCAGGT
TGCCCACGTG
CATTGTGCCC
ACGGGTGCAC
GTARCRCGGG
GAGTGTGAGT
TCAGCACCCT
CTCACACTCA
AGTCGTGGGA
ATGCCCACTG
GITGACCCTG
TACGGGTGAC
CRACTGGGAC
CTCAGGEARG
TTTGCCACTG
GAGTCCTTTC
ARACGGTGAC
GGAGGCCTGG
GTATGTGGAG
CCTCCGGACC
CATACACCTC
GGCTACTGGA
GCTGAGTTTG
CCGATGACCT
CGACTCAAAC
GCGCATCTCC
GCTCCCARCGC
CGCGTAGAGG
CGRAGGGTGCG
CGGCGCATTG
CAGCGAGGTC
GCCGCGTAAC
GTCGCTCCAG
GCCCTGAAGC
CARCGGATGT
CGGGACTTCG
GITGCCTACA
GAAGGTCATT
AGATCCGCCT
CTTCCAGTAA
TCTAGGCGGA
AGCAGIGTGGE
CTGTGACCTT
TCGTCACRCC
GACACTGGAA

GGACCACCTC
AGAGGCCCAT
TAECETCETTC
TCTCCCCOTA
ATGTAGTRAG
CCTGAGCATC
GCCTGTGTGG
GGACTCGTAG
CGGACACACC
ALCCTCCARG
GRGCTCGCAG
TTGGAGGTTC
CTCGAGCGTC
CCACCTGRCCA
AGAATCCTTA
GGTGGACGGT
TCTTAGGRAT
CGAGCCATAT
TTGGGGRCTG
GCTCGGTATA
AACCCCTGAC
TGTGCCCRGC
CCAGAGCTGC
ACACGGGTCG
GGTCTCGACG
GGCGCTATRA
GAGCCACTGG
CCGCGATATT
CTCGGTGACC
CCCTCCREGGE
ARGARCTGTCC
GGGAGGTCCC
TTCTGACAGG
ARAGTCACCT
TGATGTTGTC
TTTCAGTGGA
ACTACARCAG
TGGTGCCTCC
GRCATCTCGG
ACCACGGAGG
CTGTAGAGCC
CCTGGTCTTC
ALGTGCTGAR
GGACCAGAAG
TTCACGACTT
CLGAAGTGGG
CTACATCGGG
GTCTTCACCC
GRTGTAGCCC
CCAGCCAGGT
TTGAARATACA
GGETCGGTCCA
ARCTTTATGT
CTCCCGCARTC
CCCGGRAACTT
GAGGGCGTAG
GGGCCTTGARA
GTGATCCCGG
CATCGAGAAG
CRACTAGGGCC
GTAGCTCTTC
ATGAGCTGGR
GCCCCTGRAG
TACTCGACCT
CGGGGACTTC

CCTCCTCTCT
GAAGGATGAG
TGCTGCTGGG
CTZCCTACTC
ACGACGACCC
TCCGTGGTCC
GAATTTTGAT
AGGCACCAGG
CTTAAMACTA
TGGAGGARGA
TGZGCTGACA
ACCTCCTTCT
ACACGACTGT
TAACRACATC
CCAGTGACGT
ATTGTTGTRAG
GGTCACTGCA
CTGGATGTCT
CGCCTGCTTC
GACCTACAGA
GCGGACGAMG
ATGGCAAGGT
GAGGAGAGGA
TACCGTTCCA
CTCCTCTCCT
CAGCTGTGCA
CCTGCCCTGET
GTCGACACGT
GGACGGGACA
RARZAATCCTGG
AGUGUGTGAG
TTTTAGGACC
TCACACACTC
TGAATCCCAG
AACCTCACCT
ACTTAGGGTC
TTGGAGTGGA
CACAGATGCC
AACCGCCETT
GTGTCTACGG
TTGGCGGCAA
CTGCTGGATG
GGCCTTTGTG
GACGACCTAC
CCGGAAACAC
TCCGCGETGEC
CTCAAGGRCC
AGGCGCACCG
GAGTTCCTGG
GAAGTATGCG
CACTGTTCCA
CTTCATACGC
GTGACAAGGT
GCCCTGCTCC
TGTCCGCTAC
CGGGACGAGG
BCAGGCGATG
TGGGCATTGG
CAGGCCCCTG
ACCCGTAACT
GTCCGGGGAC
GCAGCAMRGG
CCeCTCCeTee
CGTCGTTTCC
GGGGAGGAGG
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TACTCTGCCC
GGGTTTCGAL
ATGAGACGGG
CCCARMCCTC
TTCGTCCTGG
CAEAGGAGTTC
AAGCAGGACC
GTTCCTCRAG
GCATCCACGT
CCCTTCAGCG
CGTAGGTGCA
GGGAAGTCGC
GATCCGCTARC
ACCTCTCTGA
CTAGGCGATG
TGGAGAGACT
CCCAACCTGG
GAGGCTGCCT
GGGETTGGACC
CTCCGACGGA
CCAACGTGCA
ATCCAGGACT
GGTTGCACGT
TAGGTCCTGA
GAGGTGCTGC
CTGACTGCAG
CTCCACGRCG
GACTGACGTC
AGTTTCCCAG
CATTTCARAR
TCRAAAGGGTC
GTRAAAGTTTT
AGTATGGARG
AARAGCCCATT
TCATACCTTC
TTTCGGGTAR
CAGCCAAATC
AAATGCATGG
GTCGGTTTAG
TTTACGTACC
ACGGACGTCT
CAACAGAGTG
TGCCTGCRGA
GIIGICTCAC
CCCAGCTACG
CTCCAGCGAN
GGGTCGATGE
GAGGTCGCTT
CCTCCACARA
GGAATGAGRA
GGAGGTGTTT
CCTTACTCTT
ACCGTGACTT
CAACTGTGAC
TGGCACTGAR
GTTGACACTG
TTRAARGTGGA
ACAGGCAGCT
AATTTCACCT
TGTCCGTCGA
GCTGACTGGC
TGGAGGTGAT
CGACTGACCG
ACCTCCACTA
TGCATGAARAT

CCCGRCATSG
CCTGLGELCCC
GGGCTGTAZC
GGACCCCCIO
AAGGATCGSA
ATGGAGGAGG
TTCCTAGCZT
TACCTCCTIC
CACGGTGCTG
AGGCACAGTC
GTGCCACGRC
TCCGTGTCARG
CAGGGCGGETA
CCACRGCOTTC
GTCCCGCCET
GGTGTCGARG
TCTACATGST
GGAGACATCC
AGATGTACTIA
CCTCTGTAS

GGAGCTGGAG
TTGAGACGTT
CCTCGACCTC
AACTCTGCGA
TCCGGAGASGG
CCAGCCCCTG
AGGCCTCTCC
GGTCGGGGAC
CTTCTTATTT
GCCRRTATAG
GARGRATARA
CGGTTATATC
CATCACCAZC
TGCTGAGCZT
GTAGTGGTSG
ACGACTCGSA
GGGGATGCIT
TGCCAGGCIG
CCCCTACGEA
ACGGTCCGEC
CTGTGGATTIC
ACAGTGTTIC
GACACCTAAG
TGTCACAASG
GATCTTGGIA
TCGARGACIT
CTAGRACCST
AGCTTCTGSA
CTGTGCTCTG
GAGGCCCGEG
GARCACGARGAC
CTCCGGGCZC
GCCAGCCAGA
CGGGEGEGECTSA
CGGTCGGTTT
GCCCCCGAZT
AGAGRCCTST
CCACTCGGCA
TCTCTGGAZA
GGTGAGCCST
AGCTGTTCTT
TCTCCATAAT
TCGARCARGRA
AGARGGTATTA
CCATCGAGST

CACRAAGTCAC
ARGAGEAACT
GTGTTCAGTG
TTCTCCTTGA
CARRATTGGT
TGATTCAGCG
GTTTTARCCA
ACTAMGTCGC
CAGTACTCCT
CARAGGGGAC
GTCATGAGGA
GTTTCCCCTG
ACAGGACCAR
TTGGTCAGCC
TGTCCTGGTT
AACCAGTCGG
CACCGGARAAT
AGGTGGTGCC
GTGGCCTTTA
TCCACCARCGG
AGGATTGGCT
CCCCCGAGAG
TCCTAACCGA
GGGGGCTCTC
GGCTGCAGAT
GACGTGATCC
CCGACGTCTA
CTGCACTAGG
TGATGAAATG
GGCCTCGTCT
ACTACTTTAC
CCGGAGCAGA
ATTGACGTGC
TGTGGACGTC
TAACTGCACG
ACACCTGCAG
TGGGCTTTGC
GGAGCCTCAA
ACCCGARALG
CCTCGGAGTT
AGTGGATGCA
CTATTGGRAT
TCACCTACGT
GATAACCITA
GGCCCAGCAG
CCCTACCATG
CCGGGTCGTC
GGGATGGTAC
GATTTGTTAG
GACGTCTGGA
CTAAACAATC
CTGCAGACCT
TGGCCAGACC
GGCCTTCGTG
ACCGGTCTGG
CCGGAAGCAC
GGCTGCCGCT
CATCGTGACC
CCGACGGCGA
GTAGCACTGG
ATGTCCTATT
GGTGCCTGCA
TACAGGATAA
CCACGGRCGT
GAAGCACAGT

TGTGGGCCCG
CCATGGTTCT
ACACCCGGGC
GGTACCAACA
GRAGCCGRCT
GATGGATCTG
CTTCGGCTGA
CTACCTACAC
ACATGGTGAC
ATCCTGCAGC
TGTACCACTG
TAGGACGTCG
CACTGGGECTG
AGGGTGACCG
GTGACCCGAC
TCCCACTGGC
CCTGCCTCTG
CATTGGAGTG
GGACGGRGAC
GTAACCTCAC
GGCCCARATGC
GCTCCTGACC
CCGGGTTACG
CGAGGACTGG
CCCCACCCTC
TTCTCCTGGA
GGGGTGGGAG
AAGAGGACCT
ARGAGTTTCG
CRCTCAGCTG
TTCTCARAGC
GTGAGTCCAC
CATGGAACGT
ATGCAGCGGEG
GTACCTTGCA
TACGTCGCCC
TGTGCGATAC
AGGCGGTGGET
ACACGCTATG
TCCGCCACCA
GCAGCTGATG
TGGAGATCGC
CGTCGACTAC
ACCTICTAGCS
GCGACTCCAA
GTCACCTTGG
CGCTGAGGTT
CAGTGGAACC
GATTTGCATG
CCTTGCCAGA
CTAAACGTAC
GGRACGGTCT
TTGCTGAAGA
CCCTAACRGC
ARCGACTTCT
GGGATTGTCG
GGACCTGCCC
TTTGATGGGC
CCTGGACGGG
ARACTACCCG
TCAAARCRAG
GCCCTGGAGC
AGTTTTGTTC
CGGGACCTCG
GCCCTCTCCG

GGGCTCTTGG
GGATGTGLCG
CCCGAGARCC
CCTACACCGC
TCRAACAGGAG
GGCCAGGACA
AGTTGTCCTC
CCGGTZCCTGET
CGTGGAGTAC
GGGTGCGAGA
GCACCTCATG
CCCACGCTCT
GCCCTGCEET
GGAGCAGGOG
CGGGACGCCA
CCTCGTCCGC
ATGAGATCAR
GGCCCTAATG
TACTCTAGTT
CCGGGATTAC
CCCTATCCTC
TGGTGCTGCA
GGGATAGGAG
ACCACGACGT
TCCCCTGCAC
TGGCTCCTCC
AGGGGACGTG
ACCGAGGAGG
CCAAGGCTTT
TCAGTGCTGC
GGUTCCGARA
AGTCACGACG
GGZCCCGGAG
AGGGAGGCCC
CCAGGGCCTC
TCCCTCCGEG
TTGACTTCAG
CATCCTGGTC
AACTGAAGTC
GTAGGACCAG
CCGCCAGGTC
TACGATGCAG
GGCGGTCCAG
ATGCTACGIC
CGTGGTGAAG
GCARTTCCTT
GCACCACTTC
CGTUTAAGGAR
GATGAGGATG
CCAGTGCCAC
CTACTCCTAC
GGTCACGGTG
GTCATCGGGT
CAGTCCCCTG
CAGTAGCCCA
GTCAGGGGAC
CTGYGTGTGC
AGARATTTCAR
GACRCACACG
TCTTAAAGTT
GAGCAGGACC
AAGGCAGGGC
CTCGTCCTGG
TTCCGTCCCG
TCGAGSTGCA
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CAGTGACATG
ACGTACTTTA
GTCACTGTAC
TCGCTCCCRA
AGATTCAATC
ACCCACCCTT
TCTAAGTTAG
GTTCCAACTG
TGTGTGGGAT
CAAGGTTGAC
ACACACCCTA
GGCACAGTCA
GCGGCCAGGG
CCGTGTCAGT
CGCCGGTCCC
CCGACAGCTC
CACAAGGTCC
GGCTGTCGAG
GTGTTCCRGG
TTGCCACCAG
GTCGGACCAA
AACGGTGGTC
CAGCCTGGTT
ATGTCATGCC
CCGGCACTGT
TACAGTACGG
GGCCGTGACA
GCTGTTTCTG
GAAGAGGCCT
CGRACARAGAC
CTTCTCCGGA
CCTGGAAGCC
TCAGCGGGES
GGACCTTCGG
AGTCGCCCGC
GCTCCCACGT
CCAGTGCTGC
CGAGGGTGCA
GGTCACGACG
TGCCCCCAGT
CCTGGCGAGT
ACGGGGGETCA
GGACCGCTCA
CAAAAGAGTG
GGAAGACCCA
GTTTTCTCAC
CCTTCTGGGT
TCCACAGTGA
CTGTGGCTGET
AGGTGTCACT
GACACCGACA
GARGCACCAT
TGCACCTGCA
CTTCGTGGTA
ACGTGGACGT
GTGCTCCCAG
TTCTGCATGA
CACGAGGGTC
AAGACGTACT
GTGGTGACTG
CGGCTCCCAG
CRCCACTGAC
GCCGAGGGTC
TCCGAGTGAA
CAGCTGGAGG

GAGGTGARCSG
GGTAGCTCCA
CTCCRCTGIC
CATCGAACTC
ACCTTGGTZA
GTACCTTCAG
TGGAARCCAST
CAGCTCRGZC
CTGTGATGAG
GTCGAGTCEG
GACACTACTC
CCACRGACTG
CAGACGTGIC
GGTGTCTGRC
GTCTGCACSG
CCACTGCCARG
TGGCTCCAGC
GGTGACGGTC
ACCGAGGTIG
GAGCRAGTST
CGGGGTCTEC
CTCGTTCATA
GUCCCAGATG
CACCATCTCT
GATGGCRATG
GTGGTAGAZA
CTRCCGTTSGC
CCCTCCAGAT
GCACTCAGTG
GGGRGGTCTA
CGTGAGTCAC
TGGGTCCCEG
GAAGGTCAAC
ACCCARGGGZC
CTTCCAGTTG
GTGGCCTGTG
CCCGAGTATG
CACCGGACAC
GGGCTCATAC
GCCTCACTST
GCAGACCCAA
CGGAGTGATZA
CGTCTGGGTT
TCCCCACCIT
GTGCTGTGAT
AGGGGETGGSEA
CACGACACTA
GCTGTCCCZT
ACCACRACTA
CGACAGGGSEA
TGGTGTTGST
CTACCCTGTG
CCGACATGEA
GATGGGACARC
GGCTGTACTT
ARGCCCTGTG
AGGCGABTSC
TTCGGGACAC
TCCGCTCAZG
GCTCACCGCG
TGGGCCTCZC
CGRGTGGCSEC
ACCCGGAGEG
GGRGGAGGTC
TCCCTGTCTG

TGAATGGGAG
CTTCGETGTICA
ACTTACCCTC
ARCCTTTATG
CATCTTCACA
TTGCAAATAC
GTAGAAGTGT
CCAAGACTTT
AARCGGAGCCA
GGTTCTGARAR
TTGCCTCGGT
GRRAACACTT
AGCCCATCCT
CTTTTGTGAA
TCGGGTAGGA
GTCCTCCTCT
CACATTCTAT
CAGGAGGAGA
GTGTAAGATA
GTGAGGTGAT
GTTGACTGGA
CACTCCACTA
CRACTGACCT
GGTCTACAAC
TGAGCTCCTG
CCAGATGTTG
ACTCGAGGAC
ARAGTCATGT
CATTGGTGAG
TTTCAGTACA
GTAACCACTC
RACCACCAGCC
TGCACRACGE
TGGTGGTCGG
ACGTGTTGCGE
TGRAGTAGCC
AGTGTGTGTG
ACTTCATCGG
TCACACACAC
GAACGTGGCC
CTTCACCTIGC
CTTGCACCGG
GAAGTGGACG
ceraeceece
GAGTATGAGT
GGACGGEGGE
CTCATACTCAR
TGGGTACTTG
CCTGCCTTCE
ACCCATGARC
GGACGGAAGG
GGCCAGTTCT
GGATGCCGTG
CCGGTCAAGA
CCTACGGCAC
AGGACAGCTG
TGTGGAAGGT
TCCTGTCGAC
ACACCTTCCA
GGGGGACTCC
CGGAGARCCC
CCCCCTGAGG
GCCTCTTGGG
TTTATACARAC
CCCCTCGGGC

ACTGGTCTCT
CLGLAGAGGC
TGACCAGAGE
GTGCCATCAT
TTCACTCCAC
CACGGTAGTA
ARGTGAGGTG
TGCTTCARAG
ATGACTTCAT
ACGAAGTTTC
TACTGAAGTA
GTTCAGGAAT
GGAGGAGCAG
CRAGTCCTTA
CCTCCTCGTC
TACCACTGTT
GCCATCTGCC
ATGGTGACAA
CGGTAGRCGG
CGCCTCTTAT
GGACACCTGA
GCGGAGAATA
CCTGTGGACT
CACTGTGAGC
TGGGGACCAT
GTGACACTCG
ACCCCTGGTAR
TGGAAGGCAG
GATGGAGTCC
ACCTTCCGTC
CTACCTCAGG
CTGTCAGATC
AGCCCTGCCC
GRCAGTCTAG
TCGGGACGGG
CGCCTCCGCC
TGACCCAGTG
GCGGAGGCGGE
ACTGGGTCARC
TCCAGCCCRC
GCCTGCAGGA
AGGTCGGGTG
CGGRCGTCCT
GCACCGITTG
GTGUCTGCAA
CGTGGCARNG
CRCGGACGTT
GCCTCARCCG
CGRACARGCTG
CGGAGTTGGC
GCTGTTCCAC
GGGAGGAGGG
ATGGGCCTCC
CCcCrCercee
TACCCGGAGG
TCGGTCGGGEC
GCCTGCCATC
AGCCAGCCCG
CGGACGGTAG
CAGTCTTCCT
CTGCCTCATC
GTCAGARAGGL
GACGGAGTAG
RAMGGAACGT
TTTCAGCTGA

GTTCCTTACG
AGCTCSACGT
CAAGGAATGC
CCATCAGGTC
AARARCAATGHR
CGTACTCCAG
TTTTGTTACT
ACGTATGGTC
GCTGAGGGAT
TGCATACCAG
CGACTCCCTA
GGACTGTGCA
TGTCTTGTCC
CCTGACACGT
ACAGAACAGG
TGCTGAATGC
AGCAGGACAG
ACGACTTACG
TCGTCCTGTC
GCCCACCTCT
TTTCTGTGCT
CGGGTGGRAGR
BARAGACACGA
ATGGCTGTCC
CCCTCCGAAG
TACCGACAGG
GGGAGGCTTC
CTGTGTCCCT
AGCACCAGTT
GACACAGGGR
TCGTGGTCAA
TGCACATGCC
CACGGCCAAR
ACGTGTACGG
GTGCCGGTTT
AGAATGCAGA
AGCTGTGACC
TCTTACGTCT
TCGACACTGG
ACTGACCRAC
AGGAGGAGTG
TGACTGGTTG
TCCTCCTCAC
cccaccerre
CTGTGTCAAC
GGGTGGGANG
GACACAGTTG
CCACCAATGA
TGTGTCCACC
GGLGGTTACT
ACACAGGTGG
CTGCGATGTG
GCGTGGCCCA
GACGCTACAC
CGCACCGGGT
TTCACTTACG
TGCCTGTGAG
AAGTGAATGC
ACGGACACTC
GGAAGAGTGET
BATGAGTGTG
CCTTCTCACK
TTACTCACAC
CTCCTGCCCC
GCTGTAAGAC
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AGGCTCACTT
GTCGACCTCC
CTCAGCGTGC
TCAATGGCAC
GAGTCGCACG
AGTTACCGTG
LCGACCTGCC
GGAGTGCAGG
TGCTGEGACGS
CCTCACGTCC
AAARTAACAC
ATTCAGCTAA
TTTTATTGTG
TAAGTCGATT
CCAGGATGGC
ACTTCTGGGA
GGTCCTACCG
TGAAGRCCCT
TGTCTTGCTG
CACATGTGRG
ACAGAACGAC
GTGTACACTC
TCARAGGTGGG
CAGGGCAAAT
AGTTCCACCC
GTCCCGTTTA
GCAGGACCAG
TGGCCCTGCA
CGTCCTGGTC
ACCGGGACGT
GCCATGGAGT

CCTCCTCCAG
AGGGACAGAC
TGCCCAAGCT
TGTCATTGGG
ACGGGTTCGA
ACAGTAACCC
GCTGCATGGT
RAGACCACCT
CGACGTACCA
TTCTGGTGGA
AGGTGAATGT
GAGGAGGACA
TCCACTTACA
CTCCTCCTGT
TGTGATACTC
GAAGAGGGTC
ACARCTATGAG
CTTCTCCCAG
AGGGAGGTAR
GAGCCTGAGT
TCCCTCCATT
CTCGGACTCA
AAGCTGTARG
GTGCCAGCAA
TTCGACATTC
CACGGTCGTT
TGCTCCTGCT
CTGCACCAAT
ACGAGGACGA
GACGTGGTTA
GCARAATGCTC

BARTATGTTG
GGGGAGCCCG
GICGCTGTGA
CCCGGGAAGA
CAGCGARCACT
GGGCCCTTCT
GCAGGTGGGEG
GCAACCCCTG
CG@TCCACCCC
CGTTGGGGAC
TGTGGGAGAT
GATCATGACA
ACACCCTCTA
CTAGTACTGT
ACTTCTGCAR
ACAGGCTGCC
TGAAGACGTT
TGTCCGACGG
AATTATGAAR
GCAACGACAT
TTAATACTTT
CGTTGCTGTA
TCTGARAGTAG
AGCCATGTAC
AGACTTCATC
TCGGTACATG
GCTCTCCGAC
GGCTCTGTTG
CGAGAGGCTG
CCGAGACARC
CCCCAGGAAG

TTTCCTTGCA
ARAGTCGACT
GCGCATGGAG
CTGTGATGAT
CGCETACCTC
GACACTACTA
GTCATCICTG
CCCCCTGGET
CAGTAGAGAC
GGGGGACCCA
GTTTGCCTAC
CTGAAGCGTG
CARACGGATG
GACTTCGCAC
GGTCAATGAG
CACCCTTTGA
CCAGTTACTC
GTGGGAAACT
ATTCCAGGCA
CACTGCCAGG
TAAGGTCCGT
GTGACGGTCC
AGGTGGATAT
TCCATTGACR
TCCACCTATA
AGGTAACTGT
ACGGACGGAG
TGTACCATGA
TGCCTGCCTC
ACATGGTACT
TGCAGCEAGT

GAGBACGGGE
CGACATTCTG
GUCTGCATGC
CGATGTGTGC
CGGACGTACG
GCTACACACG
GATTCAAGCT
TACARGGAAG
CTAAGTTCGA
ATGTTCCTTC
GGCTTGCACC
ATGRGACGCT
CCGARCGTGG
TACTCTGCGA
AGAGGAGAGT
TGARCACRAG
TCTCCTCTCA
ACTTGTGTTC
CCTGCTGTGA
CTGCAGTATG
GGACGACACT
GACGTCATAC
CCACTACTGC
TCARCGATGT
GGTGATGACG
AGTTGCTACA
CCCATGCAGG
GGTTCTCRAT
GGGTACGTCC
CCAAGAGTTA
GA

La presente invencién se refiere a un fragmento de factor de von Willebrand (VWF) que comprende un dominio D'y
un dominio D3 de VWF, en donde el fragmento de VWF inhibe la union de VWF endégeno (VWF de longitud
completa) a una proteina FVIII. En una realizacion, el fragmento de VWF se une por un enlace covalente a una
proteina FVIII. El fragmento de VWF de la invencién protege FVIII de la escision por proteasa y activacion de FVIII,
estabiliza la cadena pesada y cadena ligera de FVIII, y previene la eliminacion de FVIII por receptores depuradores.
En otra realizacion, el fragmento de VWF se une por un enlace covalente a una proteina FVIIl y bloquea o previene
la unién de la proteina FVIII a fosfolipido y proteina C activada. Previniendo o inhibiendo la unién de la proteina FVIII
con VWF enddgeno de longitud completa, el fragmento de VWF de la invencion reduce la eliminacién de FVIII por
receptores de eliminacion de VWF y asi prolonga la semivida de FVIII. La prolongacién de la semivida de una
proteina FVIIl se debe asi a la uniéon o asociaciéon con el fragmento de VWF que carece de un sitio de union de
receptor de eliminacién de VWF a la proteina FVIIl y que escuda o que protege la proteina FVIII por el fragmento de
VWF de VWF endégeno que contiene el sitio de union de receptor de eliminaciéon de VWF. La proteina FVIIl unida a
o protegida por el fragmento de VWF también puede permitir la recirculacion de una proteina FVIIl. Por tanto, el
fragmento de VWF no puede ser VWF maduro de longitud completa. Eliminando los sitios de unién de receptor de la
via de eliminacion de VWF contenidos en la molécula de VWF de longitud completa, los heterodimeros FVIII/VWF de
la invencién se desacoplan de la via de eliminacion de VWF, que permite la prolongacion adicional de la semivida de
FVIII.

El fragmento de VWF que comprende el dominio D' y el dominio D3 puede comprender ademas un dominio de VWF
seleccionado del grupo que consiste en un dominio A1, un dominio A2, un dominio A3, un dominio D1, un dominio
D2, un dominio D4, un dominio B1, un dominio B2, un dominio B3, un dominio C1, un dominio C2, un dominio CK,
uno o mas fragmentos de los mismos, y cualquier combinacién de los mismos. En una realizacion, un fragmento de
VWF comprende, consiste esencialmente en, o consiste en: (1) los dominios D'y D3 de VWF o fragmentos de los
mismos; (2) los dominios D1, D'y D3 de VWF o fragmentos de los mismos; (3) los dominios D2, D'y D3 de VWF o
fragmentos de los mismos; (4) los dominios D1, D2, D'y D3 de VWF o fragmentos de los mismos; o (5) los dominios
D1, D2, D', D3 y A1 de VWF o fragmentos de los mismos. El fragmento de VWF descrito en el presente documento
no contiene un sitio que se una a un receptor de eliminacion de VWF. En otra realizacién, el fragmento de VWF
descrito en el presente documento no es los amino&cidos 764 a 1274 de SEQ ID NO: 2. El fragmento de VWF de la
presente invencion puede comprender cualquier otra secuencia unida a o fusionada con el fragmento de VWF, pero
no es VWF de longitud completa. Por ejemplo, un fragmento de VWF descrito en el presente documento puede
comprender ademas un péptido sefal.

En una realizacion, un fragmento de VWF de la presente invencion comprende el dominio D' y el dominio D3 de
VWEF, en donde el dominio D' es al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 %
idéntico a los aminoacidos 764 a 866 de SEQ ID NO: 2, en donde el fragmento de VWF se une a una proteina FVIII,
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escuda, inhibe o previene la unién del fragmento de VWF enddgeno a una proteina FVIII. En otra realizacion, un
fragmento de VWF comprende el dominio D' y el dominio D3 de VWF, en donde el dominio D3 es al menos 60 %,
70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntico a los aminodcidos 867 a 1240 de
SEQ ID NO: 2, en donde el fragmento de VWF se une a una proteina FVIIl o inhibe o previene la unién del
fragmento de VWF endégeno a una proteina FVIIl. En algunas realizaciones, un fragmento de VWF descrito en el
presente documento comprende, consiste esencialmente en, o consiste en el dominio D' y dominio D3 de VWF, que
son al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idénticos a los aminoéacidos
764 a 1240 de SEQ ID NO: 2, en donde el fragmento de VWF se une a una proteina FVIIl o inhibe o previene la
unién del fragmento de VWF endbgeno a una proteina FVIIl. En otras realizaciones, un fragmento de VWF
comprende, consiste esencialmente en, o consiste en los dominios D1, D2, D' y D3 al menos 60 %, 70 %, 80 %,
85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o0 100 % idéntico a los amino&cidos 23 a 1240 de SEQ ID NO: 2, en
donde el fragmento de VWF se une a una proteina FVIII o inhibe o previene la unién de fragmento de VWF
enddgeno a una proteina FVIII. En otras realizaciones mas, el fragmento de VWF comprende ademas un péptido
sefal operativamente unido al mismo.

En algunas realizaciones, un fragmento de VWF de la invencién consiste esencialmente de o consiste en (1) el
dominio D'D3, el dominio D1 D'D3, dominio D2 D'D3, o dominio D1D2 D'D3 y (2) una secuencia de VWF adicional de
hasta aproximadamente 10 aminoacidos (por ejemplo, cualquier secuencia desde los aminoacidos 764 a 1240 de
SEQ ID NO: 2 hasta los aminoacidos 764 a 1250 de SEQ ID NO: 2), hasta aproximadamente 15 amino&cidos (por
ejemplo, cualquier secuencia desde los aminoacidos 764 a 1240 de SEQ ID NO: 2 hasta los aminoacidos 764 a
1255 de SEQ ID NO: 2), hasta aproximadamente 20 aminodcidos (por ejemplo, cualquier secuencia desde los
aminoacidos 764 a 1240 de SEQID NO:2 hasta los aminoacidos 764 a 1260 de SEQID NO:2), hasta
aproximadamente 25 aminoacidos (por ejemplo, cualquier secuencia desde los aminoacidos 764 a 1240 de
SEQ ID NO: 2 hasta los aminoacidos 764 a 1265 de SEQ ID NO: 2), o hasta aproximadamente 30 aminoacidos (por
ejemplo, cualquier secuencia desde los aminoacidos 764 a 1240 de SEQ ID NO: 2 hasta los aminoacidos 764 a
1260 de SEQID NO: 2). En una realizacién particular, el fragmento de VWF que comprende o que consiste
esencialmente en el dominio D' y el dominio D3 no es ni los aminoacidos 764 a 1274 de SEQ ID NO: 2 ni VWF
maduro de longitud completa.

En otras realizaciones, el fragmento de VWF que comprende los dominios D'D3 unidos a los dominios D1D2
comprende ademas un sitio de escision intracelular, por ejemplo, (un sitio de escision por PACE o PC5), que permite
la escision de los dominios D1D2 de los dominios D'D3 tras la expresidon. Los ejemplos no limitantes del sitio de
escision intracelular se desvelan en cualquier parte en el presente documento.

Aun en otras realizaciones, un fragmento de VWF comprende el dominio D'y el dominio D3, pero no comprende una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en (1) aminoécidos 1241 a 2813 de SEQ ID NO: 2,
(2) aminoacidos 1270 a aminoacidos 2813 de SEQID NO: 2, (3) aminoacidos 1271 a aminodcidos 2813 de
SEQ ID NO: 2, (4) aminoacidos 1272 a aminodcidos 2813 de SEQ ID NO: 2, (5) aminoécidos 1273 a aminoacidos
2813 de SEQ ID NO: 2, y (6) aminoacidos 1274 a aminodacidos 2813 de SEQ ID NO: 2.

En otras realizaciones mas, un fragmento de VWF de la presente invenciéon comprende, consiste esencialmente en,
o consiste en una secuencia de aminoacidos correspondiente al dominio D', dominio D3 y dominio A1, en donde la
secuencia de aminoacidos es al menos 60 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o
100 % idéntica al aminoéacido 764 a 1479 de SEQ ID NO: 2, en donde VWF se une a FVIIl. En una realizacion
particular, el fragmento de VWF no es los aminoacidos 764 a 1274 de SEQ ID NO: 2.

En algunas realizaciones, un fragmento de VWF de la invencién comprende el dominio D' y el dominio D3, pero no
comprende al menos un dominio de VWF seleccionado del grupo que consiste en (1) un dominio A1, (2) un dominio
A2, (3) un dominio A3, (4) un dominio D4, (5) un dominio B1, (6) un dominio B2, (7) un dominio B3, (8) un dominio
C1, (9) un dominio C2, (10) un dominio CK, (11) un dominio CK y dominio C2, (12) un dominio CK, un dominio C2 y
un dominio C1, (13) un dominio CK, un dominio C2, un dominio C1, un dominio B3, (14) un dominio CK, un dominio
C2, un dominio C1, un dominio B3, un dominio B2, (15) un dominio CK, un dominio C2, un dominio C1, un dominio
B3, un dominio B2, y un dominio B1, (16) un dominio CK, un dominio C2, un dominio C1, un dominio B3, un dominio
B2, un dominio B1, y un dominio D4, (17) un dominio CK, un dominio C2, un dominio C1, un dominio B3, un dominio
B2, un dominio B1, un dominio D4 y un dominio A3, (18) un dominio CK, un dominio C2, un dominio C1, un dominio
B3, un dominio B2, un dominio B1, un dominio D4, un dominio A3, y un dominio A2, (19) un dominio CK, un dominio
C2, un dominio C1, un dominio B3, un dominio B2, un dominio B1, un dominio D4, un dominio A3, un dominio A2 y
un dominio A1, y (20) cualquier combinacién de los mismos.

AUn en otras realizaciones, el fragmento de VWF comprende los dominios D'D3 y uno o0 mas dominios o0 médulos.
Los ejemplos de dichos dominios 0 médulos incluyen, pero no se limitan a, los dominios y moédulos desvelados en
Zhour et al., Blood, publicado en linea el 6 de abril de 2012: DOI 10.1182/blood-2012-01-405134. Por ejemplo, el
fragmento de VWF puede comprender el dominio D'D3 y uno o mas dominios o médulos seleccionados del grupo
que consiste en dominio A1, dominio A2, dominio A3, mddulo D4N, moédulo VWD4, médulo C8-4, médulo TIL-4,
médulo C1, médulo C2, médulo C3, moédulo C4, médulo C5, médulo C5, mddulo C6, y cualquier combinacién de los
mismos.
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En otras realizaciones mas, el fragmento de VWF se une a un resto heterdlogo, en donde el resto heterdlogo se une
al extremo N o el extremo C del fragmento de VWF, o se inserta entre dos aminoacidos en el fragmento de VWF.
Por ejemplo, los sitios de insercion para el resto heterdlogo en el fragmento de VWF pueden estar en el dominio D',
el dominio D3, o ambos. El resto heter6logo puede ser un prolongador de la semivida.

En ciertas realizaciones, un fragmento de VWF de la invencién forma un multimero, por ejemplo, dimero, trimero,
tetramero, pentamero, hexamero, heptamero, o los multimeros de orden superior. En otras realizaciones, el
fragmento de VWF es un monémero que tiene solo un fragmento de VWF. En algunas realizaciones, el fragmento de
VWF de la presente invencion puede tener una o mas sustituciones, deleciones, adiciones, o modificaciones de
aminoacidos. En una realizacion, el fragmento de VWF puede incluir sustituciones, deleciones, adiciones o
modificaciones de amino&cidos de forma que el fragmento de VWF no sea capaz de formar un enlace disulfuro o
formar un dimero o un multimero. En otra realizacion, la sustitucién de aminoacidos esta dentro del dominio D' y el
dominio D3. En una realizacion particular, un fragmento de VWF de la invencién contiene al menos una sustitucion
de aminoacidos en un resto correspondiente al resto 1099, resto 1142, o ambos, los restos 1099 y 1142 de
SEQID NO: 2. La al menos una sustitucion de aminoacidos puede ser cualquier aminodcido que no ocurra
naturalmente en el VWF no mutante. Por ejemplo, la sustitucion de aminoacidos puede ser cualquier aminoacido
distinto de cisteina, por ejemplo, isoleucina, alanina, leucina, asparagina, lisina, &acido aspartico, metionina,
fenilalanina, &cido glutamico, treonina, glutamina, triptéfano, glicina, valina, prolina, serina, tirosina, arginina, o
histidina. En otro ejemplo, la sustitucion de amino&cidos tiene uno o0 mas aminodacidos que previenen o inhiben que
los fragmentos de VWF formen multimeros.

En ciertas realizaciones, el fragmento de VWF (til en el presente documento se puede modificar adicionalmente para
mejorar su interaccion con FVIII, por ejemplo, para mejorar la afinidad de unién por FVIIl. Como ejemplo no limitante,
el fragmento de VWF comprende un resto de serina en el resto correspondiente al aminoacido 764 de SEQ ID NO: 2
y un resto de lisina en el resto correspondiente al aminoacido 773 de SEQ ID NO: 2. Los restos 764 y/o 773 pueden
contribuir a la afinidad de union de los fragmentos de VWF por FVIII. En otras realizaciones, el fragmento de VWF
puede tener otras modificaciones, por ejemplo, el fragmento puede estar pegilado, glucosilado, hesilatado, o
polisialilado.

B) Restos heter6logos

El resto heterélogo puede ser un polipéptido heterdlogo o un resto no de polipéptido heterélogo. En ciertas
realizaciones, el resto heterdlogo es una molécula que prolonga la semivida que se conoce en la técnica y
comprende un polipéptido, un resto no de polipéptido, o la combinacion de ambos. El resto heter6logo de polipéptido
puede comprender una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albumina o un fragmento de
la misma, un resto de unién a albumina, transferrina o un fragmento de la misma, una secuencia de PAS, una
secuencia de HAP, un derivado o variante de los mismos, o cualquier combinaciéon de los mismos. En algunas
realizaciones, el resto de unibn de no polipéptido comprende polietilenglicol (PEG), é&cido polisialico,
hidroxietilalmidén (HES), un derivado de los mismos, o cualquier combinacion de los mismos. En ciertas
realizaciones, puede haber una, dos, tres 0 mas restos heterélogos, que pueden cada uno ser moléculas iguales o
diferentes.

1) Region constante de inmunoglobulina o porcién de la misma

Una region constante de inmunoglobulina esta comprendida de dominios denominados dominios CH (constantes
pesados) (CH1, CH2, etc.). Dependiendo del isotipo (es decir, 1gG, IgM, IgA IgD o IgE), la regién constante puede
estar comprendida de tres o cuatro dominios CH. Las regiones constantes de algunos isotipos (por ejemplo IgG)
también contienen una region bisagra. Véase Janeway et al. 2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y.

Se puede obtener de varias fuentes diferentes una region constante de inmunoglobulina o una porcioén de la misma
para producir la proteina quimérica de la presente invencién. En realizaciones preferidas, una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma deriva de una inmunoglobulina humana. Se entiende, sin embargo, que
la region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma puede derivar de una inmunoglobulina de otra
especie de mamifero, que incluye, por ejemplo, una especie de roedor (por ejemplo, un raton, rata, conejo, cobaya)
o primate no humano (por ejemplo, chimpancé, macaco). Ademas, la region constante de inmunoglobulina o una
porcién de la misma puede derivar de cualquier clase de inmunoglobulina, que incluye IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y
cualquier isotipo de inmunoglobulina, que incluye IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realizacién, se usa el isotipo
humano IgG1.

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

En otra realizacién, la "regién Fc" incluye una secuencia de aminoacidos de un dominio Fc o derivada de un dominio
Fc. En ciertas realizaciones, una regiéon Fc comprende al menos uno de: un dominio de bisagra (por ejemplo, regién
bisagra superior, media y/o inferior) (aproximadamente los aminoacidos 216-230 de una region Fc de anticuerpo
segun la numeracion EU), un dominio CH2 (aproximadamente los aminoacidos 231-340 de una region Fc de
anticuerpo segun la numeracion de EU), un dominio CH3 (aproximadamente los aminoacidos 341-438 de una region
Fc de anticuerpo segun la numeracion EU), un dominio CH4, o una variante, porcion, o fragmento de los mismos. En
otras realizaciones, una regién Fc comprende un dominio Fc completo (es decir, un dominio bisagra, un dominio
CH2 y un dominio CH3). En algunas realizaciones, una regién Fc comprende, consiste esencialmente en, o consiste
en un dominio bisagra (o una porcion del mismo) fusionado con un dominio CH3 (o una porcién del mismo), un
dominio bisagra (o una porcién del mismo) fusionado con un dominio CH2 (o una porcion del mismo), un dominio
CH2 (o una porcion del mismo) fusionado con un dominio CH3 (o una porcién del mismo), un dominio CH2 (o una
porcién del mismo) fusionado con tanto un dominio bisagra (o una porcion del mismo) como un dominio CH3 (o una
porcién del mismo). En otras realizaciones mas, una region Fc carece de al menos una porciéon de un dominio CH2
(por ejemplo, todo o parte de un dominio CH2). En una realizacion particular, una regiéon Fc comprende o consiste en
los aminoéacidos correspondientes a los nimeros de EU 221 a 447.
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Las regiones Fc indicadas como F, F1 o F2 en el presente documento se pueden obtener de varias fuentes
diferentes. En una realizacion, una region Fc del polipéptido deriva de una inmunoglobulina humana. Se entiende,
sin embargo, que una regién Fc puede derivar de una inmunoglobulina de otra especie de mamifero, que incluye,
por ejemplo, una especie de roedor (por ejemplo, un ratén, rata, conejo, cobaya) o de primate no humano (por
ejemplo, chimpancé, macaco). Ademas, el polipéptido de los dominios Fc o porciones de los mismos puede derivar
de cualquier clase de inmunoglobulina, que incluye IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina,
que incluye 1gG1, 19G2, IgG3 e IgG4. En otra realizacién, se usa el isotipo humano IgG1.

En ciertas realizaciones, la variante Fc confiere un cambio en al menos una funcién efectora conferida por una
region Fc que comprende dicho dominio Fc no mutante (por ejemplo, una mejora o reduccién en la capacidad de la
region Fc para unirse a receptores de Fc (por ejemplo, FcyRI, FcyRIl o FcyRlll) o proteinas del complemento (por
ejemplo, C1q), o para desencadenar citotoxicidad dependiente de anticuerpo (ADCC), fagocitosis, o citotoxicidad
dependiente del complemento (CDCC)). En otras realizaciones, la variante de Fc proporciona un resto de cisteina
manipulado.

Las regiones Fc de la invencion pueden emplear variantes de Fc reconocidas en la técnica que se conocen por
conferir un cambio (por ejemplo, un potenciamiento o reduccién) en la funcién efectora y/o unién de FcR o FcRn.
Especificamente, una molécula de unién de la invencion puede incluir, por ejemplo, un cambio (por ejemplo, una
sustitucion) en una o mas de las posiciones de aminoacidos desveladas en las publicaciones PCT internacionales
WOB88/07089A1, WO96/14339A1, WQO98/05787A1, WQO98/23289A1, WO99/51642A1, WO99/58572A1,
WOO00/09560A2, WOO00/32767A1, WO00/42072A2, WOO02/44215A2, WO02/060919A2, WOO03/074569A2,
WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2, WO04/063351A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2,
WO05/040217A2, WO04/044859, WOO05/070963A1, WOO05/077981A2, WOO05/092925A2, WO05/123780A2,
WO06/019447A1, WOO06/047350A2, y WOO06/085967A2; las publicaciones de patente de EE.UU. N°
US2007/0231329, US2007/0231329, US2007/0237765, US2007/0237766, US2007/0237767, US2007/0243188,
US20070248603, US20070286859, US20080057056; o las patentes de EE. UU. 5.648.260; 5.739.277; 5.834.250;
5.869.046; 6.096.871; 6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624; 6.538.124; 6.737.056; 6.821.505;
6.998.253; 7.083.784; 7.404.956 y 7.317.091. En una realizacién, se puede hacer el cambio especifico (por ejemplo,
la sustitucion especifica de uno o mas aminoacidos desvelados en la materia) en una o0 mas de las posiciones de
aminoacidos desveladas. En otra realizacion, se puede hacer un cambio diferente en una o mas de las posiciones de
aminoacidos desveladas (por ejemplo, la sustitucién diferente de una o mas posiciones de aminoacidos desvelada
en la técnica).

La region Fc o componente de unién de FcRn de IgG se puede modificar segun procedimientos bien reconocidos
tales como mutagénesis dirigida al sitio y similares para dar IgG modificada o fragmentos Fc, o porciones de los
mismos, que se uniran por FcRn. Dichas modificaciones incluyen modificaciones remotas de los sitios de contacto
de FcRn, asi como modificaciones dentro de los sitios de contacto que preservan o incluso potencian la union al
FcRn. Por ejemplo, se pueden sustituir los siguientes restos de aminoacidos individuales en Fc de IgG1 humana
(Fcy1) sin pérdida significativa de la afinidad de union de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A,
M252A, T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A,
V282A, E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F,
R301A, V303A, V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A,
A327Q, P329A, A330Q, P331A, E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A,
R355A, E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A,
N384A, Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A,
Q419A, N421A, V422A, S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, KA39A, S440A, S444A y K447A, donde, por
ejemplo, P238A representa prolina no mutante sustituida con alanina en la posicion nimero 238. Como un ejemplo,
una realizacién especifica incorpora la mutacion N297A, retirando un sitio de N-glucosilacion altamente conservado.
Ademas de alanina, se pueden sustituir otros aminoacidos por los aminoacidos no mutantes en las posiciones
especificadas anteriormente. Las mutaciones se pueden introducir individualmente en Fc, dando lugar a mas de cien
regiones Fc distintas de Fc nativa. Ademas, se pueden introducir juntas las combinaciones de dos, tres, o mas de
estas mutaciones individuales, dando lugar a cientos de regiones Fc méas. Ademas, se puede mutar una de la regién
Fc de una construccion de la invencion y la otra regién Fc de la construccion no mutar en absoluto, o ambas se
pueden mutar pero con mutaciones diferentes.

Ciertas de las mutaciones anteriores pueden conferir nueva funcionalidad a la region Fc o componente de union de
FcRn. Por ejemplo, una realizacién incorpora N297A, retirando un sitio de N-glucosilacion altamente conservado. El
efecto de esta mutacién es reducir la inmunogenicidad, potenciando asi la semivida en circulaciéon de la region Fc, y
convirtiendo la region Fc en incapaz de unirse a FcyRlI, FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIIA, sin comprometer la afinidad por
FcRn (Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847; Friend et al. 1999, Transplantation 68:1632; Shields et al.
1995, J. Biol. Chem. 276:6591). Como ejemplo adicional de la nueva funcionalidad que surge de las mutaciones
descritas anteriormente, la afinidad por FcRn se puede aumentar méas alla de la del no mutante en algunos casos.
Esta elevada afinidad puede afectar una elevada velocidad de "asociacion", una reducida velocidad de "disociacion”,
o ambas, una elevada velocidad de "asociacion” y una reducida velocidad de "disociacion". Los ejemplos de
mutaciones que se cree que confieren una elevada afinidad por FCRn incluyen, pero no se limitan a, T256A, T307A,
E380A y N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 276:6591).
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Ademas, al menos tres receptores gamma de Fc humanos parecen reconocer un sitio de unién sobre 1gG dentro de
la region bisagra inferior, en general, los aminoacidos 234-237. Por tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad y
posible inmunogenicidad reducida puede surgir de mutaciones de esta region, como, por ejemplo, reemplazando los
aminoacidos 233-236 de la IgG1 humana "ELLG" con la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA" (con delecion de
un aminoacido). Se ha mostrado que FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl, que median en diversas funciones efectoras, no se
unirédn a IgG1 cuando se hayan introducido dichas mutaciones. Ward y Ghetie 1995, Therapeutic Immunology 2:77 y
Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613.

En una realizacién, la region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, por ejemplo, una regién Fc,
es un polipéptido que incluye la secuencia PKNSSMISNTP (SEQ ID NO: 3) y opcionalmente adicionalmente que
incluye una secuencia seleccionada de HQSLGTQ (SEQ ID NO: 4), HQNLSDGK (SEQ ID NO: 5), HQNISDGK
(SEQ ID NO: 6), 0 VISSHLGQ (SEQ ID NO: 7) (patente de EE. UU. N2 5.739.277).

En otra realizacion, la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma comprende una secuencia de
aminoacidos en la region bisagra o una porcion de la misma que forma uno o mas enlaces disulfuro con otra regién
constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma. El enlace disulfuro por la regiéon constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma pone juntos el primer polipéptido que comprende FVIII y el segundo
polipéptido que comprende el fragmento de VWF de manera que VWF end6geno no sustituya el fragmento de VWF
y no se una a FVIII. Por tanto, el enlace disulfuro entre la primera regién constante de inmunoglobulina o una porcion
de la misma y una segunda regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma previene la interaccion
entre VWF endo6geno y la proteina FVIII. Esta inhibicién de la interacciéon entre VWF y la proteina FVIII permite que
la semivida de la proteina FVIII vaya mas alla del limite de dos veces. La regién bisagra o una porcién de la misma
se puede unir adicionalmente a uno o mas dominios de CH1, CH2, CH3, un fragmento de los mismos, y cualquier
combinacion de los mismos. En un ejemplo particular, una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la
misma comprende una region bisagra y regién CH2 (por ejemplo, los aminoacidos 221-340 de una regién Fc).

En ciertas realizaciones, la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma esta semi-glucosilada.
Por ejemplo, la proteina quimérica que comprende dos regiones Fc o componentes de union de FcRn puede
contener una primera regién Fc glucosilada (por ejemplo, una regién CH2 glucosilada) o componente de unién de
FcRn y una segunda region Fc aglucosilada (por ejemplo, una region CH2 aglucosilada) o componente de unién de
FcRn. En una realizacién, un conector se puede interponer entre las regiones Fc glucosiladas y aglucosiladas. En
ofra realizacion, la regién Fc o componente de unién de FcRn esta completamente glucosilada, es decir, todas las
regiones Fc estan glucosiladas. En otras realizaciones, la region Fc puede estar aglucosilada, es decir, ninguno de
los restos de Fc esta glucosilado.

En ciertas realizaciones, una proteina quimérica de la invencién comprende una sustitucion de aminoacidos en una
region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma (por ejemplo, variantes de Fc), que altera las
funciones efectoras independientes de antigeno de la region constante de g, en particular la semivida en circulacion
de la proteina.

Dichas proteinas presentan o elevada o reducida unién de FcRn cuando se compara con proteinas que carecen de
estas sustituciones y, por tanto, tienen una elevada o reducida semivida en suero, respectivamente. Se espera que
las variantes de Fc con afinidad mejorada por FcRn tengan semividas en suero mas largas, y dichas moléculas
tienen aplicaciones utiles en métodos de tratamiento de mamiferos donde se desea una larga semivida del
polipéptido administrado, por ejemplo, para tratar una enfermedad cronica o trastorno (véanse, por ejemplo, las
patentes de US 7.348.004, 7.404.956 y 7.862.820). A diferencia, se espera que las variantes de Fc con afinidad de
unién de FcRn reducida tengan semividas mas cortas, y dichas moléculas también son utiles, por ejemplo, para
administracion a un mamifero donde puede ser ventajoso un tiempo de circulacién acortado, por ejemplo para la
obtencion de imagenes de diagndstico in vivo o en situaciones donde el polipéptido de partida tiene efectos
secundarios toxicos cuando esta presente en la circulacién durante periodos prolongados. También es menos
probable que las variantes de Fc con afinidad de unién de FcRn reducida crucen la placenta y asi también son Utiles
en el tratamiento de enfermedades o trastornos en mujeres embarazadas. Ademas, otras aplicaciones en las que se
puede desear la afinidad de unién de FcRn reducida incluyen las aplicaciones en las que se desea la localizacion del
cerebro, rifidn y/o higado. En una realizacién a modo de ejemplo, la proteina quimérica de la invencién presenta
transporte reducido a través del epitelio de glomérulos renales de la vasculatura. En otra realizacién, la proteina
quimérica de la invencion presenta transporte reducido a través de la barrera hematoencefélica (BBB) del cerebro,
en el espacio vascular. En una realizacién, una proteina con uniéon de FcRn alterada comprende al menos una
region Fc o componente de union de FcRn (por ejemplo, una o dos regiones Fc o componentes de uniéon de FcRn)
que tiene una o mas sustituciones de aminodacidos dentro del "bucle de unién de FcRn" de una regiéon constante de
Ig. El bucle de union de FcRn comprende los restos de aminoacidos 280-299 (segln la numeracion EU) de una
region Fc no mutante de longitud completa. En otras realizaciones, una regién constante de Ig o una porciéon de la
misma en una proteina quimérica de la invencion que tiene afinidad de unién de FcRn alterada comprende al menos
una region Fc o componente de unién de FcRn que tiene una o mas sustituciones de aminoéacidos dentro de la "zona
de contacto" de FcRn de 15 A. Como se usa en el presente documento, el término "zona de contacto" de FcRn de
15 A incluye restos en las siguientes posiciones de un resto Fc no mutante de longitud completa: 243-261, 275-280,
282-293, 302-319, 336-348, 367, 369, 372-389, 391, 393, 408, 424, 425-440 (numeracién EU). En ofras
realizaciones, una regién constante de Ig o una porcién de la misma de la invencién que tiene afinidad de unién de
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FcRn alterada comprende al menos una region Fc o componente de union de FcRn que tiene una o mas
sustituciones de aminoacidos en una posicién de aminoacido correspondiente a una cualquiera de las siguientes
posiciones de EU: 256, 277-281, 283-288, 303-309, 313, 338, 342, 376, 381, 384, 385, 387, 434 (por ejemplo,
N434A o N434K) y 438. Las sustituciones de aminoacidos a modo de ejemplo que alteraron la actividad de union de
FcRn se desvelan en la publicacion PCT internacional N® WO05/047327.

Una regién Fc o componente de unién de FcRn usado en la invencién también puede comprender una sustitucion de
aminoacidos reconocida en la técnica que altera la glucosilacion de la proteina quimérica. Por ejemplo, la region Fc o
componente de unién de FcRn de la proteina quimérica unido a un fragmento de VWF o una proteina FVIII puede
comprender una region Fc que tiene una mutacién que conduce a glucosilacion reducida (por ejemplo, glucosilacién
unida en N u O) o puede comprender una glucoforma alterada del resto Fc no mutante (por ejemplo, un glucano bajo
en fucosa o libre de fucosa).

En una realizacién, una proteina quimérica sin procesar de la invencion puede comprender una regién Fc
genéticamente fusionada (es decir, regién scFc) que tiene dos o mas de su region constante de Ig constituyente o
una porcién de la misma independientemente seleccionada de la regidén constante de Ig o una porcién de la misma
descrita en el presente documento. En una realizacion, las regiones Fc de una regién Fc dimérica son las mismas.
En otra realizacién, al menos dos de las regiones Fc son diferentes. Por ejemplo, las regiones Fc o componentes de
unién de FcRn de las proteinas de la invencion comprenden el mismo niumero de restos de aminoacidos o se
pueden diferenciar en longitud por uno o0 mas restos de aminoacidos (por ejemplo, por aproximadamente 5 restos de
aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o0 5 restos de aminoacidos), aproximadamente 10 restos, aproximadamente 15
restos, aproximadamente 20 restos, aproximadamente 30 restos, aproximadamente 40 restos, o aproximadamente
50 restos). Aln en otras realizaciones, las regiones Fc o componentes de unién de FcRn de la proteina de la
invencion se pueden diferenciar en la secuencia en una o mas posiciones de aminoacidos. Por ejemplo, al menos
dos de las regiones Fc o componentes de unién de FcRn se pueden diferenciar en aproximadamente 5 posiciones
de aminoacidos (por ejemplo, 1, 2, 3, 4 o 5 posiciones de aminoacidos), aproximadamente 10 posiciones,
aproximadamente 15 posiciones, aproximadamente 20 posiciones, aproximadamente 30 posiciones,
aproximadamente 40 posiciones, o aproximadamente 50 posiciones).

2) Albumina o fragmento, o variante de la misma

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo unido al fragmento de VWF o unido a una proteina FVIII es albdmina o
un fragmento funcional de la misma.

La albumina de suero humano (HSA, o HA), una proteina de 609 aminoacidos en su forma de longitud completa, es
responsable de una significativa proporcién de la presién osmotica del suero y también funciona como vehiculo de
ligandos enddgenos y exégenos. El término "albumina”, como se usa en el presente documento, incluye albdmina de
longitud completa o un fragmento funcional, variante, derivado, o0 analogo de la misma.

En un caso, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF descrito en el presente documento y albdmina,
fragmento, o variante de la misma, en donde el fragmento de VWF se une a albumina o un fragmento o variante de
la misma. En una realizacion, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII, que estan
unidos entre si, en donde el fragmento de VWF se une a albumina o un fragmento o variante de la misma, la
proteina que tiene VIII actividad se une a albdmina o un fragmento o variante de la misma, o ambos, el fragmento de
VWEF y la proteina que tiene VIII actividad se unen a albumina o un fragmento o variante de la misma. En otras
realizaciones, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF unido a albumina, o un fragmento o variante de
la misma se une ademas a un resto heterélogo seleccionado del grupo que consiste en una regién constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma (por ejemplo, una regiéon Fc), una secuencia de PAS, HES y PEG. En
otras realizaciones mas, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII, que se unen
entre si, en donde la proteina FVIIl se une a albumina o un fragmento o variante de la misma y se une ademas a un
resto heterélogo seleccionado del grupo que consiste en una regién constante de inmunoglobulina o una porcién de
la misma (por ejemplo, una region Fc), una secuencia de PAS, HES y PEG. Aln en otras realizaciones, la proteina
quimérica comprende el fragmento de VWF unido a albimina o un fragmento o variante de la misma y una proteina
FVIII unida a albumina o un fragmento o variante de la misma, que se unen entre si, en donde la actividad del
fragmento de VWF se une ademas a un primer resto heter6logo seleccionado del grupo que consiste en una region
constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma (por ejemplo, una regién Fc), una secuencia de PAS, HES
y PEG y en donde la actividad de la proteina FVIII se une ademas a un segundo resto heter6logo seleccionado del
grupo que consiste en una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma (por ejemplo, una region
Fc), una secuencia de PAS, HES y PEG.

En otras realizaciones, el resto heter6logo unido al fragmento de VWF o la proteina FVIIl es albumina o un
fragmento o variante de la misma, que prolonga (o es capaz de prolongar) la semivida del fragmento de VWF o la
proteina FVIII. Los ejemplos adicionales de albimina o los fragmentos o variantes de la misma se desvelan en las
publicaciones de patente de EE. UU. N° 2008/0194481A1, 2008/0004206 A1, 2008/0161243 A1, 2008/0261877 A1 o
2008/0153751 A1, o las publicaciones de solicitud PCT N2 2008/033413 A2, 2009/058322 A1 0 2007/021494 A2.
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3) Resto de unién de albdmina

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

4) Secuencia de PAS

En otras realizaciones, el resto heter6logo unido al fragmento de VWF o a la proteina FVIIl es una secuencia de
PAS.

Una secuencia de PAS, como se usa en el presente documento, significa una secuencia de aminoacidos que
comprende principalmente restos de alanina y serina, o que comprende principalmente restos de alanina, serina y
prolina, formando la secuencia de aminoacidos la conformacion de espiral al azar en condiciones fisiolégicas. Por
consiguiente, la secuencia de PAS es un elemento estructural, un polimero de aminoé&cido, o un casete de secuencia
que comprende, consiste esencialmente en, o0 que consiste en alanina, serina y prolina que se pueden usar como
parte del resto heterélogo en la proteina quimérica. Aln, el experto conoce que un polimero de aminoacido también
puede formar la conformacién de espiral al azar cuando restos distintos de alanina, serina y prolina se afiaden como
constituyente minoritario en la secuencia de PAS. El término "constituyente minoritario", como se usa en el presente
documento, significa que aminoacidos distintos de alanina, serina y prolina se pueden afadir a la secuencia de PAS
hasta un cierto grado, por ejemplo, hasta aproximadamente 12 %, es decir, aproximadamente 12 de 100
aminoacidos de la secuencia de PAS, hasta aproximadamente 10 %, es decir, aproximadamente 10 de 100
aminoacidos de la secuencia de PAS, hasta aproximadamente 9 %, es decir, aproximadamente 9 de 100
aminoacidos, hasta aproximadamente 8 %, es decir, aproximadamente 8 de 100 aminoacidos, aproximadamente
6 %, es decir, aproximadamente 6 de 100 aminoacidos, aproximadamente 5 %, es decir, aproximadamente 5 de 100
aminoacidos, aproximadamente 4 %, es decir, aproximadamente 4 de 100 aminoacidos, aproximadamente 3 %, es
decir, aproximadamente 3 de 100 aminoacidos, aproximadamente 2 %, es decir, aproximadamente 2 de 100
aminoacidos, aproximadamente 1 %, es decir, aproximadamente 1 de 100 de los amino&cidos. Los aminoacidos
diferentes de alanina, serina y prolina se pueden seleccionar del grupo que consiste en Arg, Asn, Asp, Cys, Gin, Glu,
Gly, His, lle, Leu, Lys, Met, Phe, Thr, Trp, Tyry Val.

En condiciones fisiolégicas, la extensién de secuencia de PAS forma una conformacion de espirales al azar y asi
puede mediar en una elevada estabilidad in vivo y/o in vitro para la actividad del factor VWF o de la proteina de
coagulacién. Puesto que el dominio de espiral al azar no adopta una estructura estable o funcién por si mismo, se
conserva esencialmente la actividad biolégica mediada por el fragmento de VWF o la proteina FVIII con la que se
fusiona. En otras realizaciones, las secuencias PAS que forman el dominio de espiral al azar son biol6gicamente
inertes, especialmente con respecto a la protedlisis en plasma sanguineo, inmunogenicidad, punto
isoeléctrico/comportamiento electrostatico, uniéon a receptores de la superficie celular, o internalizacion, pero son
todavia biodegradables, que proporciona claras ventajas con respecto a los polimeros sintéticos tales como PEG.

Los ejemplos no limitantes de las secuencias PAS que forman la conformacion de espiral al azar comprenden una
secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en ASPAAPAPASPAAPAPSAPA (SEQ ID NO: 8),
AAPASPAPAAPSAPAPAAPS (SEQ ID NO: 9), APSSPSPSAPSSPSPASPSS (SEQ ID NO: 10),
APSSPSPSAPSSPSPASPS (SEQ ID NO: 11), SSPSAPSPSSPASPSPSSPA (SEQ ID NO: 12),
AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SEQ ID NO: 13) y ASAAAPAAASAAASAPSAAA (SEQ ID NO: 14), o cualquier
combinacion de las mismas. Los ejemplos adicionales de secuencias PAS se conocen de, por ejemplo, la
publicacién de patente de EE. UU. N2 2010/0292130 A1 y la publicacién de solicitud PCT N2 WO 2008/155134 A1.

5) Secuencia de HAP

En ciertas realizaciones, el resto heter6logo unido al fragmento de VWF o la proteina FVIII es un homopolimero de
aminoacidos rico en glicina (HAP). La secuencia de HAP puede comprender una secuencia repetitiva de glicina, que
tiene al menos 50 aminoacidos, al menos 100 aminoacidos, 120 aminoédcidos, 140 aminoacidos, 160 aminoacidos,
180 aminoécidos, 200 aminoacidos, 250 aminoacidos, 300 aminoacidos, 350 aminoacidos, 400 aminoéacidos, 450
aminodcidos, o 500 aminoacidos de longitud. En una realizacién, la secuencia de HAP es capaz de prolongar la
semivida de un resto fusionado con o unido a la secuencia de HAP. Los ejemplos no limitantes de la secuencia de
HAP incluyen, pero no se limitan a, (Gly)n, (GlysSer)n 0 S(GlysSer)n, endonde nes 1,2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20. En una realizacién, n es 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35,
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36, 37, 38, 39 0 40. En otra realizacion, n es 50, 60, 70, 80, 90, 100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o
200. Véase, por ejemplo, Schlapschy M et al., Protein Eng. Design Selection, 20: 273-284 (2007).

6) Transferrina o fragmento de la misma

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo unido al fragmento de VWF o la proteina FVIII es transferrina o un
fragmento de la misma. Se puede usar cualquier transferrina para preparar las proteinas quiméricas de la invencion.
Como un ejemplo, la Tf humana no mutante (Tf) es una proteina de 679 aminoacidos, de aproximadamente 75 KDa
(que no supone glucosilacion), con dos dominios principales, N (aproximadamente 330 aminoacidos) y C
(aproximadamente 340 aminoé&cidos), que parece que se originan a partir de una duplicacion génica. Véanse los
nameros de acceso de GenBank NM001063, XMO002793, M12530, XM039845, XM039847 y S95936
(www.ncbi.nlm.nih.gov/). La transferrina comprende dos dominios, dominio N y dominio C. El dominio N comprende
dos subdominios, dominio N1 y dominio N2, y el dominio C comprende dos subdominios, dominio C1 y dominio C2.

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

7) Polimero, por ejemplo, polietilenglicol (PEG)

En otras realizaciones, el resto heter6logo unido al fragmento de VWF o FVIII es un polimero soluble conocido en la
técnica, que incluye, pero no se limita a, polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol,
carboximetilcelulosa, dextrano o poli(alcohol vinilico). El resto heterdlogo, tal como polimero soluble, se puede unir a
cualquier posicion dentro del fragmento de VWF o la proteina FVIII o el extremo N o C.

En otra realizacion, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII, que se unen entre
si, en donde el fragmento de VWF se une a PEG, la proteina FVIII se une a PEG, o ambos, el fragmento de VWF y
la proteina FVIII se unen a PEG. En otras realizaciones, la proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF
unido a PEG se une ademas a un resto heter6logo seleccionado del grupo que consiste en una regién constante de
inmunoglobulina o una porcion de la misma (por ejemplo, una region Fc), una secuencia de PAS, HES y albumina,
fragmento, o variante de los mismos. En otras realizaciones mas, la proteina quimérica comprende el fragmento de
VWEF y una proteina FVIIl, que se unen entre si, en donde la proteina FVIIl se une ademas a un resto heterélogo
seleccionado del grupo que consiste en una region constante de inmunoglobulina o una porciéon de la misma (por
ejemplo, una regién Fc), una secuencia de PAS, HES, y albdmina, fragmento, o variante de los mismos. Aln en
otras realizaciones, la proteina quimérica comprende el fragmento de VWF unido a PEG y una proteina FVIII unida a
PEG, que se unen entre si, en donde la actividad del fragmento de VWF se une ademas a un primer resto
heterdlogo seleccionado del grupo que consiste en una region constante de inmunoglobulina o una porcion de la
misma (por ejemplo, una regién Fc), una secuencia de PAS, HES y albumina, fragmento, o variante de los mismos, y
en donde la actividad de la proteina FVIII se une ademas a un segundo resto heterdlogo seleccionado del grupo que
consiste en una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma (por ejemplo, una regién Fc), una
secuencia de PAS, HES, y albumina, fragmento, o variante de los mismos.

También se proporcionan por la invencion derivados quimicamente modificados de la proteina quimérica de la
invencion que pueden proporcionar ventajas adicionales tales como elevada solubilidad, estabilidad y tiempo de
circulacion del polipéptido, o disminuida inmunogenicidad (véase la patente de EE. UU. N? 4.179.337). Los restos
quimicos para modificacion se pueden seleccionar del grupo que consiste en polimeros solubles en agua que
incluyen, pero no se limitan a, polietilenglicol, copolimeros de etilenglicol/propilenglicol, carboximetilcelulosa,
dextrano y poli(alcohol vinilico). La proteina quimérica se puede modificar en posiciones al azar dentro de la
molécula o en el extremo N o C, o en posiciones predeterminadas dentro de la molécula, y puede incluir uno, dos,
tres 0 mas restos quimicos unidos.

El polimero puede ser de cualquier peso molecular, y puede estar ramificado o sin ramificar. Para polietilenglicol, en
una realizacion, el peso molecular esta entre aproximadamente 1 kDa y aproximadamente 100 kDa para mayor
facilidad en la manipulacion y fabricacion. Se pueden usar otros tamafos, dependiendo del perfil deseado (por
ejemplo, la duracion de la liberacion sostenida deseada, los efectos, si lo hay, sobre la actividad biolégica, la
facilidad en la manipulacion, el grado o ausencia de antigenicidad, y otros efectos conocidos del polietilenglicol con
respecto a una proteina o analogo). Por ejemplo, el polietilenglicol puede tener un peso molecular medio de
aproximadamente 200, 500, 1000, 1500, 2000, 2500, 3000, 3500, 4000, 4500, 5000, 5500, 6000, 6500, 7000, 7500,
8000, 8500, 9000, 9500, 10.000, 10.500, 11.000, 11.500, 12.000, 12.500, 13.000, 13.500, 14.000, 14.500, 15.000,
15.500, 16.000, 16.500, 17.000, 17.500, 18.000, 18.500, 19.000, 19.500, 20.000, 25.000, 30.000, 35.000, 40.000,
45.000, 50.000, 55.000, 60.000, 65.000, 70.000, 75.000, 80.000, 85.000, 90.000, 95.000, o 100.000 kDa.

En algunas realizaciones, el polietilenglicol puede tener una estructura ramificada. Los polietilenglicoles ramificados
se describen, por ejemplo, en la patente de EE. UU. N® 5.643.575; Morpurgo et al., Appl. Biochem. Biotechnol.
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56:59-72 (1996); Vorobjev et al., Nucleosides Nucleotides 18:2745-2750 (1999); y Caliceti et al., Bioconjug. Chem.
10:638-646 (1999).

También puede variar el nimero de restos de polietilenglicol unidos a cada proteina quimérica, el fragmento de
VWF, o la proteina FVIII de la invencion (es decir, el grado de sustitucién). Por ejemplo, las proteinas pegiladas de la
invencion se pueden unir, en promedio, a 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 12, 15, 17, 20, o mas moléculas de
polietilenglicol. Similarmente, el grado de sustitucién promedio dentro de intervalos tales como 1-3, 2-4, 3-5, 4-6, 5-7,
6-8, 7-9, 8-10, 9-11, 10-12, 11-13, 12-14, 13-15, 14-16, 15-17, 16-18, 17-19 o0 18-20 restos de polietilenglicol por
molécula de proteina. Los métodos de determinacion del grado de sustitucién se tratan, por ejemplo, en Delgado et
al., Crit. Rev. Thera. Drug Carrier Sys. 9:249-304 (1992).

En algunas realizaciones, la proteina FVIII puede estar PEGilada. Factor VIII PEGilado se puede referir a un
conjugado formado entre el factor VIl y al menos una molécula de polietilenglicol (PEG).

En otras realizaciones, una proteina FVIIl usada en la invencién se conjuga con uno o mas polimeros. El polimero
puede ser soluble en agua y unirse covalentemente 0 no covalentemente al factor VIII u otros restos conjugados con
factor VIIl. Los ejemplos no limitantes de polimero pueden ser poli(6xido de alquileno), poli(vinilpirrolidona),
poli(alcohol vinilico), polioxazolina, o poli(acriloilmorfolina). Los tipos adicionales de FVIII conjugado con polimero se
desvelan en la patente de EE. UU. N° 7.199.223.

8) Hidroxietilalmidon (HES)

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo unido al fragmento de VWF o la proteina FVIII es un polimero, por
ejemplo, hidroxietilalmidén (HES) o un derivado del mismo.

El hidroxietilalmidén (HES) es un derivado de amilopectina que existe de forma natural y se degrada por alfa-amilasa
en el cuerpo. El HES es un derivado sustituido del polimero de hidrato de carbono amilopectina, que esta presente
en almidén de maiz a una concentracion de hasta 95 % en peso. HES presenta propiedades bioldgicas ventajosas y
se usa como un agente de sustitucion de volumen de sangre y en terapia de hemodilucién en la clinica
(Sommermeyer et al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 (1987); y Weidler et al., Arzneim.-Forschung/Drug Res.,
41, 494-498 (1991)).

La amilopectina contiene restos de glucosa, en donde en la cadena principal estan presentes enlaces alfa-1,4-
glucosidicos y en los sitios de ramificacion se encuentran enlaces alfa-1,6-glucosidicos. Las propiedades
fisicoquimicas de esta molécula se determinan principalmente por el tipo de enlaces glucosidicos. Debido al enlace
alfa-1,4-glucosidico mellado, se producen estructuras helicoidales con aproximadamente seis monomeros de
glucosa por giro. Las propiedades fisicoquimicas, asi como las propiedades bioquimicas, del polimero se pueden
modificar mediante sustitucién. Se puede lograr la introduccion de un grupo hidroxietilo mediante hidroxietilacion
alcalina. Adaptando las condiciones de reaccion es posible explotar la diferente reactividad del grupo hidroxi
respectivo en el monémero de glucosa sin sustituir con respecto a una hidroxietilacion. Debido a este hecho, el
experto es capaz de influir en el patrén de sustitucién de forma limitada.

HES se caracteriza principalmente por la distribuciéon de pesos moleculares y el grado de sustitucion. El grado de
sustitucion, indicado como DS, se refiere a la sustitucién molar, es conocido por el experto. Véase Sommermeyer et
al., Krankenhauspharmazie, 8(8), 271-278 (1987), como se ha citado anteriormente, en particular p. 273.

En una realizacion, el hidroxietilalmidén tiene un peso molecular medio (peso medio) de desde 1 hasta 300 kD,
desde 2 hasta 200kD, desde 3 hasta 100 kD, o desde 4 hasta 70 kD. El hidroxietilalmidon puede presentar ademas
una grado molar de sustitucion de desde 0,1 hasta 3, preferentemente 0,1 a 2, mas preferido 0,1 a 0,9,
preferentemente 0,1 a 0,8, y una relacién entre la sustitucién C2:C6 en el intervalo de desde 2 hasta 20 con respecto
a los grupos hidroxietilo. Un ejemplo no limitante de HES que tiene un peso molecular medio de aproximadamente
130 kD es un HES con un grado de sustitucion de 0,2 a 0,8 tal como 0,2, 0,3, 0,4, 0,5, 0,6, 0,7 o 0,8,
preferentemente de 0,4 a 0,7 tal como 0,4, 0,5, 0,6 0 0,7. En una realizacion especifica, HES con un peso molecular
medio de aproximadamente 130 kD es VOLUVEN® de Fresenius. VOLUVEN® es un coloide artificial empleado, por
ejemplo, para la sustitucion de volumen usada en la indicacién terapéutica para la terapia y profilaxis de hipovolemia.
Las caracteristicas de VOLUVEN® son un peso molecular medio de 130.000+/-20.000 D, una sustitucién molar de
0,4 y una relacion C2:C6 de aproximadamente 9:1. En otras realizaciones, los intervalos del peso molecular medio
de hidroxietilalmidén son, por ejemplo, 4a70 kD o 10a70kDo12a70kD o 18a70 kD 050 a 70 kD 0 4 a 50 kD o
10a50kDo12a50kDo18a50kDo4a18kDo10a18kDo12a18kDo4a12kDo10a12kD o4 a 10 kD.
En otras realizaciones mas, el peso molecular medio de hidroxietilalmidon empleado esta en el intervalo de desde
superior a 4 kD e inferior a 70 kD, tal como aproximadamente 10 kD, o en el intervalo de desde 9 hasta 10 kD o
desde 10 hasta 11 kD o desde 9 hasta 11 kD, o aproximadamente 12 kD, o en el intervalo de desde 11 hasta 12 kD,
0 desde 12 hasta 13 kD o desde 11 hasta 13 kD, o aproximadamente 18 kD, o en el intervalo de desde 17 hasta 18
kD o desde 18 hasta 19 kD o desde 17 hasta 19 kD, o aproximadamente 30 kD, o en el intervalo de desde 29 hasta
30, o desde 30 hasta 31 kD, o aproximadamente 50 kD, o en el intervalo de desde 49 hasta 50 kD o desde 50 hasta
51 kD o desde 49 hasta 51 kD.
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En ciertas realizaciones, el resto heterdlogo puede ser mezclas de hidroxietilalmidones que tienen diferentes pesos
moleculares medios y/o diferentes grados de sustitucion y/o diferentes relaciones de sustitucion C2:C6. Por tanto, se
pueden emplear mezclas de hidroxietilalmidones que tienen diferentes pesos moleculares medios y diferentes
grados de sustitucién y diferentes relaciones de sustitucién C2:C6, o que tienen diferentes pesos moleculares
medios y diferentes grados de sustitucion y la misma relacion de sustitucion C2:C6 o aproximadamente la misma, o
que tienen diferentes pesos moleculares medios y el mismo grado de sustitucion o aproximadamente el mismo y
diferentes relaciones de sustitucién C2:C6, o que tienen el mismo peso molecular medio o aproximadamente el
mismo y diferentes grados de sustitucion y diferentes relaciones de sustitucion C2:C6, o que tienen diferentes pesos
moleculares medios y el mismo grado de sustitucién o aproximadamente el mismo y la misma relacion de sustitucion
C2:C6 o aproximadamente la misma, o que tienen los mismos pesos moleculares medios o aproximadamente los
mismos y diferentes grados de sustitucién y la misma relacion de sustitucion C2:C6 o aproximadamente la misma, o
que tiene el mismo peso molecular medio o aproximadamente el mismo y el mismo grado de sustitucion o
aproximadamente el mismo y diferentes relaciones de sustitucién C2:C6, o que tienen aproximadamente el mismo
peso molecular medio y aproximadamente el mismo grado de sustitucion y aproximadamente la misma relacion de
sustitucion C2:C6.

9) Acidos polisialicos (PSA)

En ciertas realizaciones, el resto heterélogo no de polipéptido unido al fragmento de VWF o la proteina FVIII es un
polimero, por ejemplo, acidos polisidlicos (PSAs) o un derivado de los mismos. Los &cidos polisialicos (PSAs) son
polimeros sin ramificar que existen de forma natural de acido sidlico producidos por ciertas cepas bacterianas y en
mamiferos en ciertas células. Roth J., et al. (1993) en Polysialic Acid: From Microbes to Man, eds Roth J.,
Rutishauser U., Troy F. A. (Birkhduser Verlag, Basilea, Suiza), pp 335-348. Se pueden producir en diversos grados
de polimerizacion a partir de n=aproximadamente 80 o mas restos de &cido sidlico hasta n=2 por hidrélisis acida
limitada o por digestién con neuraminidasas, o por fraccionamiento de las formas naturales bacterianamente
derivadas del polimero. La composicién de diferentes acidos polisialicos también varia de forma que existan formas
homopoliméricas, es decir, el acido polisidlico unido en alfa-2,8 que comprende el polisacarido capsular de la cepa
K1 de E. coliy los meningococos del grupo B, que también se encuentran en la forma embrionaria de la molécula de
adhesién a células neuronales (N-CAM). También existen formas heteropoliméricas, tales como el acido polisialico
alternante alfa-2,8 alfa-2,9 de la cepa K92 de E. coli y los polisacaridos del grupo C de N. meningitidis. El acido
sidlico también se puede encontrar en copolimeros alternantes con monémeros distintos de &cido sidlico tales como
el grupo W135 o grupo Y de N. meningitidis. Los &cidos polisidlicos tienen importantes funciones biologicas que
incluyen la evasion de los sistemas inmunitarios y del complemento por bacterias patégenas y la regulacion de la
adhesividad de la glia de neuronas inmaduras durante el desarrollo fetal (en donde el polimero tiene una funcién
antiadhesiva) Cho y Troy, P.N.A.S., USA, 91 (1994) 11427-11431, aunque no existen receptores conocidos para
acidos polisialicos en mamiferos. El acido polisialico unido en alfa-2,8 de la cepa K1 de E. coli también se conoce
como 'acido colominico' y se usa (en diversas longitudes) para ejemplificar la presente invencion. Se han descrito
diversos métodos de unién o conjugacion de acidos polisidlicos a un polipéptido (por ejemplo, véase la patente de
EE. UU. N©5.846.951; documentos de patente WO-A-0187922 y US 2007/0191597 A1.

C) Proteina FVIII

"Una proteina FVIII", como se usa en el presente documento, significa un polipéptido FVIII funcional en su funcion
normal en la coagulacién, a menos que se especifique de otro modo. El término una proteina FVIII incluye un
fragmento funcional, variante, anélogo, o derivado del mismo que retiene la funcién del factor VIIIl no mutante de
longitud completa en la via de coagulacion. "Una proteina FVIII" se usa indistintamente con polipéptido FVIII (o
proteina) o FVIII. Los ejemplos de funciones de FVIII incluyen, pero no se limitan a, una capacidad para activar la
coagulacién, una capacidad para actuar de cofactor para factor IX, o una capacidad para formar un complejo de
tenasa con factor IX en presencia de Ca2+ y fosfolipidos, que luego convierten el factor X en la forma activada Xa.
La proteina FVIII puede ser la proteina FVIII humana, porcina, canina, de rata o murina. Ademas, comparaciones
entre FVIIl de seres humanos y otras especies han identificado restos conservados que es probable que se
requieran para la funcion (Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 (1998); documento de patente
US 6.251.632).

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

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

El andlisis ROTEM proporciona informacién sobre la cinética completa de la hemostasia: tiempo de coagulacion,
formacion de coagulos, estabilidad y lisis de coagulos. Los diferentes parametros en la tromboelastometria
dependen de la actividad del sistema de coagulacion plasmatico, funcién plaquetaria, fibrindlisis, o muchos factores
que influyen en estas interacciones. Este ensayo puede proporcionar un punto de vista completo de la hemostasia
secundaria.

Se conocen el polipéptido FVIII y las secuencias de polinucleétidos, ya que son muchos fragmentos funcionales,
mutantes y versiones modificadas. Los ejemplos de las secuencias de FVIII humano (longitud completa) se muestran
como subsecuencias en SEQ ID NO: 16 o 18.

Tabla 2. FVIII de longitud completa (péptido sefnal de FVIII subrayado; la cadena pesada de FVIII esta doblemente
subrayada; el dominio B esta en cursiva; y la cadena ligera de FVIII esta en texto sin formato)

Péptido sefial: (SEQ ID NO: 15)
MQIELSTCFFLCLLRFCFS

Factor VIIl maduro (SEQ ID NO: 16)*

SR T LEVEFTDHLEN TAK PR P EUM
DODOTSOR DE 503 Eie]

PRI GREYIKVE YT
LYSRRLPEGVEHLEDTELL
JMSDERNVILE

éVFDE RS

& % EITRTTLO
SDQEEIDYDDTISVEMEKEDFDIYDEDENQSPRSFOKKTRHYF IAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVE
QFKRVVEQEFTDGSFTIQPLYRGELNEHLGLLGPY IRAEVEDNIMYVIFRNQASRPYSFYSSLI SYEEDQRQGA
EPRENFVKPNETKTYFWKYVQHHMAPTKDEFDCEAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLYVCHTNT LNPAHGRQVT
VOEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGY IMDTLPGLVMAQDORIRWYL
LSMGSNENIHSTHF SGHVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLY
YSNECQTPLGMASGHIRDFQITASGOYGOWAPKLARLHYSGSINAWSTEKEPESWIKVDLLAPMIIHGIKTQG
ARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWOTYRGNS TGTLMVEFGNVDSSGIKHNIFNPPITARY IRLHPTHYSIRS
TLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKATISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLOGRSNAWRPOVNNPKEWLOY
DEQKTMKVTIGVTTOGVESLLTSMYVKEFLISSSODGHOWT LFFONGKVKVFQGNODSFTPVVNSLDPPLLTR
YLRIHPOSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY
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Tabla 3. Secuencia de nucleétidos que codifica FVIII de longitud completa (SEQ ID NO: 17)*

66l
721
7e1
247
ol

61

1
1081
1141
1201
1261
1221
1281

12401

CTTCTTTCTG

TGCCTTTTGC

GATTCTGCTT

ATG

CARATAGAGC

TCTCCACCTG

TAGTGCCACC

AGTGGAACTG
ATTTCCTCCT
TCTGTTTGTA
GGGTICTGCTA
GAACATGGCT
TGAGGGAGCT
CCCTGGTGGA
TGACCCACTG
TTCAGGCCTC
ACAGACCTTG
CTCAGAARCA
TARARATGCAC

TCATGGGACT
AGAGTGCCAR
GAATTCACGG
GGTCCTACCA
TCCCATCCTG
GAATATGATG
AGCCATACAT
TGCCTTACCT
ATTGGAGCCC
CACAAATTTA
AAGAACTCCT
ACAGTCAATG

ATATGCAAAG
ARTCTTTICC
ATCACCTTTT
TCCAGGCTGA
TCAGTCTTCA
ATCAGACCAG
ATGTCTGGCA
ACTCATATCT
TACTAGTATG
TACTACTTTT
TGATGCAGGA
GTTATGTAAA

52

TGATCTCGGT
ATTCAACACC
CAACATCGCT
GGTTTATGAT
TGCTGTTGGT
TCAAAGGGAG
GGTCCTGAAA
TTCTCATGTG
TAGAGARAGGG
TGCTGTATTT
TAGGGATGCT
CAGGTCTCTG

AGAAGATACT
GAGCTGCCTG
TCAGTCGTGT
AAGCCAAGGC
ACAGTGGTCA
GTATCCTACT
AARGAAGATG
GAGARTGGTC
GACCTGGTAA
AGTCTGGCCA
GATGAAGGGA
GCATCTGCTC
CCAGGTCTGA

ACCTGGGTGC
TGGACGCAAG
ACAARAAGAC
CACCCTGGAT
TTRACACTTAA
GGAAAGCTTC
ATAAAGTCTT
CAATGGCCTC
AAGACTTGAA
AGGAAAAGAC
AAAGTTGGCA
GGGCCTGGCC
TTGGATGCCA
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CAGGARATCA
ATTCCTCGAA
GCCAATAACT
TTGTCATATC
TCCAGAGGAA
TCTTACTGAT
CCARATTCGC
AGAGGAGGAC
TCAATATTTG
GGCATACACA
GGGACCTTTA
AAGCAGACCA
GAGATTACCA
CAALTATAAN
GACCCGCTAT
CCCTICTCCIC
CAAGAGGAAT
GAATATACAA
AGCCTCCARC
TTGTTTGCAT
TTCTGTCTTC
CCTATTCCCA
TCTGGGGTGC
TAGTTGTGAC
CTTGCTGAGT
TAGCACTAGG
TGACCCTTGG
TTTGTTGATG
AGAAGCCARA
CAGCCTGTCT
TACCCCTGAG
AGAGTTGAAG
TCCATCAGAC
GCCAGTTCAT
TACTGAGTCT
ATCAGGTTTA
TGGTAGGTTA
CTTATTCAAR
TAATAGAAAG
GCAARAATATA
AATGCTTATG
TTCATCAARR
ACARRATCCA
ACARAGGACT
AGTATCCTTA
AGTGGTAGTA
AAGCAGCAGA
TCAAGARAAA
AGTTTTGCCT
ACTGAGCACT
AGATTTTAGG
AAARAAAGGE
GAAATATGCA
ACGTAGTAAG
AAGGATAATT
GAGCACCCTC
CTTATCAGAT
CATTGCAARG
CCARGACAAC

ES 2753124713

GTCTATTGGC
GGTCACACAT
TTCCTTACTG
TCTTCCCACC
CCCCAACTAC
TCTGAAATGGE
TCAGTIGCCA
TGGGACTATG
ARCAATGGCC
GATGAARACCT
CTTTATGGGG
TATAACATCT
ARAGGTGTARA
TGCACAGTGA
TACTCTAGTT
ATCTGCTACA
GTCATCCTIGT
CGCTTTCTCC
ATCATGCACA
GAGGTGGCAT
TTCTCTGGAT
TTCTCAGGAG
CACAARCTCAG
AAGAACACTG
ARRMAMCAATG
CARRAGCAAT
TTTGCACACA
CTCTTGCGAC
TATGAGACTT
GAARATGACAC
TCAGGCCTCC
AAACTTGATT
RATTTGGCERG
TATGATAGTC
GGTGGACCTC
ATGAATAGCC
TTTAAAGGGA
GTTAGCATCT
ACTCACATTG
TTAGARAGTG
GACAARAATG
AACATGGAARA
GATATGTCGT
CATGGAAAGA
GGACCAGAAR
GGRRAAGGGTG
AACCTATTTC
AARATTCAGG
CAGATACATA
AGGCAAAATG
TCATTAAATG
GAGGAAGARAA
TGCACCACAA
AGAGCTTTGA
GTGGATGACA
RCRCAGATAG
TGCCTTACGA
GTATCATCAT
TCTTCTCATC

ATGTGATTGG
TTCTTGTGAG
CTCAAACACT
AACATGATGG
GAATGAAARA
ATGTGGTCAG
AGAAGCATCC
CTCCCTTAGT
CTCAGCGGAT
TTAAGACTCG
AAGTTGGAGA
ACCCTCACGEG
AACATTTGARA
CTGTAGAAGA
TCGTTAATAT
AAGAATCTGT
TTTCTGTATT
CCAATCCAGC
GCATCAATGG
ACTGGTACAT
ATACCTTCAA
AAACTGTCTT
ACTTTCGGAA
GTGATTATTA
CCATTGAACC
TTAATGCCAC
GAACACCTAT
AGAGTCCTAC
TTTCTGATGA
ACTTCAGGCC
AATTAAGATT
TCAARAGTTTC
CAGGTACTGA
AATTAGATAC
TGAGCTTGAG
AAGARAGTTC
AAAGAGCTCA
CTTTGTTAAR
ATGGCCCATC
ACACTGAGTT
CTACAGCTTT
TGGTCCAACA
TCTTTAAGAT
ACTCTCTGAA
AATCTGTGGA
AATTTACARA
TTACTAACTT
ARGAARATAGA
CAGTGACTGG
TAGAAGGTTC
ATTCAACAADL
ACTTGGAAGG
GGATATCTCC
AACARTTCAG
CCTCAACCCA
ACTACAATGA
GGAGTCATAG
TTCCATCTAT
TTCCAGCAGC
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ARTGGGCACC
GAACCATCGC
CTTGATGGAC
CATGGAAGCT
TAATGAAGAA
GTTTGATGAT
TARARCTTGG
CCTCGCCCCC
TGGTAGGALG
TGAAGCTATT
CACACTGTTG
AATCACTGAT
GGATTTTCCA
TGCGCCARACT
GGAGAGAGAT
AGATCAAAGA
TGATGAGAAC
TGGAGTGCAG
CTATGTTTTT
TCTAAGCATT
ACACARRAATG
CATGTCGATG
CAGAGGCATG
CGAGGACAGT
AAGAAGCTTC
CACAATTCCA
GCCTAARATA
TCCACATGGG
TCCATCACCT
ACAGCTCCAT
ARRTGAGARA
TAGTACATCA
TAATACRAGT
CACTCTATTT
TGAAGAAART
ATGGGGAARA
TGGACCTGCT
GACARACARD
ATTATTAATT
TAAAARARAGTG
GAGGCTAAAT
GAARAAAGAG
GCTATTCTTG
CTCTGGGCAA
AGGTCAGAAT
GGACGTAGGA
GGATAATTTA
AAAGAAGGRA
CACTAAGAAT
ATATGACGGG
TAGAACAALG
CTTGGGAAAT
TAATACAAGC
ACTCCCACTA
GTGGTCCARAA
GAAGGAGARR
CATCCCTCARA
TAGACCTATA
ATCTTATAGA

ACTCCTGAAG
CAGGCGTCCT
CTTGGACAGT
TATGTCAAAG
GCGGAAGACT
GACAACTCTC
GTACATTACA
GATGACAGAA
TACAAALALG
CAGCATGAAT
ATTATATTTA
GTCCGTCCTT
ATTCTGCCAG
AAAMTCAGATC
CTAGCTTCAG
GGARACCAGA
CGAAGCTGGT
CTTGAGGATC
GATAGTTTGC
GGAGCACAGA
GTCTATGAAG
GAAAACCCAG
ACCGCCTTAC
TATGAAGATA
TCCCAGAATT
GAARATGACA
CARARATGTCT
CTATCCTTAT
GGAGCAATAG
CACAGTGGGG
CTGGGGACAR
AATAATCTGA
TCCTTAGGAC
GGCARARAGT
ARTGATTCARA
AATGTATCGT
TTGTTGACTA
ACTTCCRATA
GAGRATAGTC
ACACCTTTGA
CATATGTCAA
GGCCCCATTC
CCAGAATCAG
GGCCCCAGTC
TTCTTGTCTIG
CTCAAAGAGA
CATGAARATA
ACATTAATCC
TTCATGAAGA
GCATATGCTC
AAMACRACRCAG
CAAACCAAGC
CAGCAGAATT
GRAGAALCAG
AACATGRAAC
GGGGCCATTA
GCAARTAGAT
TATCTGACCA
RAGARAGATT

TGCACTCAAT
TGGAAATCTC
TTCTACTGTT
TAGACAGCTG
ATGATGATGA
CTTCCTTTAT
TTGCTGCTGA
GTTATAAAAG
TCCGATTTAT
CAGGAATCTT
AGAATCAAGC
TGTATTCAAG
GAGRAATATT
CTCGGTGCCT
GACTCATTGG
TAATGICAGA
ACCTCACAGA
CAGAGTTCCA
AGTTGTCAGT
CTGACTTCCT
ACACACTCAC
GTCTATGGAT
TGAAGGTTTC
TTTCAGCATA
CAAGACACCC
TAGAGRAAGAC
CCTCTAGTGA
CIGATCTCCA
ACAGTAATAA
ACATGGTATT
CTGCAGCAAC
TTTCAACAAT
CCCCARGTAT
CATCTCCCCT
AGTTGTTAGA
CARACAGAGAG
AAGRTAATGC
ATTCAGCAAC
CATCAGTCTG
TTCATGACAG
ATARARCTAC
CACCAGATGC
CAAGGTGGAT
CAAAGCAATT
AGAARAAACARD
TGGTTTTTCC
ATACACACARA
AAGAGAATGT
ACCTTTTCTT
CAGTACTTCAR
CTCATTTCTC
AAATTGTAGA
TTGTCACGCA
AACTTGAAAR
ATTTGACCCC
CTCAGTCTCC
CTCCATTACC
GGGTCCTATT
CTGGGGTCCAR
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AGAAAGCAGT
CTTGGAGATG
AGTCACATAC
TGGCAAAGTT
AMRCTAGCAAT
AGAGGGAGCG
AGCAACAGAA
CCACTATGGT
AACAGCTTTT
AATAGCAGCAR
AGGTAGGACT
ARTAACTCGT
AGTTGARATG
CAGCTTTCAA
TGGGATGAGT
GTTCAAGAAR
TGGAGARCTA
TAATATCATG
TATTTCTTAT
TAATGARACC
GTTTGACTGC
AGGCCTGATT
ACAAGTGACA
GTACTTCACT
TCCCACTTTT
ACCTGGCTTA
CAATGARAAC
GGAGTATARA
ACCATCCAAA
GATGAGCACA
TGGACACATT
GCTIGGCCAGA
TTGGATCAAG
CCGTCAGAAG
GAAGAAGTGG
TGIGGATTCA
CCGTTTGCAC
TGATTTAAAT
GATTACTGCT
ACTTCACCTC
GCTGCAAGTG
ATCTCTGCTT
TCAGTGGACT
CTTCACACCT
CCCCCAGAGT
GGACCTCTAC
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CATTTCTTAC
ACTGGTGATC
AAGAAAGTTG
GAATTGCTTC
GGGTCTCCTG
ATTRAGTGGA
AGCTCTGCAA
ACTCAGATAC
AAGRRAMAGG
ATRARATGAGG
GAAAGGCTGT
ACTACTCTTC
AAGRAGGAAG
AAGRAARCAC
AGCTCCCCAC
GTTGTTTTCC
RAATGAACATT
GTAACTTTCA
GAGGAAGATC
AARRCTTACT
AAAGCCTGGE
GGACCCCTTC
GTACAGGAAT
GAARATATGG
AAAGAGAATT
GTARTGGCTC
ATCCATTCTA
ATGGCACTGT
GCTGGAATTT
CTTTTTCTGG
AGAGATTTTC
CTTCATTATT
GTGGATCTGT
TTCTCCAGCC
CAGACTTATC
TCTGGGATAA
CCAACTCATT
AGTTGCARGCA
TCATCCTACT
CAAGGGAGGA
GACTTCCAGR
ACCAGCATGT
CTCTTTITTTC
GTGGTGAACT
TGGGTGCACC

AAGGAGCCAA
AAAGAGAGGT
AGARCACTGT
CARAAGTTCA
GCCATCTGGA
ATGAAGCARA
AGACTCCCTC
CARAAGAARGA
ATACCATTTT
GACRAAATAR
GCTCTCAARA
AGTCAGATCA
ATTTTGACAT
GACACTATTT
ATGTTCTAAG
AGGRATTTAC
TGGGACTCCT
GAAATCAGGC
AGAGGCAAGG
TTTGGAAAGT
CTTATTTCTC
TGGTCTGCCA
TTGCTCTGTT
AAAGAAACTG
ATCGCTTCCA
AGGATCAARG
TTCATTTCAG
ACAATCTCTA
GGCGGGTGGA
TGTACAGCAA
AGATTACAGC
CCGGATCAAT
TGGCACCAAT
TCTACATCTC
GAGGAARTTC
ARCACAATAT
ATAGCATTCG
TGCCATTGGG
TTACCAATAT
GTAATGCCTG
AGACAATGAA
ATGTGAAGGA
AGAATGGCAA
CTCTAGACCC
AGATTGCCCT
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ARAMRARATARC
TGGCTCCCTG
TCTCCCGARA
CATTTATCAG
TCTCGTGGAA
CAGACCTGGA
CAAGCTATTG
GTGGAAATCC
GTCCCTGAAC
GCCCGARATA
CCCACCAGTC
AGAGGAAATT
TTATGATGAG
TATTGCTGCA
ARACAGGGCT
TGATGGCTCC
GGGGCCATAT
CTCTCGTCCC
AGCAGAACCT
GCAACATCAT
TGATGTTGAC
CACTAACACA
TTTCACCATC
CAGGGCTCCC
TGCAARTCAAT
GATTCGATGG
TGGACATGTG
TCCAGGTGTT
ATGCCTTATT
TAAGTGTCAG
TTCAGGACAA
CARTGCCTGG
GATTATTCAC
TCAGTTTATC
CACTGGAACC
TTTTAACCCT
CAGCACTCTT
AATGGAGAGT
GTTTGCCACC
GAGACCTCAG
AGTCACAGGA
GTTCCTCATC
AGTARAGGTT
ACCGTTACTG
GAGGATGGAG

* Los acidos nucleicos subrayados codifican un péptido senal.

CTTTCTTTAG
GGGACAAGTG
CCAGACTTGC
ABRGGACCTAT
GGGAGCCTTC
ARAGTTCCCT
GATCCTCTTG
CRAGAGAAGT
GCTTIGTGARA
GARGTCACCT
TTGAAACGCC
GACTATGATG
GATGAAAATC
GTGGAGAGGC
CAGAGTGGCA
TTTACTCAGC
ATAAGAGCAG
TATTCCTTCT
AGAAARRACT
ATGGCACCCA
CTGGAARAAG
CTGAACCCTG
TTTGATGAGA
TGCAATATCC
GGCTARCATAA
TATCTGCTCA
TTCACTGTAC
TTTGAGACAG
GGCGAGCATC
ACTCCCCTGG
TATGGACAGT
AEGCACCAAGG
GGCATCAAGA
ATCATGTATA
TTAATGGTCT
CCAATTATTG
CGCATGGAGT
ARAGCAATAT
TGGTCTCCTT
GTGAATAATC
GTAACTACTC
TCCAGCAGTC
TTTCAGGGAA
ACTCGCTACC
GITCTGGGCT

CCATTCTAAC
CCACARATTC
CCAAAACATC
TCCCTACGGA
TTCAGGGAAC
TTCTGAGAGT
CTTGGGATAA
CACCAGARAA
GCAATCATGC
GGGCARAAGCA
ATCAACGGGA
ATACCATATC
AGAGCCCCCG
TCTGGGATTA
GTGTCCCTCA
CCTTATACCG
ARGTTGAAGA
ATTCTAGCCT
TTGTCAAGCC
CTAAAGATGA
ATGTGCACTC
CTCATGGGAG
CCAAAAGCTG
AGATGGAAGA
TGGATACACT
GCATGGGCAG
GAAAAADRGA
TGGAAATGTT
TACATGCTGG
GAATGGCTTC
GGGCCCCAAA
AGCCCTTTTC
CCCAGGGTGC
GTCTTGATGG
TCTTTGGCAA
CTCGATACAT
TGATGGGCTG
CAGATGCACA
CAAARGCTCG
CAARAGAGTG
AGGGAGTAAA
AAGATGGCCA
ATCARGACTC
TTCGAATTCA
GCGAGGCACA

Los polipéptidos FVIII incluyen FVIII de longitud completa, FVIII de longitud completa menos Met en el extremo N,
FVIII maduro (menos la secuencia sefal), FVIII maduro con una Met adicional en el extremo N, y/o FVIII con una
delecién total o completa del dominio B. En ciertas realizaciones, las variantes de FVIII incluyen deleciones del
dominio B, tanto deleciones parciales como completas.

Se aislé el gen FVIII humano y se expres6 en células de mamifero (Toole, J. J., et al., Nature 312:342-347 (1984);
Gitschier, J., et al., Nature 312:326-330 (1984); Wood, W. I, et al., Nature 312:330-337 (1984); Vehar, G. A, et al.,
Nature 312:337-342 (1984); documentos de patente WO 87/04187; WO 88/08035; WO 88/03558; y patente de
EE. UU. N® 4.757.006). Se dedujo la secuencia de aminoacidos de FVIII de ADNc como se muestra en la patente de
EE. UU. N® 4.965.199. Ademas, se muestra FVIIl de dominio B parcialmente o completamente delecionado en las
patentes de EE. UU. N© 4.994.371 y 4.868.112. En algunas realizaciones, el dominio B de FVIII humano se sustituye
por el dominio B de factor V humano como se muestra en la patente de EE. UU. N? 5.004.803. La secuencia de
ADNc que codifica el factor VIII humano y la secuencia de aminoacidos se muestran en SEQ ID NOs: 17 y 16,
respectivamente, de la publicacién de solicitud de EE. UU. N 2005/0100990.

La secuencia de FVIII porcino se publica en Toole, J. J., et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 83:5939-5942 (1986).
Ademas, la secuencia de ADNc porcino completa obtenida de la amplificacién por PCR de las secuencias de FVIII
de una biblioteca de ADNc de bazo de cerdo se ha informado en Healey, J. F., et al., Blood 88:4209-4214 (1996). Se
desvel6 FVIII humano/porcino hibrido que tiene sustituciones de todos los dominios, todas las subunidades, y
secuencias de aminodcidos especificas, en la patente de EE. UU. N? 5.364.771 por Lollar y Runge, y en el
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documento de patente WO 93/20093. Mas recientemente, se informaron secuencias de nucleétidos y de
aminoacidos correspondientes de los dominios A1y A2 de FVIII porcino y un FVIII quimérico con dominios A1 y/o A2
porcinos sustituidos por los dominios humanos correspondientes en el documento de patente WO 94/11503. La
patente de EE. UU. N° 5.859.204, Lollar, J. S., también desvela el ADNc porcino y las secuencias de aminoacidos
deducidas. La patente de EE. UU. N° 6.458.563 desvela un FVIII porcino de dominio B delecionado.

La patente de EE. UU. N© 5.859.204 a Lollar, J. S. informa de mutantes de FVIII funcionales que tienen antigenicidad
reducida e inmunorreactividad reducida. La patente de EE. UU. N® 6.376.463 a Lollar, J. S. también informa de
mutantes de FVIII que tienen inmunorreactividad reducida. La publicacion de solicitud de EE. UU. N° 2005/0100990
a Saenko et al. informa de mutaciones funcionales en el dominio A2 de FVIII.

En una realizacion, el FVIII (o porcién de FVIII de una proteina quimérica) puede ser al menos 50 %, 60 %, 70 %,
80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntico a una secuencia de aminoacidos de FVIII de
aminoacidos 1 a 1438 de SEQ ID NO: 18 o aminoacidos 1 a 2332 de SEQ ID NO: 16 (sin una secuencia sefal) o
una secuencia de aminoacidos de FVIII de aminoacidos -19 a 1438 de SEQID NO:15 y SEQID NO: 18 o
aminoacidos -19 a 2332 de SEQ ID NO: 15 y SEQ ID NO: 16 (con una secuencia sefal), en donde FVIII tiene una
actividad de coagulacion, por ejemplo, activa el factor IX como cofactor para convertir el factor X en el factor X
activado. El FVIII (o porcién de FVIII de una proteina quimérica) puede ser idéntico a una secuencia de aminoacidos
de FVIIl de aminoacidos 1 a 1438 de SEQ ID NO: 18 o aminoacidos 1 a 2332 de SEQ ID NO: 16 (sin una secuencia
sefal). FVIII puede comprender ademas una secuencia senal.

El "dominio B" de FVIIl, como se usa en el presente documento, es el mismo que el dominio B conocido en la técnica
que se define por identidad interna de la secuencia de aminodcidos y sitios de escision proteolitica, por ejemplo, los
restos Ser741-Arg1648 de FVIII humano de longitud completa. Los otros dominios de FVIII humano se definen por
los siguientes restos de aminoacidos: A1, restos Alal-Arg372; A2, restos Ser373-Arg740; A3, restos Ser1690-
Asn2019; C1, restos Lys2020-Asn2172; C2, restos Ser2173-Tyr2332. La secuencia de A3-C1-C2 incluye los restos
Ser1690-Tyr2332. La secuencia restante, restos Glu1649-Arg1689, se denomina normalmente la regién acida a3.
También se conocen en la técnica las localizaciones de los limites para todos los dominios, que incluyen los
dominios B, para FVIII porcino, de ratén y canino. En una realizacion, el dominio B de FVIII esta delecionado ("factor
VIl de dominio B delecionado” o "BDD FVIII"). Un ejemplo de un BDD FVIlIl es REFACTO® (BDD FVII
recombinante), que tiene la misma secuencia que la porcién del factor VIl de la secuencia en la Tabla 4. (La cadena
pesada de BDD FVIII esta doblemente subrayada; el dominio B esta en cursiva; y la cadena ligera de BDD FVIII esta
en texto sin formato).

Tabla 4
BDD FVIII (SEQ ID NO: 18)

PGP PINTSVYY
ECGAEYDDO

ETEFINVRNARDA

TGPORTGREYREVE

THARMVYE ] LGCHNSDFRMRGHMTALLEVSSCLDENTELY YE

A LLOEN ITRTITLOSDQEEIDYDDTISVEMKKEDEFDIYDEDEND
SPRESFOKKTRHYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPOFKEKVVFQEFTDGSFTOPLYRGELNERLGL
LGPYIRAEVEDNIMVTERNQASRPYSEFYSSLISYEEDOQROGAEPREKNEVEPNETKTYFWRVOHHEMAPTKDEE
DCEANAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLYVCHTNTLNPAHGROVTIVOEFALFFTIFDETKSWY FTENMERNCRAR

CNIOMEDPTFKENYRFHAINGY IMDTLPGLVMAQDQRIRWY LLSMGSNENIHSIHFSGHVEFTVRKEEEYKMA
LYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLYYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGOW
APKLARLHYSGS INAWSTKEPFSWIKVDLLAPMI THGIKTOGARQKESS LY ISQFIIMY S LDGEKKWOTYRGN
STGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPITARY IRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKATISDAQT
TASSYFTNMFATWS PSKARLHLOGRSNAWRPQVNNPKENLOVDFOKTMKVTGVTTOGVKSLLTSMYVKEFLI
SSSODGHOQWTLEFFONGKVEVEOGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPOQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY
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Tabla 5. Secuencia de nucleétidos que codifica BDD FVIII (SEQ ID NO:

TGTGCCTTTT
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GCGATTCTGC

A

TGCAAATAGA

GCTCTCCACC

19)*

TGCTTCTTTC

TTTAGTGCCA

TGTCATGGGA
CTAGAGTGCC
TAGAATTCAC
TAGGTCCTAC
CTTCCCATCC
CTGAATATGA
GAAGCCATAC
TGTGCCTTAC
TCATTGGAGC
TGCACAAATT
CARRGAACTC
ACACAGTCAA
CAGTCTIATTG
AAGGTCACAC
CTTTCCTTAC
TCTCTTCCCA
BACCCCAACT
ATTCTGAAAT
GCTCAGTTGC
ACTGGGACTA
TGARACAATGG
CAGATGARAAC
TACTTTATGG
CATATAACAT
CAARAGGTGT
AATGGACAGT
ATTACTCTAG
TCATCTGCTA
ATGTCATCCT
AACGCTTTCT
ACATCATGCA
ATGAGGTGGC
TCTTCTCTGG
CATTCTCAGG
GCCACAACTC
ACAAGAACAC
GTAAAAACAR
ATCAACGGGA
ATACCATATC
RAGAGCCCCCG
TCTGGGATTA
GTGTCCCTCA
CCTTATACCG
AAGTTGAAGA
ATTCTAGCCT
TTGTCAAGCC
CTAAAGATGA
ATGTGCACTC
CTCATGGGAG
CCARARAGCTG
AGATGGAAGA
TGGATACACT
GCATGGGCAG
GARRAAAAGA

CTATATGCAR
AAPATCTTTT
GGATCACCTT
CATCCAGGCT
TGTCAGTCTT
TGATCAGACC
ATATGTCTGG
CTACTCATAT
CCTACTAGTA
TATACTACTT
CTTGATGCAG
TGGTTATGTA
GCATGTGATT
ATTTCTTGTG
TGCTCAAACA
CCRACATGAT
ACGAATGRAR
GGATGTGGTC
CAAGAAGCAT
TGCTCCCTTA
CCCTCAGCGG
CTTTAAGACT
GGAAGTTGGA
CTACCCTCAC
ARRACATTTG
GACTGTAGAA
TTTCGTTAAT
CARRGAARTCT
GITTTCTGTA
CCCCAATCCA
CAGCATCAAT
ATACTGGTAC
ATATACCTTC
AGAAACTGTC
AGACTTTCGG
TGGTGATTAT
TGCCATTGAA
AATAACTCGT
AGTTGARATG
CAGCTTTCAR
TGGGATGAGT
GTTCAAGAAR
TGGAGAACTA
TAATATCATG
TATTTCTTAT
TAATGARACC
GTTTGACTGC
AGGCCTGATT
ACAAGTGACA
GTACTTCACT
TCCCACTTTT
ACCTGGCTTA
CAARTGARAAAC
GGAGTATAAR

AGTGATCTCG
CCATTCAACA
TTCAACATCG
GAGGTTTATG
CATGCTGTTG
AGTCAAAGGG
CAGGTCCTGA
CTTTCTCATG
TGTAGAGAAG
TTTGCTGTAT
GATAGGGATG
AACAGGTCTC
GGAATGGGCA
AGGAACCATC
CTCTTGATGG
GGCATGGAAG
AATRAATGAAG
AGGTTTGATG
CCTAAARCTT
GTCCTCGCCC
ATTGGTAGGA
CGTGAAGCTA
GACACACTGT
GGAATCACTG
AAGGATTTTC
GATGGGCCAA
ATGGAGAGAG
GTAGATCARAR
TTTGATGAGA
GCTGGAGTGC
GGCTATGTTT
ATTCTARAGCA
AARACACARMAR
TTCATGTCGA
AACAGAGGCA
TACGAGGACA
CCAAGAAGCT
ACTACTCTTIC
BAGRAGGAAG
AAGRAARCAC
AGCTCCCCAC
GTTGTTTTCC
AATGAACATT
GTAACTTTCA
GAGGAAGATC
AAARCTTACT
AAAGCCTGGG
GGACCCCTTC
GTACAGGAAT
GAARATATGG
AARGAGAATT
GTARTGGCTC
ATCCATTCTA
ATGGCACTGT
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CCAGAAGATA
GTGAGCTGCC
CCTCAGTCGT
CTARGCCAAG
ATACAGTGGT
GTGTATCCTA
AGARAGAAGA
AAGAGAATGG
TGGACCTGGT
GGAGTCTGGC
TTCGATGAAGS
CTGCATCTGC
TGCCAGGTCT
CCACTCCTGA
GCCAGGCGTC
ACCTTGGACA
CTTATGTCAA
AAGCGGAAGA
ATGACAACTC
GGGTACATTA
CCGATGACAG
AGTACAAARA
TTCRAGCATGA
TGATTATATT
ATGTCCGTCC
CAATTCTGCC
CTAAATCAGA
ATCTAGCTTIC
GAGGARACCA
ACCGAAGCIG
AGCTTGAGGA
TTGATAGTTT
TTGGAGCACA
TGGTCTATGA
TGGAAAACCC
TGACCGCCTT
GTTATGARGA
TCTCTCARAA
AGTCAGATCA
ATTTTGACAT
GACACTATTIT
ATGTTCTAAG
AGGARATTTAC
TGGGACTCCT
GAAATCAGGC
AGAGGCAAGG
TTTGGAAAGT
CTTATTTCTC
TGGTCTGCCA
TTGCTCTGTT
ARAGAARLCTG
ATCGCTTCCA
AGGATCARARG
TTCATTTCAG
ACAATCTCTA

CTACCTGGGT
TGTGGACGCA
GTACAARARG
GCCACCCTGG
CATTACACTT
CTGGAAAGCT
TGATAAAGTC
TCCAATGGECC
ARARAGACTTG
CAAGGAAANG
GAARAGTTGG
TCGGGCCTGG
GATTGGATGC
AGTGCACTCA
CTTGGAAATC
GTTTCTACTG
AGTAGACAGC
CTATGATGAT
TCCTTCCTTT
CATTGCTGCT
AARGTTATAAR
AGTCCGATTT
ATCAGGRATC
TAAGAARTCAA
TTTGTATTCA
AGGAGAAATA
TCCTCGGTGC
AGGACTCATT
GATAATGTCA
GTACCTCACA
TCCAGAGTTC
GCAGTTGTCA
GACTGACTTC
AGACACACTC
AGGTCTATGG
ACTGAAGGTT
TATTTCAGCA
CCCACCAGTC
AGAGGAAATT
TTATGATGAG
TATTGCTGCA
ARACAGGGCT
TGATGGCTCC
GGGGCCATAT
CTCTCGTCCC
AGCAGAACCT
GCAACATCAT
TGATGTTGAC
CACTAARCACA
TTTCACCATC
CAGGGCTCCC
TGCAATCAAT
GATTCGATGG
TGGACATGTG
TCCAGGTGTT

GCAGTGGAAC
AGATTTCCTC
ACTCTGTTTG
ATGGGTCTIGC
AAGAACATGG
TCTGAGGGAG
TTCCCTGGETG
TCTGACCCAC
AATTCAGGCC
ACACAGACCT
CACTCAGARA
CCTARAATGC
CACAGGARAT
ATATTCCTICG
TCGCCAATAA
TTTTGTCATA
TGTCCAGAGG
GATCTTACTG
ATCCAAATTC
GAAGAGGAGG
AGTCAATATT
ATGGCATACA
TTGGGACCTT
GCAAGCAGAC
AGGAGATTAC
TTCAAATATA
CTGACCCGCT
GGCCCTCTCC
GACARGAGGA
GAGAATATAC
CAAGCCTCCA
GTTTGTTTGC
CTTTCTGTCT
ACCCTATTCC
ATTCTGGGGT
TCTAGTTGTG
TACTTGCTGA
TTGAAACGCC
GACTATGATG
GATGAAAATC
GTGGAGAGGC
CAGAGTGGCA
TTTACTCAGC
ATAAGAGCAG
TATTCCTTCT
AGAAAARARCT
ATGGCACCCA
CTGGAARRAG
CTGAACCCTG
TTTGATGAGA
TGCAATATCC
GGCTACATAA
TATCTGCTCA
TTCACTGTAC
TTTGAGACAG
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TGGAAATGTT
TACATGCTGG
GAATGGCTTC
GGGCCCCAAR
AGCCCTTTTIC
CCCAGGGTGC
GTCTTGATGG
TCTTTGGCAR
CTCGATACAT
TGATGGGCTG
CAGATGCACA
CARMAGCTCG
CARAAGAGTG
AGGGAGTARA
AAGATGGCCA
ATCAAGACTC
TTCGAATTCA
GCGAGGCACA
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ACCATCCAAA
GATGAGCACA
TGGACACATT
GCTGGCCAGAR
TTGGATCAAG
CCGTCAGAAG
GARGAAGTGG
TGTGGATTCA
CCGTTTGCAC
TGATTTAAAT
GATTACTGCT
ACTTCACCTC
GCTGCAAGTG
ATCTCTGCTT
TCAGTGGACT
CTTCACACCT
CCCCCAGAGT
GGACCTCTAC

GCTGGAATTT
CTTTTTCTGG
AGAGATTTTC
CTTCATTATT
GTGGATCTGT
TTCTCCAGCC
CAGACTTATC
TCTGGGATAA
CCAACTCATT
AGTTGCAGCA
TCATCCTACT
CAAGGGAGGA
GACTTCCAGA
ACCAGCATGT
CTCTTTTTTC
GTGGTGAACT
TGGGTGCACC

GGCGGGTGGA
TGTACAGCAA
AGATTACAGC
CCGGATCAAT
TGGCACCAAT
TCTACATCTC
GAGGAAATTC
ARCACAATAT
ATAGCATTCG
TGCCATTGGG
TTACCAATAT
GTAATGCCTG
AGACAATGAA
ATGTGAAGGA
AGAATGGCAA
CTCTAGACCC
AGATTGCCCT

ATGCCTTATT
TAAGTGTCAG
TTCAGGACRA
CAATGCCTGG
GATTATTCAC
TCAGTTTATC
CACTGGAACC
TTTTRACCCT
CAGCACTCTT
AATGGAGAGT
GTTTGCCACC
GAGACCTCAG
AGTCACAGGA
GTTCCTCATC
AGTAAAGGTT
ACCGTTACTG
GAGGATGGAG

GGCGAGCATC
ACTCCCCTGG
TATGGACAGT
AGCACCAAGG
GGCATCAAGA
ATCATGTATA
TTAATGGTCT
CCRAATTATTG
CGCATGGAGT
AAAGCAATAT
TGGTCTCCTT
GTGAATAARTC
GTAACTACTC
TCCAGCAGTC
TTTCAGGGAA
ACTCGCTACC
GTTCTGGGCT

* Los acidos nucleicos subrayados codifican un péptido senal.

Un "FVIII de dominio B delecionado" puede tener las deleciones completas o parciales desveladas en las patentes
de EE. UU. N° 6.316.226, 6.346.513, 7.041.635, 5.789.203, 6.060.447, 5.595.886, 6.228.620, 5.972.885, 6.048.720,
5.543.502, 5.610.278, 5.171.844, 5.112.950, 4.868.112 y 6.458.563. En algunas realizaciones, una secuencia de
FVIII de dominio B delecionado de la presente invencién comprende una cualquiera de las deleciones desveladas en
la col. 4, linea 4 a col. 5, linea 28 y Ejemplos 1-5 de la patente de EE. UU. N° 6.316.226 (también en US 6.346.513).
En otra realizacion, un factor VIII de dominio B delecionado es el factor VIII de dominio B delecionado S743/Q1638
(SQ BDD FVIII) (por ejemplo, factor VIII que tiene una delecién del aminoacido 744 al aminoacido 1637, por ejemplo,
factor VIII que tiene los aminoacidos 1-743 y los aminoacidos 1638-2332 de SEQID NO: 16, es decir,
SEQ ID NO: 18). En algunas realizaciones, un FVIII de dominio B delecionado de la presente invencién tiene una
delecion desvelada en la col. 2, lineas 26-51 y Ejemplos 5-8 de la patente de EE. UU. N? 5.789.203 (también
US 6.060.447, US 5.595.886 y US 6.228.620). En algunas realizaciones, un factor VIl de dominio B delecionado
tiene una delecion descrita en la col. 1, lineas 25 a col. 2, linea 40 de la patente de EE. UU. N° 5.972.885; col. 6,
lineas 1-22 y Ejemplo 1 de la patente de EE. UU. N? 6.048.720; col. 2, lineas 17-46 de la patente de EE. UU.
N2 5.543.502; col. 4, linea 22 a col. 5, linea 36 de la patente de EE. UU. N° 5.171.844; col. 2, lineas 55-68, Figura 2 'y
Ejemplo 1 de la patente de EE. UU. N® 5.112.950; col. 2, linea 2 a col. 19, linea 21 y Tabla 2 de la patente de
EE. UU. N2 4.868.112; col. 2, linea 1 a col. 3, linea 19, col. 3, linea 40 a col. 4, linea 67, col. 7, linea 43 a col. 8, linea
26, y col. 11, linea 5 a col. 13, linea 39 de la patente de EE. UU. N® 7.041.635; o col. 4, lineas 25-53, de la patente
de EE. UU. N° 6.458.563.

En algunas realizaciones, un FVIII de dominio B delecionado tiene una delecién de la mayoria del dominio B, pero
todavia contiene secuencias del extremo amino del dominio B que son esenciales para el procesamiento proteolitico
in vivo del producto de traduccién primaria en la cadena de dos polipéptidos, como se desvela en el documento de
patente WO 91/09122. En algunas realizaciones, un FVIII de dominio B delecionado se construye con una delecion
de aminoacidos 747-1638, es decir, practicamente una delecion completa del dominio B. Hoeben R.C., et al. J. Biol.
Chem. 265 (13): 7318-7323 (1990). Un factor VIl de dominio B delecionado también puede contener una delecién
de aminoacidos 771-1666 o aminoacidos 868-1562 de FVIII. Meulien P., et al. Protein Eng. 2(4): 301-6 (1988). Las
deleciones del dominio B adicionales que son parte de la invencion incluyen: delecién de aminoacidos 982 a 1562 o
760 a 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562 (Eaton, et al. Biochemistry
(1986) 25:8343-8347)), 741 a 1646 (Kaufman (solicitud PCT publicada N® WO 87/04187)), 747-1560 (Sarver, et al.,
DNA (1987) 6:553-564)), 741 a 1648 (Pasek (solicitud PCT N¢ 88/00831)), o 816 a 1598 o 741 a 1648 (Lagner
(Behring Inst. Mitt. (1988) No 82:16-25, documento de patente EP 295597)). En otras realizaciones, BDD FVIII
incluye un polipéptido FVIII que contiene fragmentos del dominio B que retienen uno o mas sitios de glucosilacion
unidos en N, por ejemplo, los restos 757, 784, 828, 900, 963, u opcionalmente 943, que corresponden a la secuencia
de aminoacidos de la secuencia de FVIII de longitud completa. Los ejemplos de fragmentos del dominio B incluyen
226 aminoacidos o 163 aminoacidos del dominio B, como se desvela en Miao, H.Z., et al., Blood 103(a): 3412-3419
(2004), Kasuda, A, et al., J. Thromb. Haemost. 6: 1352-1359 (2008), y Pipe, S.W., et al., J. Thromb. Haemost. 9:
2235-2242 (2011) (es decir, se retienen los primeros 226 aminodcidos o 163 aminoacidos del dominio B). En
algunas realizaciones, el FVIII con un dominio B parcial es FVII1198 (SEQ ID NO: 105). FVIII198 es una molécula de
FVIIIFc de cadena sencilla que contiene el dominio B parcial-226N6. 226 representa el aminoacido 226 del extremo
N del dominio B de FVIII, y N6 representa seis sitios de N-glucosilacion en el dominio B. En otras realizaciones mas,
BDD FVIII comprende ademas una mutacion puntual en el resto 309 (de Phe a Ser) para mejorar la expresion de la
proteina BDD FVIII. Véase Miao, H.Z., et al., Blood 103(a): 3412-3419 (2004). En otras realizaciones mas, el BDD
FVIIl incluye un polipéptido FVIII que contiene una porcion del dominio B, pero que no contiene uno o més sitios de
escision de furina (por ejemplo, Arg1313 y Arg 1648). Véase Pipe, S.W., et al., J. Thromb. Haemost. 9: 2235-2242
(2011). Cada una de las deleciones anteriores se puede hacer en cualquier secuencia de FVIILI.
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Una proteina FVIII Gtil en la presente invencion puede incluir FVIII que tiene una o mas secuencias heterdlogas
adicionales o modificaciones quimicas o fisicas en ellas, que no afectan la actividad de coagulacion de FVIIl. Dichas
secuencias heterologas o modificaciones quimicas o fisicas se pueden fusionar con el extremo C o extremo N de la
proteina FVIII o insertar entre uno o mas de los dos restos de aminodcidos en la proteina FVIII. Dichas inserciones
en la proteina FVIII no afectan la actividad de coagulacion de FVIII o funcion de FVIIl. En una realizacién, las
inserciones mejoran las propiedades farmacocinéticas de la proteina FVIII (por ejemplo, semivida). En otra
realizacién, las inserciones pueden ser méas de dos, tres, cuatro, cinco, o seis sitios.

En una realizacion, FVIII se escinde poco después de la arginina en el aminoacido 1648 (en el factor VIII de longitud
completa o SEQ ID NO: 16), aminoécido 754 (en el factor VIl de dominio B delecionado S743/Q1638 o
SEQ ID NO: 16), o el resto de arginina correspondiente (en otras variantes), dando asi como resultado una cadena
pesada y una cadena ligera. En otra realizacion, FVIIl comprende una cadena pesada y una cadena ligera, que se
unen o asocian por un enlace no covalente mediado por ion metélico.

En otras realizaciones, FVIII es FVIII de cadena sencilla que no se ha escindido poco después de la arginina en el
aminoacido 1648 (en FVIII de longitud completa o SEQ ID NO: 16), aminoacido 754 (en FVIIl de dominio B
delecionado S743/Q1638 o SEQ ID NO: 18), o el resto de arginina correspondiente (en otras variantes). Un FVIII de
cadena sencilla puede comprender una o mas sustituciones de aminoacidos. En una realizacion, la sustituciéon de
aminoacidos esta en un resto correspondiente al resto 1648, resto 1645, o0 ambos, de polipéptido factor VIII maduro
de longitud completa (SEQ ID NO: 16) o resto 754, resto 751, o ambos, de factor VIII SQ BDD (SEQ ID NO: 18). La
sustitucion de amino&cidos puede ser cualquier aminoacido distinto de arginina, por ejemplo, isoleucina, leucina,
lisina, metionina, fenilalanina, treonina, triptéfano, valina, alanina, asparagina, acido aspartico, cisteina, acido
glutamico, glutamina, glicina, prolina, selenocisteina, serina, tirosina, histidina, ornitina, pirrolisina o taurina.

FVIIl se puede escindir adicionalmente por trombina y luego activar como FVllla, que sirve de cofactor para factor IX
activado (FIXa). Y FIX activado junto con FVIII activado forma un complejo Xasa y convierte el factor X en factor X
activado (FXa). Para la activacion, FVIII se escinde por trombina después de tres restos de arginina, en los
aminoacidos 372, 740 y 1689 (correspondientes a los amino&cidos 372, 740 y 795 en la secuencia de FVIII de
dominio B delecionado), generando la escision FVllla que tiene las cadenas A1 de 50 kDa, A2 de 43 kDa y A3-C1-
C2 de 73 kDa. En una realizacién, la proteina FVIII dtil para la presente invencién es FVIII no activo. En otra
realizacién, la proteina FVIII es un FVIII activado.

La proteina que tiene polipéptido FVIII unido o asociado al fragmento de VWF puede comprender una secuencia al
menos 50 %, 60 %, 70 %, 80 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a SEQ ID NO: 16 0 18, en
donde la secuencia tiene la actividad de coagulacion de FVIII, por ejemplo, que activa el factor IX como cofactor para
convertir el factor X en el factor X activado (FXa).

Polipéptidos y proteinas "hibridos", como se usa en el presente documento, significa una combinacién de una
primera cadena de polipéptidos, por ejemplo, el fragmento de VWF, opcionalmente fusionado con un primer resto
heterdlogo, con una segunda cadena de polipéptidos, por ejemplo, una proteina FVIII, opcionalmente fusionada con
un segundo resto heterélogo, formando asi un heterodimero. En otra realizacién, se asocian entre si el primer
polipéptido y el segundo polipéptido en un hibrido mediante disulfuro u otro(s) enlace(s) covalente(s). Los hibridos se
describen, por ejemplo, en los documentos de patente US 2004/101740 y US 2006/074199. El segundo polipéptido
puede ser una copia idéntica del primer polipéptido o un polipéptido no idéntico. En otra realizacién, el primer
polipéptido comprende un fragmento de proteina de fusion VWF-Fc, y el segundo polipéptido comprende proteina de
fusién FVIII-Fc, haciendo el hibrido un heterodimero. El primer polipéptido y el segundo polipéptido se pueden
asociar mediante un enlace covalente, por ejemplo, un enlace disulfuro, entre la primera regién Fc y la segunda
region Fc. El primer polipéptido y el segundo polipéptido se pueden asociar adicionalmente entre si por unién entre
el fragmento de VWF y la proteina FVIII.

D) Conectores

La proteina quimérica de la presente invencion comprende ademds un conector. Pueden estar presentes uno o mas
conectores entre cualesquiera dos proteinas, por ejemplo, entre el resto auxiliar y la proteina FVIII (algunas veces
también denominado "conector FVIII/AM"), entre el fragmento de VWF y un primer resto heterélogo (algunas veces
también denominado "conector de VWF"), por ejemplo, una primera region Fc, entre una proteina FVIIl y un segundo
resto heterdlogo (algunas veces también denominado "conector de FVIII"), por ejemplo, una segunda regién Fc,
entre el fragmento de VWF y una proteina FVIII (por ejemplo, conector FVIII/AM), entre el fragmento de VWF y un
segundo resto heterdlogo, y/o entre una proteina FVIII y un primer resto heterélogo. Cada uno de los conectores
puede tener la misma secuencia o diferente. En una realizacion, el conector es un conector polipeptidico. En otra
realizacién, el conector es un conector no polipeptidico.

El conector util en la presente invencién puede comprender cualquier molécula organica. En una realizacién, el
conector es un polimero, por ejemplo, polietilenglicol (PEG) o hidroxietilalmidén (HES). En otra realizacién, el
conector es una secuencia de aminodacidos (por ejemplo, un conector polipeptidico). El conector polipeptidico puede
comprender al menos aproximadamente 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700,
800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700, 1800, 1900 o 2000 aminodacidos. El conector puede
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comprender 1-5 aminoacidos, 1-10 aminoécidos, 1-20 amino&cidos, 10-50 aminoé&cidos, 50-100 aminoéacidos, 100-
200 aminoacidos, 200-300 aminoéacidos, 300-400 aminoacidos, 400-500 aminoacidos, 500-600 aminoacidos, 600-
700 aminoacidos, 700-800 aminoacidos, 800-900 aminoacidos, o 900-1000 aminoécidos.

Se conocen bien en la técnica los ejemplos de conectores polipeptidicos. En una realizacion, el conector comprende
la secuencia Gn. El conector puede comprender la secuencia (GA)n. El conector puede comprender la secuencia
(GGS)n. En otras realizaciones, el conector comprende (GGGS)n (SEQ ID NO: 20). En otras realizaciones mas, el
conector comprende la secuencia (GGS)n(GGGGS)n (SEQ ID NO: 21). En estos casos, n pueden ser un nimero
entero de 1-100. En otros casos, n pueden ser un nimero entero de 1-20, es decir, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20. Los ejemplos de conectores incluyen, pero no se limitan a, GGG, SGGSGGS
(SEQID NO: 22), GGSGGSGGSGGSGGG (SEQIDNO:23), GGSGGSGGGGSGGGGS (SEQID NO: 24),
GGSGGSGGSGGSGGSGGS (SEQ ID NO: 25), GGGGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 26), los conectores en la
Tabla 13 (SEQ ID NOs: 92, 93 y 94), y los conectores en la Tabla 14A (SEQ ID NOs: 95, 96 y 97). El conector no se
elimina o disminuye la actividad del fragmento de VWF o la actividad de coagulacién del factor VIIl. Opcionalmente,
el conector potencia la actividad del fragmento de VWF o la actividad de coagulacién de la proteina factor VIII, por
ejemplo, disminuyendo adicionalmente los efectos del impedimento estérico y haciendo el fragmento de VWF o la
porcién de factor VIl mas accesible a su sitio de unioén diana.

En una realizacién, el conector util para la proteina quimérica tiene 15-25 aminoacidos de longitud. En otra
realizacién, el conector util para la proteina quimérica tiene 15-20 aminoacidos de longitud. En algunas realizaciones,
el conector para la proteina quimérica tiene 10-25 aminodcidos de longitud. En otras realizaciones, el conector para
la proteina quimérica tiene 15 aminodacidos de longitud. En otras realizaciones mas, el conector para la proteina
quimérica es (GGGGS)n (SEQ ID NO: 27), donde G representa glicina, S representa serina y n es un nimero entero
de 1-20.

E) Sitios de escision

El conector también puede incorporar un resto capaz de ser escindido o quimicamente (por ejemplo, hidrélisis de un
éster enlace), enzimaticamente (es decir, incorporacién de una secuencia de escision por proteasa), o
fotoliticamente (por ejemplo, un cromoéforo tal como acido 3-amino-3-(2-nitrofenil)propridnico (ANP)) para liberar una
molécula de otra.

En una realizacién, el conector es un conector escindible. Los conectores escindibles pueden comprender uno o mas
sitios de escision en el extremo N o extremo C, o ambos. En otra realizacién, el conector escindible consiste
esencialmente en o consiste en uno o mas sitios escindibles. En otras realizaciones, el conector escindible
comprende las secuencias conectoras de aminoacidos heterélogos descritas en el presente documento o polimeros
y uno 0 mas sitios escindibles.

En ciertas realizaciones, un conector escindible comprende uno o mas sitios de escisién que se pueden escindir en
una célula hospedadora (es decir, sitios de procesamiento intracelular). Los ejemplos no limitantes del sitio de
escision incluyen RRRR (SEQ ID NO: 52), RKRRKR (SEQ ID NO: 53) y RRRRS (SEQ ID NO: 54).

En otras realizaciones, un conector escindible comprende uno o mas sitios de escision que se escinden por una
proteasa después de que se administre a un sujeto una proteina quimérica que comprende el conector escindible.
En una realizacion, el sitio de escisién se escinde por una proteasa seleccionada del grupo que consiste en factor
Xla, factor Xlla, calicreina, factor Vlla, factor IXa, factor Xa, factor lla (trombina), elastasa-2, MMP-12, MMP-13,
MMP-17 y MMP-20. En otra realizacion, el sitio de escision se selecciona del grupo que consiste en un sitio de
escision de FXla (por ejemplo, KLTR | AET (SEQ ID NO: 29)), un sitio de escision de FXla (por ejemplo, DFTR |
VVG (SEQ ID NO: 30)), un sitio de escision de FXlla (por ejemplo, TMTR | IVGG (SEQ ID NO: 31)), un sitio de
escision de calicreina (por ejemplo, SPFR | STGG (SEQ ID NO: 32)), un sitio de escisién de FVlla (por ejemplo,
LQVR | IVGG (SEQ ID NO: 33)), un sitio de escision de FIXa (por ejemplo, PLGR | IVGG (SEQ ID NO: 34)), un sitio
de escision de FXa (por ejemplo, IEGR | TVGG (SEQ ID NO: 35)), un sitio de escisién de Flla (trombina) (por
ejemplo, LTPR | SLLV (SEQID NO: 36)), un sitio de escision de elastasa-2 (por ejemplo, LGPV | SGVP
(SEQ ID NO: 37)), una escision de granzima-B (por ejemplo, VAGD | SLEE (SEQ ID NO: 38)), un sitio de escision
de MMP-12 (por ejemplo, GPAG | LGGA (SEQ ID NO: 39)), un sitio de escisién de MMP-13 (por ejemplo, GPAG |
LRGA (SEQ ID NO: 40)), un sitio de escisiéon de MMP-17 (por ejemplo, APLG | LRLR (SEQ ID NO: 41)), un sitio de
escision de MMP-20 (por ejemplo, PALP | LVAQ (SEQ ID NO: 42)), un sitio de escision de TEV (por ejemplo,
ENLYFQ | G (SEQ ID NO: 43)), un sitio de escision de enterocinasa (por ejemplo, DDDK | IVGG (SEQ ID NO: 44)),
un sitio de escision de proteasa 3C (PRESCISSION™) (por ejemplo, LEVLFQ | GP (SEQ ID NO: 45)) y un sitio de
escision de sortasa A (por ejemplo, LPKT | GSES) (SEQ ID NO: 46). En ciertas realizaciones, los sitios de escisién
de FXla incluyen, pero no se limitan a, por ejemplo, TQSFNDFTR (SEQID NO:47) y SVSQTSKLTR
(SEQ ID NO: 48). Los sitios de escisién de trombina a modo de ejemplo no limitante incluyen, por ejemplo,
DFLAEGGGVR (SEQ ID NO: 49), TTKIKPR (SEQ ID NO: 50) o LVPRG (SEQ ID NO: 55), y una secuencia que
comprende, consiste esencialmente en, o que consiste en ALRPR (por ejemplo, ALRPRVVGGA (SEQ ID NO: 51)).

En una realizacién especifica, el sitio de escision es TLDPRSFLLRNPNDKYEPFWEDEEK (SEQ ID NO: 56).
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Polinucleétidos, vectores, células hospedadoras, y métodos de preparacion

También se proporciona en la divulgacién un polinucleétido que codifica un fragmento de VWF descrito en el
presente documento, una proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y un resto heterélogo, una
proteina quimérica que comprende una proteina FVIII y un resto auxiliar, o una proteina quimérica que comprende
un fragmento de VWF y una proteina FVIIl. Cuando un fragmento de VWF se une a un resto heterélogo o una
proteina FVIIl en una proteina quimérica como una cadena sencilla de polipéptidos, la invencion se refiere a un
polinucleétido que codifica el fragmento de VWF unido al resto heterdlogo o la proteina FVIIl. Cuando la proteina
quimérica comprende una primera y una segunda cadenas de polipéptidos, la primera cadena de polipéptidos que
comprende un fragmento de VWF y un primer resto heterélogo (por ejemplo, una primera region Fc) y la segunda
cadena de polipéptidos que comprende un segundo resto heterdlogo (por ejemplo, una segunda region Fc), en
donde la primera cadena de polipéptidos y la segunda cadena de polipéptidos estan asociadas entre si, un
polinucleétido puede comprender la primera secuencia de nucleétidos y la segunda secuencia de nucleétidos. En
una realizacion, la primera secuencia de nucleétidos y la segunda secuencia de nucle6tidos estan en el mismo
polinucleétido. En otra realizacién, la primera secuencia de nucleétidos y la segunda secuencia de nucleétidos estan
en dos polinucleoétidos diferentes (por ejemplo, vectores diferentes). En ciertas realizaciones, la presente invencién
se refiere a un conjunto de polinucle6tidos que comprende una primera cadena de nucleétidos y una segunda
cadena de nucleétidos, en donde la primera cadena de nucleétidos codifica el fragmento de VWF de la proteina
quimérica y la segunda cadena de nucleétidos codifica la proteina FVIII.

En otras realizaciones, el conjunto de los polinucleétidos comprende ademas una cadena de nucleétidos adicional
(por ejemplo, una segunda cadena de nucleétidos cuando el polipéptido quimérico esta codificado por una Unica
cadena de polinucleétidos o una tercera cadena de nucleétidos cuando la proteina quimérica esta codificada por dos
cadenas de polinucleétidos) que codifica una proteina convertasa. La proteina convertasa se puede seleccionar del
grupo que consiste en proproteina convertasa subtilisina’kexina tipo 5 (PCSK5 o PC5), proproteina convertasa
subtilisina’kexina tipo 7 (PCSK7 o PC5), una levadura Kex 2, proproteina convertasa subtilisina/kexina tipo 3 (PACE
o PCSK3), y dos 0 mas combinaciones de las mismas. En algunas realizaciones, la proteina convertasa es PACE,
PC5, o PC7. En una realizacién especifica, la proteina convertasa es PC5 o PC7. Véase la solicitud internacional N°
PCT/US2011/043568. En otra realizacion, la proteina convertasa es PACE/furina.

En ciertas realizaciones, la invencién incluye un conjunto de polinucleétidos que comprende una primera secuencia
de nucleétidos que codifica un fragmento de VWF que comprende un dominio D' y un dominio D3 de VWF, una
segunda secuencia de nucleétidos que codifica una proteina FVIII, y una tercera secuencia de nucleotidos que
codifica un dominio D1 y dominio D2 de VWF. En esta realizacion, el dominio D1 y dominio D2 se expresan por
separado (no se unen al dominio D'D3 del fragmento de VWF) con el fin de la formaciéon apropiada de enlace
disulfuro y plegamiento de los dominios D'D3. La expresion del dominio D1D2 pueden estar o en cis o en trans.

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

Los vectores de expresion de la invencion incluiran polinucleétidos que codifican el fragmento de VWF o la proteina
quimérica que comprende el fragmento de VWF.

En una realizacion, una secuencia codificante para el fragmento de VWF, el segundo resto heter6logo (por ejemplo,
una segunda region Fc), o la proteina FVIII, se une operativamente a una secuencia de control de la expresion.
Como se usa en el presente documento, dos secuencias de acidos nucleicos se unen operativamente cuando se
unen covalentemente de tal forma que se permita que cada secuencia de acidos nucleicos componente retenga su
funcionalidad. Se dice que una secuencia codificante y una secuencia de control de la expresién génica se unen
operativamente cuando se unen covalentemente de tal forma que se ponga la expresion o transcripcion y/o
traduccién de la secuencia codificante bajo la influencia o el control de la secuencia de control de la expresion
génica. Se dice que dos secuencias de ADN se unen operativamente si la inducciéon de un promotor en la secuencia
de expresién del gen 5' da como resultado la transcripcion de la secuencia codificante y si la naturaleza del enlace
entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introducciéon de una mutacion con desplazamiento de
marco, (2) interfiere con la capacidad de la regién promotora para dirigir la transcripcién de la secuencia codificante,
o (3) interfiere con la capacidad del transcrito de ARN correspondiente que se va a traducir en una proteina. Asi, una
secuencia de expresion génica se uniria operativamente a una secuencia de acidos nucleicos codificante si la
secuencia de expresion génica fuera capaz de efectuar la transcripcion de esa secuencia de acidos nucleicos
codificante de forma que el transcrito resultante se tradujera en la proteina deseada o polipéptido.

Una secuencia de control de la expresién génica como se usa en el presente documento es cualquier secuencia de
nucleétidos reguladora, tal como una secuencia promotora o combinacién de promotor-potenciador, que facilita la
eficiente transcripcion y traduccion del &cido nucleico codificante al que se une operativamente. La secuencia de
control de la expresién génica puede ser, por ejemplo, un promotor de mamifero o viral, tal como un promotor
constitutivo o inducible. Los promotores constitutivos de mamifero incluyen, pero no se limitan a, los promotores para
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los siguientes genes: promotor de hipoxantina fosforibosil transferasa (HPRT), adenosina desaminasa, piruvato
cinasa, beta-actina, y otros promotores constitutivos. Los promotores virales a modo de ejemplo que funcionan
constitutivamente en células eucariotas incluyen, por ejemplo, promotores del citomegalovirus (CMV), virus simio
(por ejemplo, SV40), virus del papiloma, adenovirus, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), virus del sarcoma
de Rous, citomegalovirus, las repeticiones terminales largas (LTR) del virus de la leucemia de Moloney, y otros
retrovirus, y el promotor de timidina cinasa del virus del herpes simple. Los expertos habituales en la técnica
conocen otros promotores constitutivos. Los promotores Utiles como secuencias de expresion génica de la invencion
también incluyen promotores inducibles. Los promotores inducibles se expresan en presencia de un agente inductor.
Por ejemplo, se induce el promotor de metalotioneina para promover la transcripcion y traduccion en presencia de
ciertos iones metdlicos. Los expertos habituales en la técnica conocen otros promotores inducibles.

En general, la secuencia de control de la expresién génica debe incluir, segin sea necesario, secuencias no
transcriptoras de 5' y no traductoras de 5' implicadas en el inicio de la transcripcién y traduccién, respectivamente, tal
como una caja TATA, secuencia de terminacion, secuencia CAAT, y similares. Especialmente, dichas secuencias no
transcriptoras de 5' incluiran una regién promotora que incluye una secuencia promotora para el control de la
transcripcion del acido nucleico codificante operativamente unido. Las secuencias de expresion génica incluyen
opcionalmente secuencias potenciadoras o secuencias activadoras en la direccion 5', segin se desee.

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

En una realizacién, el virus es un virus adeno-asociado, un virus de ADN bicatenario. El virus adeno-asociado se
puede manipular para ser deficiente en la replicacion y es capaz de infectar una amplia variedad de tipos de células
y especies. Tiene ademas ventajas tales como estabilidad al calor y disolventes lipidicos; altas frecuencias de
transduccion en células de diversos linajes, que incluyen células hemopoyéticas; y carecen de inhibicion de la
superinfeccion, permitiendo asi multiples series de transducciones. Supuestamente, el virus adeno-asociado se
puede integrar dentro del ADN celular humano de un modo especifico de sitio, minimizando asi la posibilidad de
mutagénesis insercional y variabilidad de la expresion génica insertada caracteristica de la infeccién retroviral.
Ademas, se han seguido las infecciones por virus adeno-asociados no mutantes en cultivo de tejido durante méas de
100 pases en ausencia de presion selectiva, que implica que la integracion genémica del virus adeno-asociado es un
acontecimiento relativamente estable. El virus adeno-asociado también puede funcionar de un modo
extracromosomico.

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

En un sistema de expresion en insecto que se puede usar para producir las proteinas de la invencién, se usa el virus
de la poliedrosis nuclear de Autographa californica (AcNPV) como vector para expresar los genes extrafnos. El virus
crece en células de Spodoptera frugiperda. Se puede clonar una secuencia codificante en regiones no esenciales
(por ejemplo, el gen poliédrico) del virus y ponerse bajo el control de un promotor de AcNPV (por ejemplo, el
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promotor poliédrico). La insercién satisfactoria de una secuencia codificante dara como resultado la inactivacién del
gen poliédrico y la produccion de virus recombinante no ocluido (es decir, virus que carece de la cubierta proteinacea
codificada por el gen poliédrico). Estos virus recombinantes se usan entonces para infectar células de Spodoptera
frugiperda en las que se expresa el gen insertado (véase, por ejemplo, Smith et al. (1983) J Virol 46:584; patente de
EE. UU. N2 4.215.051). Los ejemplos adicionales de este sistema de expresioén se pueden encontrar en Ausubel et
al., eds. (1989) Current Protocols in Molecular Biology, Vol. 2, Greene Publish. Assoc. & Wiley Interscience.

Otro sistema que se puede usar para expresar las proteinas de la invencién es el sistema de expresiéon en gen
glutamina sintetasa, también denominado el "sistema de expresion en GS" (Lonza Biologics PLC, Berkshire RU).
Este sistema de expresion se describe con detalle en la patente de EE. UU. N? 5.981.216.

En células hospedadoras de mamifero, se pueden utilizar varios sistemas de expresion basados en virus. En los
casos en los que un adenovirus se usa como vector de expresién, se puede unir una secuencia codificante a un
complejo de control de la transcripcidn/traduccion de adenovirus, por ejemplo, el promotor tardio y la secuencia
conductora tripartita. Este gen quimérico se puede entonces insertar en el genoma del adenovirus por recombinacién
in vitro o in vivo. La insercion en una regién no esencial del genoma viral (por ejemplo, regiéon E1 o E3) dara como
resultado un virus recombinante que es viable y capaz de expresar péptido en hospedadores infectados. Véase, por
ejemplo, Logan & Shenk (1984) Proc Natl Acad Sci USA 81:3655). Alternativamente, se puede usar el promotor de la
variolovacuna 7.5 K. Véanse, por ejemplo, Mackett et al. (1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:7415; Mackett et al.
(1984) J Virol 49:857; Panicali et al. (1982) Proc Natl Acad Sci USA 79:4927.

Para aumentar la eficiencia de produccion, los polinucleétidos se pueden disefiar para codificar multiples unidades
de la proteina de la invencién separadas por sitios de escision enzimatica. El polipéptido resultante se puede escindir
(por ejemplo, mediante tratamiento con la enzima apropiada) para recuperar las unidades de polipéptido. Esto puede
aumentar el rendimiento de polipéptidos accionados por un Unico promotor. Cuando se usa en sistemas de
expresion virales apropiados, la traduccién de cada polipéptido codificado por el ARNm se dirige internamente en el
transcrito; por ejemplo, por un sitio interno de entrada al ribosoma, IRES. Asi, la construccién policistronica dirige la
transcripcion de un tnico ARNm policistrénico grande que, a su vez, dirige la traduccién de mdltiples polipéptidos
individuales. Este enfoque elimina la produccion y el procesamiento enzimatico de poliproteinas y puede aumentar
significativamente el rendimiento de polipéptidos accionados por un Unico promotor.

Los vectores usados en la transformacién contendran normalmente un marcador de seleccion usado para identificar
transformantes. En sistemas bacterianos, esto puede incluir un gen de resistencia a antibiéticos tal como ampicilina
o kanamicina. Los marcadores de seleccién para su uso en células de mamifero cultivadas incluyen genes que
confieren resistencia a farmacos, tales como neomicina, higromicina y metrotrexato. El marcador de seleccion puede
ser un marcador de seleccion amplificable. Un marcador de seleccién amplificable es el gen dihidrofolato reductasa
(DHFR). Simonsen C C et al. (1983) Proc Natl Acad Sci USA 80:2495-9. Los marcadores de seleccion se revisan por
Thilly (1986) Mammalian Cell Technology, Butterworth Publishers, Stoneham, Mass., y la eleccién de los marcadores
de seleccion esta perfectamente dentro del nivel del experto habitual en la técnica.

Los marcadores de seleccion se pueden introducir en la célula sobre un plasmido separado al mismo tiempo que el
gen de interés, o se pueden introducir sobre el mismo plasmido. Si es sobre el mismo plasmido, el marcador de
seleccién y el gen de interés pueden estar bajo el control de diferentes promotores o el mismo promotor,
produciendo la ultima disposicion un mensaje dicistronico. Se conocen en la técnica construcciones de este tipo (por
ejemplo, la patente de EE. UU. N® 4.713.339).

Los vectores de expresion pueden codificar marcas que permiten la facil purificacion de la proteina
recombinantemente producida. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, vector pUR278 (Ruther et al. (1983)
EMBO J 2:1791), en el que las secuencias codificantes para la proteina a expresar se pueden unir en el vector en
marco con la regién codificante lac z de manera que se produzca una proteina de fusion marcada; se pueden usar
vectores pGEX para expresar proteinas de la invencién con una marca de glutation S-transferasa (GST). Estas
proteinas son normalmente solubles y se pueden purificar facilmente de células por adsorcién a perlas de glutation-
agarosa, seguido por elucién en presencia de glutation libre. Los vectores incluyen sitios de escision (trombina o
proteasa de factor Xa o PRESCISSION PROTEASE™ (Pharmacia, Peapack, N.J.)) para la facil retirada de la marca
después de la purificacion.

Entonces, el vector o vectores de expresion se transfectan o co-transfectan en una célula diana adecuada, que
expresara los polipéptidos. Las técnicas de transfeccion conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a,
precipitacion con fosfato de calcio (Wigler et al. (1978) Cell 14:725), electroporacién (Neumann et al. (1982) EMBO J
1:841) y reactivos basados en liposomas. Se puede utilizar una variedad de sistemas de vectores de expresion en
huésped para expresar las proteinas descritas en el presente documento, que incluyen tanto células procariotas
como eucariotas. Estos incluyen, pero no se limitan a, microorganismos tales como bacterias (por ejemplo, E. coli)
transformadas con vectores de expresién recombinantes de ADN de bacteriéfago o de ADN de plasmido que
contienen una secuencia codificante apropiada; levadura u hongos filamentosos transformados con vectores de
expresion recombinantes de levadura u hongos que contienen una secuencia codificante apropiada; sistemas de
células de insecto infectadas con vectores de expresion de virus recombinantes (por ejemplo, baculovirus) que
contienen una secuencia codificante apropiada; sistemas de células de planta infectados con vectores de expresién
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de virus recombinantes (por ejemplo, virus del mosaico de la coliflor o virus del mosaico del tabaco) o transformados
con vectores de expresion de plasmidos recombinantes (por ejemplo, plasmido Ti) que contienen una secuencia
codificante apropiada; o sistemas de células de animal, que incluyen células de mamifero (por ejemplo, células HEK
293, CHO, Cos, HelLa, HKB11 y BHK).

En una realizacion, la célula hospedadora es una célula eucariota. Como se usa en el presente documento, una
célula eucariota se refiere a cualquier célula de animal o planta que tiene un ndcleo definitivo. Las células eucariotas
de animales incluyen células de vertebrados, por ejemplo, mamiferos, y células de invertebrados, por ejemplo,
insectos. Las células eucariotas de plantas pueden incluir especificamente, sin limitacion, células de levadura. Una
célula eucariota es distinta de una célula procariota, por ejemplo, bacterias.

En ciertas realizaciones, la célula eucariota es una célula de mamifero. Una célula de mamifero es cualquier célula
derivada de un mamifero. Las células de mamifero incluyen especificamente, pero no se limitan a, lineas celulares
de mamifero. En una realizacion, la célula de mamifero es una célula humana. En otra realizacion, la célula de
mamifero es una célula HEK 293, que es una linea celular de rifidn embrionario humano. Las células HEK 293 estan
disponibles como CRL-1533 de la Coleccién Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA, y como células 293-H, N°
de catélogo 11631-017 o células 293-F, N¢ de catalogo 11625-019 de Invitrogen (Carlsbad, Calif.). En algunas
realizaciones, la célula de mamifero es una célula PER.C6®, que es una linea celular humana derivada de retina.
Las células PER.C6® estan disponibles de Crucell (Leiden, Paises Bajos). En otras realizaciones, la célula de
mamifero es una célula de ovario de hamster chino (CHO). Las células CHO estan disponibles de la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA (por ejemplo, CHO-K1; CCL-61). En otras realizaciones mas, la célula de
mamifero es una célula de riidn de hamster bebé (BHK). Las células BHK estan disponibles de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo, Manassas, VA (por ejemplo, CRL-1632). En algunas realizaciones, la célula de
mamifero es una célula HKB11, que es una linea celular hibrida de una célula HEK293 y una linea de linfocitos B
humanos. Mei et al., Mol. Biotechnol. 34(2): 165-78 (2006).

En una realizacion, un plasmido que codifica el fragmento de VWF o la proteina quimérica de la invencién incluye
ademas un marcador de seleccion, por ejemplo, resistencia a zeocina, y se transfecta en células HEK 293, para la
produccion del fragmento de VWF o la proteina quimérica.

En otra realizacién, se cotransfectan en células HEK 293 un primer plasmido que comprende una secuencia
codificante de la fusion factor VIII-Fc y un primer marcador de seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a
zeocina, y un segundo plasmido que comprende una secuencia codificante del fragmento de VWF-Fc y un segundo
marcador de seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a neomicina, para la produccion de hibrido de factor VIII-
Fc y VWF-Fc. El primer y segundo plasmidos se pueden introducir en cantidades iguales (es decir, relacién 1:1), o se
pueden introducir en cantidades no iguales.

En algunas realizaciones, se cotransfectan en células HEK 293 un primer plasmido que incluye una secuencia
codificante de fusion de factor VIII-Fc y un primer marcador de seleccion, por ejemplo, un gen de resistencia a
zeocina, y un segundo plasmido que incluye una secuencia codificante de fragmento de VWF-Fc y un segundo
marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a neomicina, y un tercer plasmido que incluye una
secuencia codificante de proteina convertasa (por ejemplo, PC5 o furina) y un tercer marcador de seleccién, por
ejemplo, un gen de resistencia a higromicina, para la produccién del hibrido de factor VllI-fragmento de VWF. El
primer y segundo plasmidos se pueden introducir en cantidades iguales (es decir, relacion molar 1:1), o se pueden
introducir en cantidades no iguales. En ciertas realizaciones, se cotransfectan en células HEK 293 un primer
plasmido, que incluye una secuencia codificante de la fusion factor VIII-Fc, una secuencia codificante de fragmento
de VWF-Fc, y un primer marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a zeocina, y un segundo
plasmido que incluye una secuencia codificante de proteina convertasa (por ejemplo, PC5 o furina) y un segundo
marcador de seleccién, por ejemplo, un gen de resistencia a higromicina, para la produccién de hibrido de factor VIII-
fragmento de VWF. En una realizacién, se puede conectar la secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de
FVIII-Fc y la secuencia del fragmento de VWF-Fc para codificar un Unico polipéptido. En otra realizacién, la
secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de FVIII-Fc y la secuencia del fragmento de VWF-Fc se pueden
codificar como cadenas de dos polipéptidos. Los promotores para la secuencia codificante de la fusién factor VIlI-Fc
y la secuencia codificante del fragmento de VWF-Fc pueden ser diferentes o pueden ser los mismos.

En algunas realizaciones, un plasmido que comprende furina se co-transfecta con el plasmido que contiene la
secuencia codificante del factor VIII-Fc y/o la secuencia codificante del fragmento de VWF-Fc. En algunas
realizaciones, la proteina furina esta sobre el mismo plasmido que comprende la secuencia codificante de la fusion
de factor VIII-Fc. En algunas realizaciones, la proteina furina esta sobre el mismo plasmido que comprende la
secuencia codificante del fragmento de VWF-Fc. En algunas realizaciones, la proteina furina esta sobre un plasmido
separado.

En otras realizaciones mas, las células transfectadas se transfectan establemente. Estas células se pueden
seleccionar y mantener como una linea celular estable, usando técnicas convencionales conocidas por los expertos
en la técnica.
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Las células hospedadoras que contienen construcciones de ADN de la proteina se cultivan en un medio de
crecimiento apropiado. Como se usa en el presente documento, el término "medio de crecimiento apropiado”
significa un medio que contiene los nutrientes requeridos para el crecimiento de las células. Los nutrientes
requeridos para el crecimiento celular pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrégeno, aminoacidos
esenciales, vitaminas, minerales y factores de crecimiento. Opcionalmente, los medios pueden contener uno o mas
factores de seleccion. Opcionalmente, los medios pueden contener suero de ternero bovino o suero de ternero fetal
(FCS). En una realizacion, los medios no contienen sustancialmente IgG. El medio de crecimiento, en general, se
seleccionara para células que contienen la construccion de ADN por, por ejemplo, seleccién de farmacos o
deficiencia en un nutriente esencial que se complementa por el marcador de seleccién sobre la construccion de ADN
0 se co-transfecta con la construccion de ADN. Las células de mamifero cultivadas, en general, se cultivan en medio
que contiene suero o sin suero comercialmente disponible (por ejemplo, MEM, DMEM, DMEM/F12). En una
realizacién, el medio es CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA.). En otra realizacién, el medio es CD17 (Invitrogen,
Carlsbad, CA.). La seleccion de un medio apropiado para la linea celular particular usada esta dentro del nivel de los
expertos habituales en la técnica.

Para co-expresar el fragmento de VWF y un segundo resto heter6logo o una proteina FVII, las células
hospedadoras se cultivan en condiciones que permiten la expresién de tanto el fragmento de VWF como un segundo
resto heter6logo o una proteina FVIIl. Como se usa en el presente documento, cultivar se refiere a mantener las
células vivas in vitro durante al menos un tiempo definido. Mantener puede incluir, pero no necesita incluir, un
aumento en la poblacién de células vivas. Por ejemplo, las células mantenidas en cultivo pueden ser estaticas en la
poblacién, pero todavia viables y capaces de producir un producto deseado, por ejemplo, una proteina recombinante
o proteina de fusiéon recombinante. Se conocen bien en la técnica las condiciones adecuadas para cultivar células
eucariotas e incluyen la seleccién apropiada de medios de cultivo, suplementos para medios, temperatura, pH,
saturacion de oxigeno, y similares. Para fines comerciales, cultivar puede incluir el uso de cualquiera de diversos
tipos de sistemas de aumento de escala que incluyen matraces agitadores, botellas rotatorias, biorreactores de fibra
hueca, biorreactores de tanque agitado, biorreactores de columna aireada, biorreactores Wave, y otros.

Las condiciones del cultivo celular también se seleccionan para permitir la asociaciéon del fragmento de VWF con el
segundo resto heter6logo o una proteina FVIII. La condiciones que permiten la expresion del fragmento de VWF y/o
la proteina FVIII pueden incluir la presencia de una fuente de vitamina K. Por ejemplo, en una realizacion, se cultivan
células HEK 293 establemente transfectadas en medio CD293 (Invitrogen, Carlsbad, CA) o medio OptiCHO
(Invitrogen, Carlsbad, CA) complementado con glutamina 4 mM.

En un aspecto, la presente divulgacion se refiere a un método de expresidn, preparacién o produccion del fragmento
de VWF de la divulgacién que comprende a) transfectar una célula hospedadora con un polinucleétido que codifica
el fragmento de VWF y b) cultivar la célula hospedadora en un medio de cultivo en una condicidon adecuada para
expresar el fragmento de VWF, en donde se expresa el fragmento de VWF. En un caso, la divulgacién se refiere a
un método de produccion de una proteina VWF madura o un fragmento de la misma que comprende a) transfectar
una célula hospedadora con un primer polinucleétido que codifica la proteina VWF o un fragmento de la misma, que
se fusiona con un propéptido de VWF, y un segundo polinucleétido que codifica una proteina convertasa, por
ejemplo, PC5, PC7, o furina y b) cultivar la célula hospedadora en un medio de cultivo en una condicién adecuada
para expresar la proteina VWF madura o fragmento de la misma. El polinucleétido que codifica la proteina VWF o un
fragmento de la misma también se puede fusionar con un prepéptido de VWF. La secuencia de prepéptidos se
puede escindir durante la insercién al reticulo endoplasmatico antes de la secrecion.

En otro aspecto, la divulgacién se refiere a un método de expresién, preparacion o produccion de una proteina
quimérica que comprende el fragmento de VWF unido o asociado a un resto heter6logo o una proteina FVIII que
comprende a) transfectar una o mas células hospedadoras con un polinucleétido o un conjunto de polinucleétidos
que codifica la proteina quimérica y b) cultivar la célula hospedadora en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para expresar la proteina quimérica. En una realizacion, la invencion se refiere a un método de
expresion, preparacion o produccidon de una proteina quimérica que comprende a) transfectar una célula
hospedadora con un primer polinucleétido que codifica un fragmento de VWF unido a un resto heterélogo y un
segundo polinucledtido que codifica una proteina FVIII unida a un resto heterélogo y b) cultivar la célula
hospedadora en un medio de cultivo en condiciones adecuadas para expresar la proteina quimérica. El primer y
segundo polinucleétido puede estar en un vector o dos vectores. En otra realizacion, la invencion se refiere a un
método de expresion, preparacion o produccién de una proteina quimérica que comprende a) transfectar una célula
hospedadora con un primer polinucleétido que codifica un fragmento de VWF unido a un resto heterélogo, un
segundo polinucledtido que codifica una proteina FVIII unida a un resto heterélogo, y un tercer polinucleétido que
codifica una proteina convertasa, y b) cultivar la célula hospedadora en un medio de cultivo en condiciones
adecuadas para expresar la proteina quimérica. En otras realizaciones, la invencion se refiere a un método de
expresion, preparacion o produccion de una proteina quimérica que comprende a) transfectar una célula
hospedadora con un primer polinucleétido que codifica un fragmento de VWF que comprende un dominio D' y un
dominio D3 unido a un resto heterdlogo, un segundo polinucleétido que codifica una proteina FVIII unida a un resto
heterdlogo, y un tercer polinucleétido que codifica un dominio D1 y un dominio D2 de VWF, y b) cultivar la célula
hospedadora en un medio de cultivo en condiciones adecuadas para expresar la proteina quimérica. En una
realizacién, el primer polinucleétido, el segundo polinucleétido y el tercer polinucleétido pueden estar en un vector o
vectores separados. En otra realizacion, el primer y segundo polinucleétido pueden estar en un vector, y el tercer
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polinucleétido puede ser otro vector. En otras realizaciones, el primer polinucleétido y el tercer polinucleétido pueden
estar en un vector, y el segundo polinucleétido puede ser otro vector. En algunas realizaciones, el segundo
polinucleétido y el tercer polinucleétido pueden estar en un vector y el primer polinucleétido puede estar en otro
vector.

En realizaciones adicionales, el producto de proteina que contiene el fragmento de VWF o la proteina quimérica que
comprende el fragmento de VWF es secretado en el medio. El medio se separa de las células, se concentra, se filtra
y entonces se pasa sobre dos o tres columnas de afinidad, por ejemplo, una columna de proteina A y una o dos
columnas de intercambio anidnico.

En ciertos aspectos, la presente divulgacion se refiere al fragmento de VWF o el polipéptido quimérico producido por
los métodos descritos en el presente documento.

La produccion in vitro permite el aumento de escala para dar grandes cantidades de los polipéptidos alterados
deseados de la invencion. Se conocen en la técnica técnicas para el cultivo de células de mamifero en condiciones
de cultivo de tejido e incluyen cultivo en suspensién homogénea, por ejemplo en un reactor de columna aireada o en
un reactor continuo con agitador, o cultivo celular inmovilizado o atrapado, por ejemplo en fibras huecas,
microcapsulas, sobre microperlas de agarosa o cartuchos de ceramica. Si fuera necesario y/o se deseara, las
disoluciones de polipéptidos se pueden purificar por los métodos habituales de cromatografia, por ejemplo filtracion
en gel, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia de interaccion hidroéfoba (HIC, cromatografia sobre
DEAE-celulosa o cromatografia de afinidad.

Composicion farmacéutica

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

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

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

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

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

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

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

Se pueden incorporar compuestos activos suplementarios en las composiciones. En una realizacion, la proteina
quimérica de la invencion se formula con otro factor de coagulacion, o una variante, fragmento, analogo, o derivado
del mismo. Por ejemplo, el factor de coagulacion incluye, pero no se limita a, factor V, factor VII, factor VIII, factor IX,
factor X, factor XI, factor Xll, factor Xlll, protrombina, fibrin6geno, factor de von Willebrand o factor tisular soluble
recombinante (rsTF), o formas activadas de cualquiera de los precedentes. El factor de coagulacion de agente
hemostatico también puede incluir farmacos antifibrinoliticos, por ejemplo, acido épsilon-amino-caproico, acido
tranexamico.

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

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

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

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

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

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

La composicion farmacéutica también se puede formular para administracién rectal como un supositorio o0 enema de
retencién, por ejemplo, que contiene bases de supositorio convencionales tales como manteca de cacao u otros
glicéridos.
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Terapia génica

Seria terapéuticamente beneficioso producir in vivo en un mamifero, por ejemplo, un paciente humano, una proteina
quimérica del mismo de la invencién usando un enfoque de terapia génica para el tratamiento de una enfermedad
hemorragica o trastorno seleccionado del grupo que consiste en un trastorno hemorragico de la coagulacién,
hemartrosis, sangrado muscular, sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los musculos, hemorragia
bucal, traumatismo, traumatismo craneal, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia
intraabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el
espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y sangrado en la vaina del iliopsoas. En un caso, la
enfermedad hemorragica o trastorno es hemofilia. En otro caso, la enfermedad hemorragica o trastorno es hemofilia
A. Esto implica la administracién de un fragmento de VWF o &cido nucleico adecuado que codifica la proteina
quimérica operativamente unida a secuencias de control de la expresion adecuadas. En ciertos casos, estas
secuencias se incorporan en un vector viral. Los vectores virales adecuados para dicha terapia génica incluyen
vectores adenovirales, vectores lentivirales, vectores baculovirales, vectores del virus de Epstein-Barr, vectores
papovavirales, vectores del virus de la variolovacuna, vectores del virus del herpes y vectores de virus adeno-
asociados (AAV). El vector viral puede ser un vector viral defectuoso en la replicacion. En otros casos, un vector
adenoviral tiene una delecién en su gen E1 o gen E3. Cuando se usa un vector adenoviral, el mamifero puede no
exponerse a un acido nucleico que codifica un gen marcador de seleccion. En otros casos, las secuencias se
incorporan en un vector no viral conocido para los expertos en la técnica.

Métodos de uso del fragmento de VWF o proteina quimérica

Un aspecto de la presente divulgacion se refiere a prevenir o inhibir la interaccién de FVIII con VWF endégeno
bloqueando o escudando el sitio de unién de VWF sobre FVIII de VWF endégeno. En un caso, la divulgacion se
refiere a un método de construccion de una proteina FVIII que tiene semivida mas larga que FVIII no mutante o un
hibrido mondémero-dimero de FVIII, comprendiendo el método asociar covalentemente un resto auxiliar con la
proteina FVIII, preparando asi una proteina quimérica que comprende la proteina FVIIl y el resto auxiliar, en donde
el resto auxiliar escuda o previene la interaccion de la proteina FVIII con VWF enddgeno. La proteina quimérica util
en el método incluye una cualquiera o mas de las proteinas quiméricas descritas en el presente documento.

Otro aspecto de la divulgacion incluye un método de administracion de un sujeto en necesidad del mismo de una
proteina FVIII que tiene semivida mas larga que FVIII no mutante o un hibrido monémero-dimero de FVIII, que
consiste en dos cadenas de polipéptidos, una primera cadena que consiste en una secuencia de aminoacidos que
codifica FVIIl y una regién Fc y una segunda cadena que consiste en una regién Fc, en donde el método comprende
administrar el fragmento de VWF descrito en el presente documento o la proteina quimérica descrita en el presente
documento al sujeto. La secuencia de aminoacidos de FVIII en el hibrido monémero-dimero puede ser SQ FVIII o
FVIII no mutante.

En un caso, la divulgacion se refiere a un método de uso de un resto auxiliar, por ejemplo, un fragmento de VWF
descrito en el presente documento o una proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF, para prevenir o
inhibir la interaccion de VWF enddgeno con una proteina FVIII. En otro caso, una proteina FVIII que es capaz de
interaccionar con el fragmento de VWF es FVIIl endégeno. En otros casos, una proteina FVIII que es capaz de
interaccionar con el fragmento de VWF es una composicion de FVIII administrada por separado a un sujeto antes o
después de o simultdneamente con el fragmento de VWF o la proteina quimérica que comprende el fragmento de
VWEF. En otros casos, una proteina FVIII que es capaz de unirse al fragmento de VWF es una composicion de FVIII
administrada a un sujeto junto con el fragmento de VWF o la proteina quimérica. Aln en otros casos, una proteina
FVIII que es capaz de unirse al fragmento de VWF es FVIII presente con el fragmento de VWF o asociado al
fragmento de VWF en la proteina quimérica. El fragmento de VWF o la proteina quimérica que comprende el
fragmento de VWF se une a, o se asocia con, la proteina FVIIl y asi prolonga la semivida de la proteina FVIII unida
al fragmento de VWF o la proteina quimérica. La proteina FVIII unida al fragmento de VWF o la proteina quimérica
se escudan o protege de la via de eliminaciéon de VWF y asi tiene eliminaciéon reducida en comparaciéon con la
proteina FVIIl no unida al fragmento de VWF o la proteina quimérica. La proteina FVIII escudada tiene asi una
semivida mas larga que una proteina FVIII no unida o asociada al fragmento de VWF o la proteina quimérica. En
ciertos casos, la proteina FVIII asociada a o protegida por un fragmento de VWF, o una proteina quimérica de la
invencion, no se elimina por un receptor de eliminacién de VWF. En otros casos, la proteina FVIII asociada a o
protegida por un fragmento de VWF, o una proteina quimérica, se elimina del sistema mas lentamente que la
proteina FVIII que no se asocia a o protege por el fragmento de VWF.

En un aspecto, la proteina quimérica que comprende la misma tiene eliminacion reducida de la circulacion ya que el
fragmento de VWF o la proteina quimérica no contiene un sitio de union de receptor de eliminacion de VWF. El
fragmento de VWF previene o inhibe la eliminacion de FVIII unido o asociado al fragmento de VWF del sistema
mediante la via de eliminacion de VWF. Los fragmentos de VWF Utiles para la presente invencién también pueden
proporcionar al menos una o mas propiedades de proteccion de FVIII de tipo VWF que se proporcionan por VWF
enddgeno. En ciertas realizaciones, los fragmentos de VWF también pueden enmascarar uno o mas sitios de unién
de receptor de eliminacion de FVIII, previniendo asi la eliminacion de FVIII por su propia via de eliminacién.
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En otro aspecto, la proteina quimérica de la invencion se puede usar para tratar o prevenir una enfermedad o
trastorno asociado a una enfermedad de von Willebrand de tipo 2N (VWD). VWD de tipo 2N es un defecto cualitativo
de VWF resultante de la unién defectuosa de VWF a FVIIl y, por consiguiente, dando como resultado bajos niveles
de FVIII circulante. Por tanto, la proteina quimérica de la invencion por unién a o uniéndose a la proteina FVIIl no
solo estabiliza la proteina FVIII, sino que también previene la eliminacion de la proteina FVIII de la circulacién.

En algunas realizaciones, la prevencion o inhibicién de la unién de una proteina FVIIl a VWF endégeno por el
fragmento de VWF o proteina quimérica puede ser in vitro o in vivo.

También se proporciona un método de aumento de la semivida de una proteina FVIII que comprende administrar el
fragmento de VWF o la proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII a un sujeto en
necesidad del mismo. La semivida de FVIIl no activado unido o asociado a VWF de longitud completa es
aproximadamente 12 a 14 horas en plasma. En VWD tipo 3, en donde casi no existe VWF en circulacién, la semivida
de FVIII es solo aproximadamente seis horas, que conduce a sintomas de hemofilia A de leve a moderada en dichos
pacientes debido a las reducidas concentraciones de FVIIl. La semivida de la proteina FVIII unida o asociada al
fragmento de VWF de la presente invencion puede aumentar al menos aproximadamente 1,5 veces, 1,6 veces, 1,7
veces, 1,8 veces, 1,9 veces, 2,0 veces, 2,1 veces, 2,2 veces, 2,3 veces, 2,4 veces, 2,6 veces, 2,7 veces, 2,8 veces,
2,9 veces, 3,0 veces, 3,1 veces, 3,2 veces, 3,3 veces, 3,4 veces, 3,5 veces, 3,6 veces, 3,7 veces, 3,8 veces, 3,9
veces, 0 4,0 veces mas que la semivida de FVIII no activado unido o asociado a VWF de longitud completa. En una
realizacién, la semivida de la proteina FVIII unida o asociada al fragmento de VWF en la proteina quimérica aumenta
al menos aproximadamente 2 veces, 2,5 veces, 3,0 veces, 3,5 veces, 4,0 veces, 4,5 veces, 5,0 veces, 5,5 veces, 6,0
veces, 7 veces, 8 veces, 9 veces, 0 10 veces mas que la semivida de FVIII no activado unido o asociado a VWF de
longitud completa. En otra realizacion, la semivida de la proteina FVIII unida o asociada al fragmento de VWF en la
proteina quimérica aumenta aproximadamente 2 a aproximadamente 5 veces, aproximadamente 3 a
aproximadamente 10 veces, aproximadamente 5 a aproximadamente 15 veces, aproximadamente 10 a
aproximadamente 20 veces, aproximadamente 15 a aproximadamente 25 veces, aproximadamente 20 a
aproximadamente 30 veces, aproximadamente 25 a aproximadamente 35 veces, aproximadamente 30 a
aproximadamente 40 veces, aproximadamente 35 a aproximadamente 45 veces mas que la semivida del FVIII no
activado unido o asociado a VWF de longitud completa. En una realizacion especifica, la semivida de la proteina
FVIII unida o asociada al fragmento de VWF en la proteina quimérica aumenta al menos aproximadamente 30, 31,
32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40 veces mas que la semivida del FVIIl no mutante en un ratdén con inactivacién
doble de FVIIl y VWF. En algunas realizaciones, la semivida de la proteina quimérica que comprende el fragmento
de VWF fusionado con un primer resto heterélogo, por ejemplo, una primera regién Fc, y una proteina FVIII unida a
un segundo resto heterélogo, por ejemplo, una segunda region Fc, es mas larga que la semivida de una proteina
quimérica que comprende una proteina FVIIl y dos regiones Fc, en donde la proteina FVIII se une a una de las dos
regiones Fc (es decir, hibrido monémero-dimero de FVIII). En otras realizaciones, la semivida de la proteina
quimérica que comprende el fragmento de VWF fusionado con un primer resto heterélogo, por ejemplo, una primera
region Fc, y una proteina FVIII unida a un segundo resto heterélogo, por ejemplo, una segunda regién Fc, es al
menos aproximadamente 1,5 veces, 2 veces, 2,5 veces, 3,5 veces, 3,6 veces, 3,7 veces, 3,8 veces, 3,9 veces, 4,0
veces, 4,5 veces, 0 5,0 veces la semivida de una proteina quimérica que comprende una proteina FVIIl y dos
regiones Fc, en donde la proteina FVIII se une a una de las dos regiones Fc (es decir, hibrido monémero-dimero de
Fvin).

En algunas realizaciones, como resultado de la invencion, la semivida de la proteina FVIIl se prolonga en
comparacién con una proteina FVIII sin el fragmento de VWF o FVIII no mutante. La semivida de la proteina FVIIl es
al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces,
al menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al
menos aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al
menos aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 11 veces, o al
menos aproximadamente 12 veces mas larga que la semivida de una proteina FVIII sin el fragmento de VWF. En
una realizacién, la semivida de FVIIl es aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 20 veces,
aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 15 veces, o aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 10
veces mas larga que la semivida de FVIII no mutante. En otra realizacion, la semivida de FVIII se prolonga
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 9 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 7 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 5 veces,
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 2 veces a aproximadamente 3 veces,
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 9
veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 7
veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 5
veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 3
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 10 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 9
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 7
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 6 veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 5
veces, aproximadamente 3 veces a aproximadamente 4 veces, aproximadamente 4 veces a aproximadamente 6
veces, aproximadamente 5 veces a aproximadamente 7 veces, o aproximadamente 6 veces a aproximadamente 8
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veces en comparacion con FVIII no mutante o una proteina FVIII sin el fragmento de VWF. En otras realizaciones, la
semivida de FVIII es al menos aproximadamente 17 horas, al menos aproximadamente 18 horas, al menos
aproximadamente 19 horas, al menos aproximadamente 20 horas, al menos aproximadamente 21 horas, al menos
aproximadamente 22 horas, al menos aproximadamente 23 horas, al menos aproximadamente 24 horas, al menos
aproximadamente 25 horas, al menos aproximadamente 26 horas, al menos aproximadamente 27 horas, al menos
aproximadamente 28 horas, al menos aproximadamente 29 horas, al menos aproximadamente 30 horas, al menos
aproximadamente 31 horas, al menos aproximadamente 32 horas, al menos aproximadamente 33 horas, al menos
aproximadamente 34 horas, al menos aproximadamente 35 horas, al menos aproximadamente 36 horas, al menos
aproximadamente 48 horas, al menos aproximadamente 60 horas, al menos aproximadamente 72 horas, al menos
aproximadamente 84 horas, al menos aproximadamente 96 horas, o al menos aproximadamente 108 horas. En otras
realizaciones mas, la semivida de FVIIl es aproximadamente 15 horas a aproximadamente dos semanas,
aproximadamente 16 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 17 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 18 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 19 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 20 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 21
horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 22 horas a aproximadamente una semana,
aproximadamente 23 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 24 horas a aproximadamente una
semana, aproximadamente 36 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 48 horas a
aproximadamente una semana, aproximadamente 60 horas a aproximadamente una semana, aproximadamente 24
horas a aproximadamente seis dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente cinco dias, aproximadamente
24 horas a aproximadamente cuatro dias, aproximadamente 24 horas a aproximadamente tres dias, o
aproximadamente 24 horas a aproximadamente dos dias.

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

En una realizacion especifica, una semivida de la proteina quimérica de la invencion es aproximadamente dos veces
mas larga que la semivida de FVIIl no mutante o BDD FVIIl. En otra realizaciéon, una semivida de la proteina
quimérica es aproximadamente tres veces mas larga que la semivida de FVIII no mutante o BDD FVIII.

Ademas, la divulgacion proporciona un método de tratamiento o prevencion de una enfermedad hemorragica o
trastorno que comprende administrar una cantidad eficaz del fragmento de VWF o la proteina quimérica (por
ejemplo, una proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF unido a un primer resto heter6logo, por
ejemplo, una primera regién Fc, y una proteina FVIIl unida a un segundo resto heterélogo, por ejemplo, una segunda
region Fc, en donde el fragmento de VWF se une o asocia a la proteina FVIIl). En un caso, la enfermedad
hemorragica o trastorno se selecciona del grupo que consiste en un trastorno hemorragico de la coagulacion,
hemartrosis, sangrado muscular, sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los musculos, hemorragia
bucal, traumatismo, traumatismo craneal, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia
intraabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el
espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y sangrado en la vaina del iliopsoas. En un caso
especifico, la enfermedad hemorragica o trastorno es hemofilia A.

El fragmento de VWF vy la proteina quimérica que comprende un resto auxiliar, por ejemplo, el fragmento de VWF
descrito en el presente documento y una proteina FVIII preparada por la invencién, tienen muchos usos, como se
reconocera por un experto en la técnica, que incluyen, pero no se limitan a, métodos de tratamiento de un sujeto que
tiene un trastorno hemostatico y métodos de tratamiento de un sujeto en necesidad de un agente hemostatico
general. En un caso, la divulgacién se refiere a un método de tratamiento de un sujeto que tiene un trastorno
hemostatico que comprende administrar una cantidad terapéuticamente eficaz del fragmento de VWF o la proteina
quimérica.

La porcion de proteina FVIII en la proteina quimérica trata o previene un trastorno hemostatico que sirve de cofactor
para el factor IX sobre una superficie de fosfolipido negativamente cargada, formando asi un complejo de Xasa. La
unién de factores de coagulacién activados a una superficie de fosfolipido localiza este proceso en sitios de dano
vascular. Sobre una superficie de fosfolipido, el factor Vllla aumenta la maxima velocidad de activacién del factor X
por el factor 1Xa, en aproximadamente 200.000 veces, que conduce a la gran segunda explosion de generacion de
trombina.
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Se puede usar la proteina quimérica que comprende un resto auxiliar, por ejemplo, un fragmento de VWF, y una
proteina FVIII para tratar cualquier trastorno hemostatico. Los trastornos hemostéaticos que se pueden tratar por la
administracion de la proteina quimérica de la invencion incluyen, pero no se limitan a, hemofilia A, asi como
deficiencias o anomalias estructurales relacionadas con el factor VIII. En un caso, el trastorno hemostatico es
hemofilia A.

Se puede usar profilacticamente la proteina quimérica que comprende un resto auxiliar, por ejemplo, un fragmento
de VWF, y una proteina FVIII para tratar un sujeto con un trastorno hemostéatico. La proteina quimérica de la
invencion se puede usar para tratar un episodio de sangrado agudo en un sujeto con un trastorno hemostatico. En
otro caso, el trastorno hemostatico puede ser el resultado de un factor de coagulacién defectuoso, por ejemplo,
factor de von Willebrand. En un caso, el trastorno hemostatico es un trastorno heredado. En otro caso, el trastorno
hemostatico es un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar de una enfermedad o afeccién
secundaria subyacente. La condicion sin relacionar puede ser, como un ejemplo, pero no como una limitacion,
cancer, una enfermedad autoinmunitaria, o embarazo. El trastorno adquirido puede resultar de vejez o de
medicacion para tratar un trastorno secundario subyacente (por ejemplo, quimioterapia para el cancer).

La divulgacion también se refiere a métodos de tratamiento de un sujeto que no tiene un trastorno hemostatico
congénito, pero tiene una enfermedad o afeccion secundaria que da como resultado la adquisicién de un trastorno
hemostatico, por ejemplo, debido al desarrollo de un anticuerpo anti-FVIIl o una cirugia. La divulgacion se refiere asi
a un método de tratamiento de un sujeto en necesidad de un agente hemostatico general que comprende
administrar una cantidad terapéuticamente eficaz de la proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y
una proteina FVIII preparada por los presentes métodos.

La presente divulgacién también esta relacionada con métodos de reduccion de la inmunogenicidad de FVIII o
induccion de menos inmunogenicidad contra FVIII que comprenden administrar una cantidad eficaz del fragmento de
VWF, las proteinas quiméricas descritas en el presente documento, o los polinucleétidos que las codifican.

En un caso, el sujeto en necesidad de un agente hemostatico general estd sometiéndose, o estd a punto de
someterse, a cirugia. La proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII se puede
administrar antes de, durante, o después de cirugia como pauta profilactica. La proteina quimérica que comprende el
fragmento de VWF y una proteina FVIIl se puede administrar antes de, durante, o después de la cirugia para
controlar un episodio de sangrado agudo.

Se puede usar la proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII para tratar un sujeto
que tiene un episodio de sangrado agudo que no tiene un trastorno hemostatico. El episodio de sangrado agudo
puede resultar de traumatismo severo, por ejemplo, cirugia, un accidente de coche, herida, laceracién, disparo, o
cualquier otro acontecimiento traumatico que da como resultado el sangrado incontrolado. Los ejemplos no
limitantes de episodios de sangrado incluyen un trastorno hemorragico de la coagulacion, hemartrosis, sangrado
muscular, sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los musculos, hemorragia bucal, traumatismo,
traumatismo craneal, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intraabdominal, hemorragia
intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el espacio retrofaringeo,
sangrado en el espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas, y cualquier combinacién de los mismos.

En aplicaciones profilacticas, se administran una o mas composiciones que contienen la proteina quimérica de la
invencion o una mezcla de la misma a un paciente que ya no esta en el estado de enfermedad para potenciar la
resistencia del paciente o reducir los sintomas asociados a una enfermedad o trastorno. Dicha cantidad se define
como que es una "dosis eficaz profilactica". En aplicaciones terapéuticas, algunas veces se requiere una dosificacion
relativamente alta (por ejemplo, desde aproximadamente 1 hasta 400 mg/kg de polipéptido por dosis, siendo las
dosificaciones de desde 5 hasta 25 mg las mas comunmente usadas para radioinmunoconjugados y dosis mas altas
para polipéptidos modificados con citotoxina-farmaco) a intervalos relativamente cortos hasta que se reduce o
termina la progresion de la enfermedad, y hasta que el paciente muestra mejora parcial o completa de los sintomas
de enfermedad. A partir de aqui, el paciente se puede administrar con un régimen profilactico.

En algunos casos, se usa una proteina quimérica, un fragmento de VWF, o una composicién de la divulgacién, para
el tratamiento a demanda, que incluye tratamiento para un episodio de sangrado, hemartrosis, sangrado muscular,
sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los musculos, hemorragia bucal, traumatismo, traumatismo
craneal (traumatismo craneoencefalico), sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia
intraabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el
espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal, o sangrado en la vaina del iliopsoas. El sujeto puede
estar en necesidad de profilaxis quirdrgica, tratamiento perioperatorio, o tratamiento para cirugia. Dichas cirugias
incluyen, por ejemplo, cirugia menor, cirugia mayor, extraccién dental, amigdalectomia, herniotomia inguinal,
sinovectomia, reemplazo total de rodilla, craneotomia, osteosintesis, cirugia para traumatismo, cirugia intracraneal,
cirugia intraabdominal, cirugia intratoracica, o cirugia de reemplazo articular.

En un caso, la proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIII se administra por via
intravenosa, por via subcutanea, por via intramuscular, o por cualquier superficie mucosa, por ejemplo, por via oral,
por via sublingual, por via bucal, por via nasal, por via rectal, por via vaginal o por via pulmonar. La proteina
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quimérica que comprende el fragmento de VWF y una proteina FVIIl se puede implantar dentro de o unir a un
soporte solido de biopolimero que permite la lenta liberacion de la proteina quimérica al sitio de sangrado o
implantarse en venda/aposito. La dosis de la proteina quimérica que comprende el fragmento de VWF y una proteina
FVIIl variara dependiendo del sujeto y de la via de administracién particular usada. Las dosificaciones pueden variar
desde 0,1 hasta 100.000 pg/kg de peso corporal. En un caso, el intervalo de dosis es 0,1-1.000 ug/kg. En otro caso,
el intervalo de dosis es 0,1-500 pg/kg. La proteina se puede administrar continuamente o en intervalos de tiempo
especificados. Se pueden emplear ensayos in vitro para determinar intervalos de dosis 6ptima y/o programas para
administracion. Se conocen en la técnica ensayos in vitro que miden la actividad del factor de coagulacion, por
ejemplo, ensayo de coagulacion STA-CLOT Vlla-rTF o ensayo de coagulacion ROTEM. Ademés, se pueden
extrapolar dosis eficaces de las curvas de dosis-respuesta obtenidas de modelos animales, por ejemplo, un perro
hemofilico (Mount et al. 2002, Blood 99(8):2670).

Habiendo ahora descrito la presente invencién con detalle, lo mismo sera mas claramente entendido por referencia a
los siguientes ejemplos, que se incluyen con la presente para los fines de ilustracién solo y no pretenden ser
limitantes de la invencién.

Ejemplos
En todos los ejemplos, se usaron los siguientes materiales y métodos, a menos que se establezca de otro modo.
Materiales y métodos

En general, la practica de la presente invencion emplea, a menos que se indique lo contrario, técnicas
convencionales de quimica, biofisica, biologia molecular, tecnologia de ADN recombinante, inmunologia
(especialmente, por ejemplo, tecnologia de anticuerpos), y técnicas convencionales en electroforesis. Véanse, por
ejemplo, Sambrook, Fritsch y Maniatis, Molecular Cloning: Cold Spring Harbor Laboratory Press (1989); Antibody
Engineering Protocols (Methods in Molecular Biology), 510, Paul, S., Humana Pr (1996); Antibody Engineering: A
Practical Approach (Practical Approach Series, 169), McCafferty, Ed., Irl Pr (1996); Antibodies: A Laboratory Manual,
Harlow et al., CS.H.L. Press, Pub. (1999); y Current Protocols in Molecular Biology, eds. Ausubel et al., John Wiley &
Sons (1992).

Ejemplo 1: Clonacion de diferentes dominios de VWF (Figura 1)
(a) Clonacion de pSYN-VWF-001, 002, 003 y 004

pSYN-VWF-001 a 004 contienen secuencias de nucleotidos que codifican fragmentos de VWF, que son los
aminoacidos 1-276 (001), aminoacidos 1-477 (002), aminoacidos 1-511 (003) y aminodacidos 1-716 (004) de la
secuencia de proteinas VWF-D'D3A. La numeracién de aminoacidos representa la secuencia de VWF maduro sin
propéptido y corresponde a los aminoacidos 764-1039 (001), aminoacidos 764-1240 (002), aminoacidos 764-1274
(003) y aminoécidos 764-1479 (004) de SEQ ID NO: 2, respectivamente. Las cuatro construcciones tienen el péptido
sefal de FVIII en el extremo N, que permite la apropiada secrecion de la proteina sintetizada y seguido por una
marca 6xHis en el extremo C, que se usa para la purificacion de proteinas. Las construcciones anteriores se
sintetizaron usando las siguientes combinaciones de cebadores:

pSYN VWF- 001:

ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefial de VIl y sitio BsiW1
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAARTAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGE
CTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG (SEQ ID NO: 57)

ESC50- Rev- VWF- D'D3 parcial (1-276 aminoacidos) con 6 His y sitio Not1
TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGT GGTGATGGTGATGATGCAGAGGCACTTTTCIGGTG
TCAGCACACTG (SEQ 1D NO: 58)

pSYN VWF- 002:

ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefial de VIl y sitio BsiW1
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATECARATAGAGC TCTCCACCTGC TTCTTTCTGTGE
CTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG (SEQ ID NO: 59)

ESC51- Rev- VWF D'D3 (1-477 aminoacidos) con 6His y sitio Not 1

TGACCTCGAGCGGCCGUTCAGTGGTGATGETGATGATGCGGCTCCTGGCAGGCTTCA

CAGGTGAGGTTGACAAC (SEQ ID NO: 60)
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pSYN VWEF- 003:

ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefal de VIl y sitio BsiW1
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAARTAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGE
CTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG (SEQ ID NO: 61)

ESC52- Rev-VWF-D'D3 A1 parcial (1-511 aminoacidos) con 6His y sitio Not1
TGACCTCGAGCGGCCGCICAGTGETGATGGTGATGATGCCTGCTGCAGTAGARATCG
TGCRAACGGCGGTTC (SEQ I NO: 62)

pSYN VWEF- 004:

ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefial de VIl y sitio BsiW1
TCGCGACGTACGGCCGCCACCATGCAARTAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGC
CTTTTGCGATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATS (SEQ ID NO:63)

ESC53-Rev- VWF-D'D3AT1 (1-716 aminoacidos) con 6His y sitio Not1
TGACCTCGAGCGGCCGCTCAGTIGGETGATGGIGATGATGGCCCACAGTGACTIGTGCC
ATCTGCGG (SEQ IDNO: 64)

Se supone que las proteinas de las construcciones VWF-001, 002, 003 y 004 existen como un monémero.

Se llevéd a cabo una reaccién de PCR de 50 pL con las combinaciones de cebadores ESC48/ESC50,
ESC48/ESC 51, ESC48/ESC52, ESC48/ESC53 y el plasmido de VWF de longitud completa como molde, usando el
ciclo de amplificacién por PCR de 2 etapas: 94 °C 2 minutos; 21 ciclos de (96 °C 30 segundos, 68 °C 2 minuto). Se
purificaron en gel las bandas de tamafno correcto (~960 pb para VWF 001; 1460 para VWF 002, 1520 pb para
VWF 003; y 2150 pb para VWF 004) con un kit de extraccion de gel (Qiagen, Valencia, Calif.) y se clonaron en los
sitios de restriccion BsiWl y Not1 de pcDNA 4 para generar pSYN-VWF 001, 002, 003 y 004, respectivamente.

(b) Clonacién de pSYN-VWF-006

pSYN-VWF-006 contiene el dominio D1D2D'D3-CK (nudo de cisteina) de VWF. Para clonar esta construccion, se
subcontrat6 la sintesis del fragmento de ADN que contenia una porcién de dominio D3 y dominio CK (nimero de ID
de secuencia de Genscript 122026, mostrada a continuacion). Se subcloné un fragmento de construccién de
Genscript en pSYN-VWF 008 digerido con BamH1/EcoRV, es decir, el vector que codifica VWF de longitud

completa.

Numero de secuencia de Genscript 122026 (SEQ ID NO: 65)

GGATCCTAGTGGGGAATAAGGGATGCAGCCACCCCTCAGTGARAATGCARGARRCGGGTCACCATCCTGGTGG
AGGGAGGAGAGATTGAGCTGTTTGACGGGGAGGTGAATCTGAAGAGGCCCATGAAGGATGAGACTCACTTTG
AGGTGGTGGAGTCTGGCCGGTACATCATTCTGCTGCTGGGCAAAGCCCTCTCCGTGGTCTGGGACCGCCACC
TGAGCATCTCCGTGGTCCTGAAGCAGACATACCAGGAGAAAGTGTGTGGCCTGTGTGGGAATTTTGATGGCA
TCCAGAACAATGACCTCACCAGCAGCAACCTCCAAGTGGAGGAAGACCCTGTGGACTTTGGGAACTCCTGGA
AAGTGAGCTCGCAGTGTGCTGACACCAGARARGTGCCTCTGGACTCATCCCCTGCCACCTGCCATAACAACA
TCATGAAGCAGACGATGETGGATTCCTCCTGTAGAATCCTTACCAGTGACGTCTTCCAGGACTGCAACAAGC
TGGTGGACCCCGAGCCATATCTGGATGTCTGCATTTACGACACCTGCTCCTGTGAGTCCATTGGGGACTGCG
CCTGCTTCTGCGACACCATTGCTGCCTATGCCCACGTGTGTGCCCAGCATGGCAAGGTGGTGACCTGGAGGA
CGGCCACATTGTGCCCCCAGAGCTGCGAGGAGAGGARTCTCCGGGAGAACGGGTATGAGTGTCAGTGGCGCT
ATAARCAGCTGTGCACCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCACCCTGAGCCACTGGCCTGCCCTGTGCAGTGTG
TGGAGGGCTGCCATGCCCACTGCCCTICCAGGGARAATCCTGGATGAGCTTTTGCAGACCTGCGTTGACCCTG
ARGACTGTCCAGTGTGTGAGGTGGCTGGCCGGCGTTTTGCCTCAGGAAAGAARGTCACCTTGAARTCCCAGTG
ACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTGATGTTGTCAACCTCACCTIGTGAAGCCTGCCAGGAGCCGGGAG
GCCTGGTGGTGCCTCCCACAGATGCCCCGGTCGAGCCCCACCACTCTGTATGTGGATGAGACGCTCCAGGATG
GCTGTGATACTCACTTCTGCAAGGTCAATGAGAGAGGAGAGTACTTCTGGGAGAAGAGGGTCACAGGCTGCC
CACCCTTTGATGAACACAAGTGTCTTGCTGAGGGAGCGCTAARATTATGARAATTCCAGGCACCTGCTGTGACA
CATGTGAGGAGCCTGAGTGCAACGACATCACTGCCAGGCTGCAGTATGTCAAGGTGGGAAGCTGTAAGTCTG

AAGTAGAGGTGGATATC

(c) Clonacion de pSYN-VWF-009, 010, 011,012y 013

La construccién pSYN VWF 008 contiene la secuencia de VWF de longitud completa en pcDNA 3.1 (aminoacidos 1-
2813 de SEQ ID NO: 2). Incluye propéptido de 763 aminoéacidos (es decir, dominios D1D2) seguido por la secuencia
restante de 2050 aminoacidos de VWF maduro. pSYN-VWF-009, 010, 011 y 012 contienen las mismas secuencias

72



10

15

20

25

30

35

40

ES 2753124713

codificantes que VWF 001, 002, 003 y 004, respectivamente, pero ademas tiene dominios D1D2 (propéptido de
VWF) en el extremo N en lugar del péptido senal de FVIII. pSYN-VWF- 008 tiene un sitio BamH1 en Arg907 y sitio
Not1 en el extremo de la regién codificante (después del coddn de terminacion). Se digirieron pSYN- VWF- 008, 001,
002, 003 y 004 con enzimas de restriccion BamH1 y Not1. Se unieron los insertos de pSYN-VWF-001 (423 pb),
pSYN- VWF-002 (1026 pb), pSYN-VWF- 003 (1128 pb) y pSYN-VWF-004 (1743 pb) en pSYN-VWF-008 (8242 pb)
digerido con BamH1/Not1 para obtener pSYN-VWF-009 (D1D2D'D3: aminoacido 1-1039 de SEQ ID NO: 2); pSYN-
VWF -010 (D1D2D'D3: aminoacido 1-1240 de SEQ ID NO: 2); pSYN-VWF-011 (D1D2D'D3: aminodcido 1-1274 de
SEQ ID NO: 2); pSYN-VWF-012 (D1D2D'D3: aminoacido 1-1479). Las 4 construcciones tienen marca 6xHis en el
extremo C. En células transfectadas, se sintetizan pSYN-VWF-009, 010, 011 y 012 con propéptido, pero debido al
procesamiento intracelular, los productos secretados no contienen ningun propéptido (D1D2). La proteina expresada
de la construccion de VWF-009 existe como un mondémero y se supone que las proteinas expresadas de las
construcciones VWF-010, 011 y 012 existen como dimeros, como se muestra en la Figura 6 y Figura 7 usando VWF-
009 y VWF-010 como ejemplos, respectivamente.

Se us6 pSYN-VWF-010 para generar pSYN-VWF-013, que tiene dos mutaciones puntuales en C336A y C379A
correspondientes a SEQ ID NO: 73 (la numeracion de aminoacidos representa la secuencia de VWF maduro sin
dominio D1D2-VWF secuencia 2). Se predice que estas mutaciones previenen la dimerizacién del dominio D'D3 de
VWE.

(d) Clonacion de pSYN-VWF-025 y 029

pSYN-VWF-025 contiene secuencias de D1D2D'D3 no mutantes de VWF de longitud completa en el vector pLIVE
mientras que pSYN-VWF-029 contiene dominios D1D2D'D3 con mutaciones C336A/C379A en el vector pLIVE. Para
clonar pSYN-VWF-025 y 029, se us6 la siguiente combinacién de cebadores:

ESC 89-fwd con sitio Nne1 = CTCACTATAGGGAGACCCAAGCTGGCTAGCCG (SEQ ID NO: 66)
ESC 91-rev con Sall= CTGGATCCCGGGAGTCGACTCGTCAGTGGTGATGGTGATGATG (SEQ ID NO: 67)

Se llevd a cabo una reaccion de PCR de 50 pL con combinaciones de cebadores ESC89/ESC91 y o plasmido
pSYN-VWF-010 (para pSYN-VWF-025) o pSYN-VWF-013 (para pSYN-VWF-029) como molde usando el ciclo de
amplificacion por PCR de 3 etapas: 94 °C - 2 minutos; 21 ciclos de (96 °C - 30 segundos, 55 °C - 30 segundos, 68 °C
- 4 minutos). Se purifico en gel la banda de tamafios esperados (~3800 pb) con un kit de extraccién en gel (Qiagen,
Valencia, Calif.) y se clon6 en los sitios de restriccion Nhe1 y Sal1 del vector pLIVE-Mirus (Invitrogen, Carlsbad,
Calif.) para generar pSYN-VWF-025 y 029.

(e) Clonacién de pSYN-VWF-031

pSYN-VWF-031 es una construccién de D1D2D'D3(C336A/C379A) -Fc que tiene un conector escindible de trombina
de 48 aminoacidos de longitud (8x GGGGS (SEQIDNO:110) + sitio de trombina) entre VWF
D1D2D'D3(C336A/C379A) y las secuencias de Fc. Para preparar esta construccion, se amplific6 VWF-regién Fc de
la construccion pSYN-FVIII-064 (referir a la construccién FVIII-VWF a continuacion). Se digirio pSYN-FVII-VWF con
Xbai y Nhel. Se uso la regién de inserto resultante de 4165 pb, que contenia el fragmento de VWF y la region Fc
como molde para amplificar VWF y la region Fc por combinaciones de cebadores LW 22/LW23.

LW 22-FWD-VWF-D'D3 con la secuencia senal de FVIIl y sitio BsiW1
GCGCCGGCCGTACGATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGC
GATTCTGCTTTAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATG (SEQ ID NO: 68)

LW 23-Rev- Fc con coddn de terminacion y sitio Not1

TCATCAATGTATCTTATCATGTCTGAATTCGCGGCCGCTCATTTACC (SEQ ID NO: 69)

Secuencia de nucleétidos de VWF 031 (SEQ ID NO: 108)

73



51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
S0l
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1%01
1951
2001
2051

ATGATTCCTG
GCCAGGGACC
GATGCAGCCT
TACAGCTTTG
ACGCTCCTTC
TCTCCGTGTA
ACCGTGACAC
GCTGTATCTA
ATGGCTTTGT
TCAGACAGAT
CTTTGCTGAA
CTTATGACTT
GAACGGGCAT
GCAGAAGGGC
TTGCCCGCTG
GAGAAGACTT
CCTCCTGGAG
GCTGGACCGA
TATAGGCAGT
CAATGAAATG
GACAGCTCCT
GTGCATTCCG
CARCACCTGC
GTCCAGGGGA
AACAGATACT
TTGCCAGGAC
ATGACCGCGA
CTGCACAARCA
TGGCCAGGAC
ATACAGTGAC
GACTGGGATG
CGGGAAGACC
ACTTCCTTAC
AACGCCTGGA
CGATCCCTGC
GCGCGGTCCT
CCGCTGCCCT
CGGCCGCGAG
CGGGGAGAGG
AACTGCCCGA
GACCTGCCGC
TGGAGGGCTG
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CCAGATTTGC
CTTTGTGCAG
TTTCGGAAGT
CGGGATACTG
TCGATTATTG
TCTTGGGGAA
AGGGGGACCA
GARACTGAGG
GGCCAGGATC
ACTTCAACAA
GATGACTTTA
TGCCAACTCA
CTCCTCCCAG
CTGTGGGAGC
CCACCCTCTG
TGTGTGAGTG
TACGCCCGGA
CCACAGCGCG
GTGTGTCCCC
TGTCAGGAGC
GGATGAAGGC
GARAGCGCTA
ATTTGCCGAA
GTGCCTTGTC
TCACCTTCAG
CACTCCTTICT
CGCTGTGTGC
GCCTTGTGAA
ATCCAGCTCC
GGCCTCCGTG
GCCGCGGGAG
TGCGGCCTGT
CCCCTCTGGG
AGCTGCACGG
GCCCTCAACC
GACGTCCCCC
ACCTGCGGAA
TGCCTGTGCG
CGTGCGCGTC
AAGGCCAGGT
TCTCTCTCTT
CTTCTGCCCC

CGGGGTGCTG
AAGGRACTCG
GACTTCGTCA
CAGTTACCTIC
GGGACTTCCA
TTTTTTGACA
AAGAGTCTCC
CTGGGTACTA
GATGGCAGCG
GACCTGCGGG
TGACCCAAGA
TGGGCTCTGA
CAGCTCATGC
AGTGCCAGCT
GTGGACCCCG
TGCTGGGGGG
CCTGTGCCCA
TGCAGCCCAG
TTGCGCCAGG
GATGCGTGGA
CTCTGCGTGG
CCCTCCCGGL
ACAGCCAGTG
ACTGGTCAAT
TGGGATCTGC
CCATTGTCAT
ACCCGCTCCG
ACTGAAGCAT
CCCTCCTGAA
CGCCTCAGCT
GCTCCTGGTGC
GTGGGAATTA
CTGGCGGAGC
GGACTGCCAG
CGCGCATGAC
ACATTCGAGG
CTGCCGCTAC
GCGCCCTGGEC
GCGTGGCGCG
GTACCTGCAG
ACCCGGATGA
CCAGGGCTCT
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CTTGCTCTGG
CGGCAGGTCA
ACACCTTTGA
CTGGCAGGGG
GAATGGCAAG
TCCATTTGTT
ATGCCCTATG
CAAGCTGTCC
GCAACTTTCA
CTGTGTGGCA
AGGGACCTTG
GCAGTGGAGA
AACATCTCCT
TCTGAAGAGC
AGCCTTTTGT
CTGGAGTGCG
GGAGGGAATG
TGTGCCCTGC
ACCTGCCAGA
TGGCTGCAGC
AGAGCACCGA
ACCTCCCTCT
GATCTGCAGC
CCCACTTCAA
CAGTACCTGC
TGAGACTGTC
TCACCGTCCG
GGGGCAGGAG
AGGTGACCTC
ACGGGGAGGA
AAGCTGTCCC
CAATGGCAAC
CCCGGGETGGA
GACCTGCAGA
CAGGTTCTCC
CCTGCCATCG
GACGTGTGCT
CAGCTATGCC
AGCCAGGCCG
TGCGGGACCC
GGAATGCAAT
ACATGGATGA

CCCTCATTTT
TCCACGGCCC
TGGGAGCATG
GCTGCCAGRA
AGAGTGAGCC
TGTCAATGGT
CCTCCARAGG
GGTGAGGCCT
AGTCCTGCTG
ACTTTAACAT
ACCTCGGACC
ACAGTGGTGT
CTGGGGAAAT
ACCTCGGTGT
GGCCCTGTGT
CCTGCCCTGC
GTGCTGTACG
TGGTATGGAG
GCCTGCACAT
TGCCCTGAGG
GTGTCCCTGC
CTCGAGACTG
AATGAAGAAT
GAGCTTTGAC
TGGCCCGGGA
CAGTGTGCTG
GCTGCCTGGC
TTGCCATGGA
CGCATCCAGC
CCTGCAGATG
CCGTCTATGC
CAGGGCGACG
GGACTTCGGG
AGCAGCACAG
GAGGAGGCGT
TGCCGTCAGC
CCTGCTCGGA
GCGGCCTGLCG
CTGTGAGCTG
CCTGCAACCT
GAGGCCTGCC
GAGGGGGGAC



2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501

TGCGTGCCCA
GCCAGAAGAC
GCTTCATGCA
GCTGTCCTCA
TCGGCCCCCC
AAGGGCTCGA
AGCATGGGCT
TGAGAACAGA
AGGAGTATGC
TGTCGGGACC
CTCCACGATC
TGTTCCCCGG
ARCCCTGGGA
CTCAGTGAAA
TTGAGCTGTT
ACTCACTTTG
CAAAGCCCTC
TGAAGCAGAC
GGCATCCAGA
CCCTGTGGAC
CCAGAAAAGT
ATGAAGCAGA
CTTCCAGGAC
GCATTTACGA
TGCGACACCA
GGTGACCTGG
ATCTCCGGGA
CCTGCCIGTC
GCAGTGTGTG
ATGAGCTTTT
GTGGCTGGCC
TGACCCTGAG
GTGAAGCCTG
GGATCCGGCG
CGGTGGCGGG
GTGGCGGGGG
GAACTCCTGG
CACCCTICATG
TGAGCCACGA
GAGGTGCATA
GTACCGTGTG
GCAAGGAGTA
GAGAAAACCA
CACCCTGCCC
CCTIGCCTGGT
AGCAATGGGC
CTCCGACGGC
GGTGGCAGCA
CACARACCACT
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AGGCCCAGTG
ATCTTCTCAG
CTGTACCATG
GCAGTCCCCT
ATGGTCARGC
GTGTACCAAR
GTGTCTCTGG
TGTCTGGCCC
CCCTGGAGAA
GGRAGTGGAA
GGCATGGCCC
GGAGTGCCAG
CCTTTCGGAT
TGCAAGAAAC
TGACGGGGAG
AGGTGGTGGA
TCCGTGGTCT
ATACCAGGAG
ACAATGACCT
TTTGGGAACT
GCCTCTGGAC
CGATGGTGGA
TGCARCAAGC
CACCTGCTCC
TTGCTGCCTA
AGGACGGCCA
GAACGGGTAT
ARGTICACGTG
GAGGGCTGCC
GCAGACCTGC
GGCGTTTTGC
CACTGCCAGA
CCAGGAGCCG
GTGGAGGTTC
GGATCCCTGG
ATCCGACAAR
GCGGACCGTC
ATCTCCCGGA
AGACCCTGAG
ATGCCAAGAC
GTCAGCGTCC
CAAGTGCAAG
TCTCCAAAGC
CCATCCCGGG
CAAAGGCTTC
AGCCGGAGAA
TCCTTCTTICC
GGGGAACGTC
ACACGCAGARA

CCCCTGTTAC
ACCATCACAC
AGTGGAGTCC
GTCTICATCGC
TGGTGTGTCC
ACGTGCCAGA
CTGCCTCTGC
TGGAAAGGTG
ACAGTGAAGA
CTGCACAGAC
ACTACCTCAC
TACGTTCTGG
CCTAGTGGGG
GGGTCACCAT
GTGARATGTGA
GTCTGGCCGG
GGGACCGCCA
ARAGTGTGTG
CACCAGCAGC
CCTGGARAGT
TCATCCCCTG
TTCCTCCTGT
TGGTGGRCCC
TGTGAGTCCA
TGCCCACGTG
CATTGTGCCC
GAGGCTGAGT
TCAGCACCCT
ATGCCCACTG
GTTGACCCTG
CTCAGGAAAG
TTTGCCACTG
ATATCTGGCG
CGGCGGTGGA
TCCCCCGGGG
ACTCACACAT
AGTCTTCCTC
CCCCTGAGGT
GTCARAGTTCA
ARAGCCGCGG
TCACCGTCCT
GTCTCCAACA
CAARGGGCAG
ATGAGCTGAC
TATCCCAGCG
CAACTACAAG
TCTACAGCAA
TTCTCATGCT
GAGCCTCTCC
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TATGACGGTG
CATGTGCTAC
CCGGAAGCTT
AGCAAARGGA
CGCTGACAAC
ACTATGACCT
CCCCCGGGCA
TCCCTGCTTC
TTGGCTGCAA
CATGTGTGTG
CITCGACGGG
TGCAGGATTA
AATAAGGGAT
CCTGGTGGAG
AGAGGCCCAT
TACATCATTC
CCTGAGCATC
GCCTGTGTGG
AACCTCCAAG
GAGCTCGCAG
CCACCTGCCA
AGAATCCTTA
CGAGCCATAT
TTGGGGACTG
TGTGCCCAGC
CCAGAGCTGC
GGCGCTATAA
GAGCCACTGG
CCCTCCAGGG
AAGACTGTCC
ARAGTCACCT
TGATGTTGTC
GTGGAGGTTC
GGTTCCGGTG
CAGCGGCGGT
GCCCACCGTG
TTCCCCCCARA
CACATGCGTG
ACTGGTIACGT
GAGGAGCAGT
GCACCAGGAC
AAGCCCTCCC
CCCCGAGAAC
CAAGAACCAG
ACATCGCCGT
ACCACGCCTC
GCTCACCGTG
CCGTGATGCA
CTGTCTCCGG

AGATCTTCCA
TGTGAGGATG
GCTGCCTGAC
GCCTATCCTG
CTGCGGGCTG
GGAGTGCATG
TGGTCCGGCA
CATCAGGGCA
CACTTGTGTC
ATGCCACGTG
CTCAAATACC
CTGCGGCAGT
GCAGCCACCC
GGAGGAGAGA
GAAGGATGAG
TGCTGCTGGG
TCCGTGGTCC
GAATTTTGAT
TGGAGGAAGA
TGTGCTGACA
TAACAACATC
CCAGTGACGT
CTGGATGTCT
CGCCGCATTC
ATGGCAAGGT
GAGGAGAGGA
CAGCTGTGCA
CCTGCCCTGT
AARARTCCTGG
AGTGTGTGAG
TGARTCCCAG
AACCTCACCT
CGETGGCGGE
GCGGGGGATC
GGAGGTTCCG
CCCAGCTCCA
AACCCAAGGA
GIGGTGGACG
GGACGGCGTG
ACAACAGCAC
TGGCTGAATG
AGCCCCCATC
CACAGGTGTA
GTCAGCCTGA
GGAGTGGGAG
CCGTGTTGGA
GACAAGAGCA
TGAGGCTCTG
GTARATGA
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Secuencia de proteinas de VWF 031 (SEQ ID NO: 109)

1 MIPARFAGVL LALALILPGT LCAEGTRGRS STARCSLFGS DEVNTFDGSM
51 YSFAGYCSYL LAGGCQKRSF STIIGDFQNGK RVSLSVYLGE FIDIHLIVNG
101 TVTQGDQRVS MPYASKGLYL ETEAGYYKLS GEAYGEFVARI DGSGNFQVLL
151 SDRYFNKTCG LCGNENIFAE DDFMTQEGTL TSDPYDFANS WALSSGEQWC
201 ERASPPSSSC NISSGEMQKG LWEQCQLLKS TSVFARCHPL VDPEPFVALC
251 EKTLCECAGG LECACPALLE YARTCAQEGM VLYGWTIDHSA CSPVCPAGHME
301 YRQCVSPCAR TCQSLHINEM CQERCVDGCS CPEGQLLDEG LCVESTECPC
351 VHSGKRYPPG TSLSRDCNTC ICRNSQWICS NEECPGECLV TGQSHFKSFEFD
401 NRYFTFSGIC CYLLARDCQD HSFSIVIETV QCADDRDAVC TRSVTVRLPG
451 LHNSLVKLKH GAGVAMDGQD IQLPLLKGDL RIQHTVTASYV RLSYGEDLQM
501 DWDGRGRLLV KLSPVYAGKT CGLCGNYNGN QGDDFLTPSG LAEFRVEDEG
551 NAWKLHGDCQ DLQKCHSDPC ALNPRMTRFS EEACAVLTSP TEFEACHRAVS
601 PLPYLRNCRY DVC3CSDGRE CLCGALASYA AACARGRGVEV AWREPGRCEL
651 NCPEGQVYLQ CGTPCNLTCR SLSYPDEECN EACLEGCITCP PGLYMDERGD
701 CVPKAQCPCY YDGEIFQPED IFSDHHTMCY CEDGFMHCTM SGVPGSLLPD
751 AVLSSPLSHR SKRSLSCRPP MVKLVCPADN LRAEGLECTK TCQONYDLECM
801 SMGCVSGCLC PPGMVRHENR CVALERCPCEF HQGKEYAPGE TVKIGCNTCV
851 CRDREWNCTD HVCDATCSTI GMAHYLTEFDG LEKYLFPGECQ YVLVQDYCGS
901 NPGTFRILVG NKGCSHPSVE CKEKRVTILVE GGEIELFDGE VNVEKRPMEDE
551 THFEVVESGR YIILLLGKAL SVVWDRHLSI SVVLEQTYIQE KVCGLCGNED
1001 GIQNNDLTSS NLQVEEDPVD FGNSWEVSSQ CADTREKVPLD SSPATCHNNI
1051 MEQTMVDSSC RILTSDVFQD CNEKLVDPEPY LDVCIYDTCS CESIGDCAAF
1101 CDTIAAYAHV CAQHGKVVTW RTATLCPQSC EERNLRENGY EAEWRYNSCA
1151 PACQVTCQHP EPLACPVQCVYV EGCHAHCPPG KILDELLQTC VDPEDCEVCE
1201 VAGRRFASGK KVTLNPSDPE HCQICHCDVV NLTCEACQEP ISGGGGSGGG
1251 GSGGGEGESGEE GSGGGEGESGEG GELVPRGSGG GGSGGGGEDK THTCEPPCPAP
1301 ELLGGPSVFL FPPKPEDTLM ISRTPEVTCV VVDVSHEDPE VEFNWYVDGY
1351 EVHNARKTKPR EEQYNSTYRV VSVLTVLHQD WLNGKEYKCE VSNEKALPAPI
1401 EKTISKAKGQ PREPQVYTLP PSRDELTENQ VSLTCLVKGE YPSDIAVEWE
1451 SNGQPENNYK TTPPVLDSDG SFFLYSKLIV DKSRWQQGNV FSCSVMHEAL
1501 HNHYTQKSLS LSPGK*

Construccion de ADN

Conector entre VWF y Fc

VWFO035 73 aa-= IS {11X(GGGGS)} LVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 96)

VWF036 98 aa= IS {16X(GGGGS)} LVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 97)

VWF= D'D3 (1-477 aa con C336A/C379A)

Se clond el producto de PCR obtenido de la amplificacién de LW22/LW23 (~2300 pb) en pSYN-VWF-002 digerido
con BsiW1/Not1 para obtener el producto intermedio pSYN-VWF-014. pSYN-VWF-014 contiene el péptido sefial de
FVIII-D'D3-conector escindible de trombina de 20 aminoacidos seguido por la regién Fc.

Para generar la construccién de D1D2D'D3-Fc, se amplificé la regién D1D2D'D3 de pSYN-VWF-013 usando la
combinacion de cebadores LW24/LW27 por el método de PCR estandar.

Oligonucleétido de clonacién LW24- Fwd- VWF D1D2D'D3 con sitio BsiW1
GCGCCGGCCGTACGATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTG (SEQ ID NO: 70)
Oligonucleétido LW27-Rev-VWF D'D3 con EcoRV
CCACCGCCAGATATCGGCTCCTGGCAGGCTTCACAGGTGAG (SEQID NO: 71)
Se clond el producto de PCR obtenido de la amplificacién de LW22/LW23 (~3750 pb) en pSYN-VWF-014 digerido
con BsiW1/EcoRV para obtener el producto intermedio pSYN-VWF-015. Se cambié la longitud de conector entre el

fragmento de VWF y la region Fc para obtener pSYN-VWF-031.

Se muestra la secuencia de proteinas de VWF de longitud completa en la Tabla 1.
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Secuencia de proteinas 1b de VWF-D1D2D'D3 (SEQ ID NO: 72)

L
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1001
1051
il
1151
201

MIPARFAGVL
YSFAGYCSYL
TVTOGDQRVS
SDRYFNKTCG
ERASPPSSSC
EKTLCECAGG
YRQCVSPCAR
VHSGKRYFPG
NRYFTFSGIC
LHNSLVKLKH
DWDGRGRLLV
NAWKLHGDCO
PLPYLRNCRY
NCPKGOVYLO
CVPKAQCPCY
AVLSSPLSHR
SMGCVSGCLC
CRDRKWNCTD
NPGTFRILVG
THFEVVESGR
GIQNNDLTSS
MEQTMVDSSC
CDTIRAAYAHV
PACQVTCQHP
VAGRRFASGE

LALALILEGT
LAGGCQKRSFE
MPYASKGLYL
LCGNENIFAER
NISSGEMQKG
LECACPALLE
TCOSLHINEM
TSLSRDCNTC
OYLLARDCQD
GAGVAMDGQD
KLSPVYAGKT
DLOKCHSDPC
DVCSCSDGRE
CGTECNLTCR
YDGEIFQPED
SKRSLSCRPP
PPGMVRHENR
HVCDATCSTI
NEGCSHPSVE
YIILLLGKAL
NLQVEEDPVD
RILTSDVFQD
CAQHGKVVTW
EPLACPVQCYV
KVTLNPSDPE

LCREGTRGRS
SIIGDFQONGK
ETEAGYYKLS
DDFMTQOEGTL
LWEQCQLLKS
YARTCAQEGM
COERCVDGCS
ICRNSOWICS
HSFSIVIETV
IQLPLLKGDL
CGLCGNYNGN
ALNPRMTRFS
CLCGALASYA
SLSYPDEECN
IFSDHHTMCY
MVELVCPADN
CVALERCPCFE
GMAHYLTFDG
CEKKRVTILVE
SVVWDRHLSI
FGNSWEVSSQ
CNELVDPEPY
RTATLCPQSC
EGCHAHCFFEG
HCQICHCDVY

Secuencia de proteinas 2 de VWF-D'D3 (SEQ ID NO: 73)

Ejemplo 2: Construcciones heterodiméricas que comprenden FVIII-Fc y VWF-dominio D'D3 en el extremo

SLSCRPPMVE
MVRHENRCVA
DATCSTIGMA
CSHPSVKCEKK
LLLGKALSVV
VEEDPVDFGN
TSDVFQDCNK
HGKVVTWRTA
ACPVQCVEGC
LNPSDPEHCO

LVCPADNLRA
LERCPCFHOG
HYLTFDGLKY
RVTILVEGGE
WDRHLSISVVY
SWEVSSQCAD
LVDPEPYLDV
TLCPOSCEER
HAHCPPGKIL
ICHCDVVNLT

EGLECTKTC®
KEYAPGETVE
LFPGECQYVL
IELFDGEVNV
LEQTYQEKVC
TRKVPLDSSP
CIYDTCSCES
NLRENGYECE
DELLQTCVDF
CEACQEP

STARCSLFGS
RVSLSVYLGE
GEAYGFVART
TSDPYDFANS
TSVFARCHFEL
VLYGWTDHSA
CPEGQLLDEG
NEECPGECLV
QCADDRDAVC
RIQHTVTASV
QGDDFLTPSG
EEACAVLTSP
ARCAGRGVRV
FEACLEGCFCP
CEDGFMHCTM
LRAEGLECTE
HQGKEYAPGE
LEYLFPGECOQ
GCGEIELFDGE
SVVLEQTYQE
CADTRKVPLD
LDVCIYDTCS
EERNLRENGY
KILDELLQTC

DEVNTFDGSM
FFDIHLEVNG
DGSGNFQVLL
WALSSGEQWC
VDPEPFVALC
CSPVCPAGME
LCVESTECPC
TGQSHFKSFD
TRSVTVRLEG
RLSYGEDLOM
LAEPRVEDFG
TFEACHRAVS
AWREPGRCEL
PGLYMDERGD
SGVPGSLLPD
TCONYDLECM
TVKIGCNTCV
YVLVQDYCGS
VNVKRPMKDE
KVCGLCGNFED
SSPATCHNNI
CESIGDCACF
ECEWRYNSCA
VDPEDCEVCE

NLTCEACQEP*

NYDLECMSMG
IGCNTCVCRD
VODYCGSNPG
KRPMKDETHF
GLCGNFDGIQ
ATCHNNIMKQ
IGDCACFCDT
WRYNSCAPAC
EDCPVCEVAG

amino de la segunda cadena de Fc (heterodimero de FVIII-VWF-Fc, Figura 2)

(a) Clonacién de pSYN-FVIII-064

CVSGCLCPPG
REWNCTDHVC
TFRILVGNKG
EVVESGRYII
NNDLTSSNLQ
TMVDSSCRIL
IAAYAHVCAQ
QVTCQHPEPL
RRFASGKEKVT

El plasmido FVIII-064 comprende un armazoén de Fc de cadena sencilla (scFc) con sitios de escision enzimatica que
se procesan durante la sintesis en una célula. La construccion tiene un dominio de unién de FVIII de VWF de
longitud completa (D'D3).

Se disend el plasmido (pSYN-FVIII-064) para la expresion del heterodimero FVIII-Fc y VWF-Fc, donde los dominios
D'D3 se unen a FVIIl y previene la interaccién de FVIII con fosfolipidos y proteina C activada y/o previene o inhibe la
unién a VWF enddgeno. La proteina de pSYN-FVIII-064 se expresa en la célula como un polipéptido individual
donde el extremo C de la subunidad de FVIII-Fc se une al extremo N de la subunidad de VWF D'D3-Fc por un
conector polipeptidico 6x (GGGGS) (SEQID NO:74). Ademas, se insertaron secuencias de RRRRS
(SEQ ID NO: 75) y RKRRKR (SEQ ID NO: 76) en el extremo 5' y 3' del conector polipeptidico, respectivamente, para
escision intracelular por proproteinas convertasas tras la tltima Arg en cada secuencia. Por tanto, las células pueden
expresar una heterodimero FVIII-Fc/D'D3-Fc de cadena doble donde la cadena de FVIII-Fc tiene una secuencia
RRRRS (SEQ ID NO: 75) en el extremo C, pero se ha retirado el resto de la secuencia conectora. Se introduce otro
conector polipeptidico 3x (GGGGS) (SEQ ID NO: 28) junto con un sitio de escision de trombina entre los dominios de
VWF vy la region Fc para facilitar la liberacién del fragmento de VWF de FVIIl una vez se activa la proteina
heterodimérica FVIII-VWF por trombina permitiendo la interaccion de FVIII con otros factores de coagulacién.

Se encargo la sintesis de los fragmentos de ADN que contienen una porcion de la primera region Fc seguida por 6x
(GGGGS) (SEQ ID NO: 74), VWF-dominio D'D3 (1-477 aa; mutacion C336A/C379A), 3x (GGGGS) (SEQ ID NO: 28),
el sitio de escision de trombina y una porcién de la segunda Fc (nimero de secuencia de Genscript 103069,
mostrada a continuacion). Se subclond un fragmento de construccion de Genscript en pSYN-FVIII-049 digerida con
Sall/RsRiIl, que es la construccion FVIII-Fc con un conector escindible entre dos dominios Fc.
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Numero de secuencia de Genscript 103069 (SEQ ID NO: 82):

CCGTCGACAAGAGCAGGTGGCAGCAGGGGARCGTCTTCTICATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACARCC
ACTACACGCAGARGAGCCTCTCCCTGTCTCCGGGTARACGGCGCCGCCGGAGCGGTGGCGGCGGATCAGGTG
GOGETGGATCAGGCGOTGGAGGTTCCGETGGCGEEEGATCCGGCGETGGAGGTTCCGGTCGOEGTGGATCAA
GGAAGAGGAGGARAGAGAAGCCTATCCTGTCGGCCCCCCATGGTCAAGCTGGTGTGTCCCGCTGACARACCTGE

GGGCTGAAGGGCTCGAGTGTACCARAACGTGCCAGAACTATGACCTGGAGTGCATGAGCATGGGCTGTGTCT
CTGGCTGCCTCTGCCCCCCGGGCATGGTCCGECATGAGAATCGATGTGTGGCCCTGGAAAGGTGTCCCTGCT
TCCATCAGGGCAAGGAGTATGCCCCTGGAGAAACAGTGAAGATTGGCTIGCAACACTTGTGTCTGTCGGGACC
GGAAGTGGAACTGCACAGACCATGTGTGTGATGCCACGTGCTCCACGATCGGCATGGCCCACTACCTCACCT
TCGACGGGCTCAAATACCTGTTCCCCGGGGAGTGCCAGTACGTTCTGGTGCAGGATTACTGCGGCAGTAACC
CTGGGACCTTTCGGATCCTAGTGGGGAATAAGGGATGCAGCCACCCCTCAGTGAARTGCAAGAAACGGGTCA
CCATCCTGGTGGAGGGAGGAGAGATTGAGCTCTTIGACGGGGAGGTGAATGTGAAGAGGCCCATGAAGGATG
AGACTCACTTTGAGGTGGTGGAGTCTGGCCGGTACATCATTCTGCTGCTGGGCAAAGCCCTCTCCGTGGTCT
GGGACCGCCACCTGAGCATCTCCGTGGTCCTCGAAGCAGACATACCAGGAGARAGTGTGTGGCCTGTIGTGGGA
ATTTTGATGGCATCCAGAACAATGACCTCACCAGCAGCAACCTCCAAGTGGAGGAAGACCCTGTGGACTTTG
GGAACTCCTGGAAAGTGAGCTCGCAGTGTGCTGACACCAGAAAAGTGCCTCTGGACTCATCCCCTGCCACCT
GCCATAACAACATCATGAAGCAGACGATGGTGGATTCCTCCTGTAGAATCCTTACCAGTGACGTCTTCCAGG
ACTGCAACAAGCTGGTGGACCCCGAGCCATATCTGGATGTCTGCATTTACGACACCTGCTCCTGTGAGTCCA
TTGGGGACTGCGCCGCATTCTGCGACACCATTGCTGCCTATGCCCACGTGTGTGCCCAGCATGGCAAGGTGG
TGACCTGGAGGACGGCCACATTGTGCCCCCAGAGCTGCGAGGAGAGGAATCTCCGGGAGAACGGGTATGAGG
CTGAGTGGCGCTATAACAGCTGTGCACCTGCCTGTCAAGTCACGTGTCAGCACCCTGAGCCACTGGCCTGCC
CTGTGCAGTGTGTGGAGGGCTGCCATGCCCACTGCCCTCCAGGCAARATCCTGGATGAGCTTTTGCAGACCT
GCGTTGACCCTGAAGACTGTCCAGTGTGTGAGGTGGCTGGCCGGCGTT ITGCCTCAGGAAAGAAAGTCACCT
TGAATCCCAGTGACCCTGAGCACTGCCAGATTTGCCACTGTGATGTTGTCAACCTCACCTGTGAAGCCTGCC
AGGAGCCGATCGATGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGLGGGGGATCCCTGGTCCCCCGGGGCAGCGGAGGCGACA
AAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCA

(b) Clonacién de pSYN-FVIII-065

El plasmido FVIII-065 comprende los primeros 276 aminoécidos del dominio D'D3 de VWF unido a una segunda
region Fc. Se amplificé por PCR el fragmento de VWF del plasmido de VWF de longitud completa pSYN-VWF-008
usando las combinaciones de cebadores ESC17 y ESC41.

Oligonucleétido de clonacion ESC17-Fwd- VWF con Cla1
GTCCGGCATGAGAATCGATGTGTG (SEQ ID NO: 77)

ESC41- Rev-VWF con EcoRV
CCTCCACCGCCAGATATCAGAGGCACTTTTC (SEQ ID NO: 78)

Se purificd en gel la banda de tamafio esperado (~692 pb) con un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia, Calif.) y
se clono en los sitios Cla1l y EcoRV de pSYN-FVIII-064 para generar pSYN-FVIII-065.

Ejemplo 3: Clonacion de pSYN-FVIII-159, 160, 178, 179 (Figura 3)

Para variar la longitud de conector entre el fragmento de VWF vy la region Fc, se introdujo un sitio EcCoRV en el
empalme de VWF y el comienzo del conector de 20 aminoacidos en pSYN-FVIII-064, entonces se usaron conectores
de tamano variable para sustituir el conector de 20 aa en PSYN-FVIII-064. Las nuevas construcciones de ADN son:
pSYN-FVIII-159, 160, 178 y 179 que contienen conectores de 35 aa, 48 aa, 73 aa y 98 aa, respectivamente.

Para insertar un conector de 35 aminoacidos en pSYN-FVIII-159, se pidieron dos oligonucleé6tidos (ESC78- 105 pb y
ESC79 -107 pb) de Integrated DNA Technologies, Inc (Coralville, 1A). Los oligonucleétidos se hibridaron y se
extendieron usando un método de PCR convencional:

Cebadores:

ESC78- Fwd con sitio ECORV
AARGTGCCTCTGATATCTGGCOGTGCAGGTTCCGGETGGCGEHEGEATCCEGETGGLGEGGE
GGATCCGGTGGCGGGEEGATCCGGTGCCGGEEGATCCCTGGTCCCCCGE (SEQ ID
NO: 79)
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ESC79- Rev con sitio RsRll
GAAGAGGAAGACTGACGGTCCGCCCAGCGAGTTICTGGAGCTGLGECACGGTGGGCATGT
GTGAGTTTTGTCGCCTCCGCTGCCCCGGEGGACCAGGGATCCCCCGCCAC (SEQID
NO: 80)

Se llevé a cabo una reaccion de hibridacion y extensién de oligonucleétidos por PCR de 50 L con la combinacién
de cebadores ESC78/ESC79 usando la amplificacion de 3 etapas por ciclo de PCR: 25 ciclos de (96 °C 30
segundos, 55 °C 30 segundos, 68 °C 30 segundos). Se purificé en gel la banda de tamafo esperado (~186 pb) con
un kit de extraccion en gel (Qiagen, Valencia, Calif.) y se cloné en los sitios de restriccion EcoRV y RsRIl de pSYN-
FVIII-064 para generar pSYN-FVIII-159.

(b) Clonacién de pSYN-FVIII-160, 178 y 179

pSYN-VIII-160 tiene un conector de 48 aminoacidos entre el fragmento de VWF y la region Fc. Se encarg6 la
sintesis del fragmento de ADN que codifica el conector de 48 aminoacidos (ISGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS) (SEQ ID NO: 81) y una porcion de la
region Fc (N° de secuencia de Genscript 132601, mostrada a continuacion). Se subclond un fragmento de la
construccion Genscript en pSYN-FVIII-0159 digerido con EcoRV/RsRIl (mencionado anteriormente).

N¢ de secuencia de Genscript 132601 (SEQ ID NO: 83)

AAAGTGCCTCTGATATCTGGCCGTGGAGCTTCCGGTGGCGGCGCATCCOGCGCTGGAGGTTCCGGUGGTGGA
GGTTCCGGETGGCEEEGGATCCEGETGECEEGEGATCCCTGGTCCCCCGGEGECAGCGGCGETGGAGGTTCCGGT
GGCGGGGGATCCGACAARACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTC
TTCC

pSYN-VIII-178 tiene un conector de 73 aminoacidos entre el fragmento de VWF y la region Fc. Se encarg6 la
sintesis del fragmento de ADN que codifica el conector de 73 aminoacidos
(ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVP
RGSGGGGSGGGGS) (SEQ ID NO: 84) y una porcién de region Fc (N° de secuencia de Genscript 144849,
mostrada a continuacién). Se subclon6 un fragmento de la construccion Genscript en pSYN-FVIII-0159 digerido con
EcoRV/RsRIl (mencionada anteriormente).

N¢ de secuencia de Genscript 144849 (SEQ ID NO: 85)

GCCTIGCCAGGAGCCGATATCTGGCGETGGAGGTTCCGGTGGCGGLGEGATCCGGCGETGGAGGTTCCGGCGET
GGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGT
GGTGGAGGTTCCGGETGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGEGATCCCTGGTCCCCCGGEGCAGCEGCEGTGGAGET
TCCGGTGGCGEEGEGATCCGACAAAACTCACACATGCCCCCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGT
CAGTCTTCCTC

pSYN-VIII-179 tiene un conector de 98 aminoacidos entre el fragmento de VWF y la region Fc. Se encarg6 la
sintesis del fragmento de ADN que codifica el conector de 98 aminoacidos
(ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGG
GGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLYVPRGSGGGGSGGGGS) (SEQ ID NO: 86) y una porcién de region Fc (N°
de secuencia de Genscript 144849, mostrada a continuacion). Se subclon6é un fragmento de la construccion
Genscript en pSYN-FVI1I-0159 digerido con EcoRV/RsRII (mencionada anteriormente).

N¢ de secuencia de Genscript 144849 (SEQ ID NO: 87)

GCCTGCCAGGAGCCGATATCTGGCGETGGAGGTTCCEGTGGCGGGGGATCCGGCGETGGAGGTTCCGGCGGT
GGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGT TCCGGETGGCGGEGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGC
GGTGGAGGTTCCGGTGGCGGEGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGEGGATCCGGCGETGGAGGTTCC
GGCGGETGGAGGTTCCGETGECGEEGEATCCGETGGUGGGGEATCCCTGGTCCCCCGGGLECAGCGGCGETGGA
GGTTCCEGTGGECGEEGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGA
CCGTCAGTCTTCCTCTTCCC

Clonacién de pSYN-FVIII-180, 181 y 182

Se construyeron pSYN-FVIII-180, 181 y 182 a partir de pSYN-FVIII-160. Se introdujeron las mutaciones K2093A o
F2093A o K2093A/F2093A en el dominio C1 de FVIIl en pSYN-FVIII-160 para formar pSYN-FVIII-180, pSYN-FVIII-
181 y pSYN-FVIII-182, respectivamente.

Secuencia de proteinas del heterodimero FVIII-VWF-Fc (SEQ ID NO: 88)
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(posicién de aminoacidos de la secuencia de FVIII 1-1457; region subrayada representa la regién Fc; subrayado
ondulado representa el conector escindible entre la primera Fc y el fragmento de VWF; region doblemente
subrayadas representa el fragmento de VWF; regién en negrita representa el conector escindible de longitud variable
entre el fragmento de VWF y Fc. La longitud de conector varia en las construcciones FVI1II-064, 159, 160, 178 y 179).

T e S S

PRI

.

MOIELSTCEFE
PRVPKSFPFN
DTVVITLKNM
GSHTYVWQVL
GSLAKERTQT
HTVNGYWVNRS
ROASLEISPI
EPQLRMENNE
WVHYIAAREEE
TDETFKTREA
DVRPLYSRRL
YYSSFVNMER
NRSWYLTENI
HEVAYWYILS
MENPGLWILG
SKNMAIEPRS
DFDIYDEDEN
SVEQFKEKVVE
RNQASRPYSF
TKDEFDCEAW
FALFFTIFDE
MDTLPGLVMA
YNLYPGVFET
GMASGHIRDF
LAPMIIHGIK
FFGNVDSSGI
MPLGMESKAT
PEKEWLQVDFQ
QNGEVEVEQG
CEAQDLYDKT

LCLLRECFSA
TSVVYKKTLF
ASHPVSLHAY
KENGPMASDP
LHKFILLFAV
LPGLIGCHRK
TFLTAQTLLM
EAEDYDDDLT
DWDYAPLVLA
IQHESGILGPE
PKGVKHLKDF
DLASGLIGPL
QRFLPNPAGV
IGAQTDFLSV
CHNSDFRNRG
FSQNPPVLER
QSPRSFQKKT
QEFTDGSFTQ
YSSLISYEED
AYFSDVDLEK
TKSHWYFTENM
QDQRIRWYLL
VEMLPSKAGT
QITASGOYGQ
TQGARQKFSS
KHNIFNPPII
SDAQITASSY
KTMEVTGVTT
NODSFTPVVN
HTCPPCPAPE

TRRYYLGAVE
VEFTDHLFNI
GVSYWKASEG
LCLTYSYLSH
FDEGKSWHSE
SVYWHVIGMG
DLGQFLLFCH
DSEMDVVREFD
PDDRSYKSQY
LLYGEVGDTL
PILPGEIFKY
LICYKESVDQ
QLEDPEFQAS
FESGYTFKHK
MTALLKVSSC
HOREITRTTL
RHYFTAAVER
PLYRGELNEH
QROGAEPREN
DVHSGLIGPL
ERNCRAPCNI
SMGSNENIHS
WRVECLIGEH
WAPKLARLHY
LYISQFIIMY
ARYIRLHPTH
FTNMFATWSP
QGVKSLLTSM
SLDPPLLTRY
LLGGPSVFLY

LSWDYMGSDL
AKPRPPHMGL
AEYDDQTSOR
VDLVEDLNSG
TKNSLMQDRD
TTPEVHSIFL
ISSHOHDGME
DDNSPSFIQT
LNNGPORIGR
LIIFKNQASR
KHTVTVEDGE
RGNOTMSDER
NIMHSINGYV
MVYEDTLTLF
DKNTGDYYED
QSDOEEIDYD
LWDYGMSSSP
LGLLGPYIRA
FVKPNETKTY
LVCHINTLNE
OMEDPTFKEN
IHFSGHVFTV
LHAGMSTLFL
SGSINAWSTK
SLDGKKWOTY
YSIRSTLRME
SKARLHLOGR
YVKEFLISSS
LRIHPQSWVH
PPKPKDTLMI

GELPVDARFEP
LGPTIQAEVY
EKEDDKVFPG
LIGALLVCRE
AASARAWPEL
EGHTEFLVENH
AYVKVDSCPE
RSVAKKHPKT
KYKKVRFMAY
PYNIYFPHGIT
TKSDPRCLTR
NVILFSVFDE
FDSLOQLSVCL
PESGETVEMS
SYEDISAYLL
DTISVEMKEKE
HVLRNRAQSG
EVEDNIMVTE
FWEVQHHMAP
AHGROVIVQE
YRFHAINGYI
REKKEEYKMAL
VYSNKCOTPL
EPFSWIKVDL
RGNSTGTLMY
LMGCDLNSCS
SNAWRPQVNN
QDGHOWTLEF
QLALRMEVLG
SRTPEVTCVY

VDVSHEDPEV

KENWYVDGVE

VHNAKTKPRE

EQYNSTYRVV

SVLTVLHODW

LNGKEYECKV

SNEKALPAPIE

KTISKAKGOP

REPOVYTLFP

SRDELTENQV

SLTCLVKCEY

PSDIAVEWES

NGOPENNYKT

TPEVLD3SDGS

FFLYSKLTVD

KSRWOQGNVE

SCSVMHEALH

NHYTQKSLSL

SEGERERRSG

GGG5GGGGSG

TETCQNYDLE

GGGSGGGGSR
CMSMGCVSGC

KRRERSLSCR

FPMVELVCPA

_GGGSGGGGSG

DNLRAEGLEC

LCPPGMVRHE

NRCVALERCP

CFHQGEEYAP

GETVEIGCNT

CVYCRDREWNC

TDHVCDATCS

TIGMAHYLTE

DGLEYLFPGE

COYVIVODYC

GENPGTFRIL

VGNEGCSHPS

VECEKERVTIL

VEGGEIELED

GEVNVERPME

DETHFEVVES

GRYTTILLLGRK

ALSVVHDRHL

SISVVLEQTY

QEKVCGLCGN

FDGIQNNDLT

SSNLQVEEDP

VDFGNSWEVS

SQCADTRKVP

LDSSPATCHN

NIMEQTMVDS

SCRILTSDVE

QDCNKLVDPE

PYILDVCIYDT

CECESIGDCA

AFCDTIARYA

HYCAQHGKVY

THWRTATLCPO

SCEERNLREN

GYEARWRYNS

CAPACOVTCO

HPEPLACPVD

CVEGCHAHCP

PGEILDELLQD

TCVDPEDCPV

CEVAGRRFAS

GEEKVILNESD

PEHCQICHCD

VVNLTCEACQ

EFIDGGGGSG
DTLMISETPE

GGGSLVPRGS
VICVVVDVSH

GGDKTHTICEP

CPAPELLGGP

SVELEPPKPK

EDPEVEKENWY

VDGVEVHNAK

TKPREEQYNS

TYRVVSVLTV

LHODWLNGKE

YKCKVSNEAL

PAPIEKTISKE

AKGQPREPQYV

YTLPFSEDEL

TENQVSLTCL

VEGEFYPSDIA

VEWESNGOQPE

NNYKTTPPVL

DSDGSFFLYS KLTVDESRWQ QGNVFSCSVM HEALHNHYTQ KSLSLSPGE

Ejemplo 4: Ejemplo de construcciones de ADN de FVIII-VWF (Figura 4)

Se pueden unir juntos el fragmento de VWF y la proteina FVIII por un conector u otra proteina o un polipéptido
usando técnicas de ADN recombinante convencionales, como se muestra en la Figura 4. En la Figura 4A, los
dominios D1D2D'D3 de VWF se wunen a la proteina FVII por un conector de 48 aa-
ISGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGGS (SEQ ID NO: 89) y protege FVIII de
la eliminacion prematura. Para potenciar adicionalmente la actividad protectora de FVIII de D'D3, se puede
incorporar en la construccion otra proteina o polipéptido que tenga potencial de prolongacion de la semivida, tal
como albumina o una secuencia de PAS (restos heterdlogos). El resto heterdlogo, por ejemplo, proteina de albumina
o secuencia de PAS, se puede incorporar en diferentes posiciones de la molécula de FVIIl; se mostraron algunos
ejemplos en la Figura 4B-4D: en los extremos N de FVIII (4B), en los extremos C de FVIII (4C), o en la regi6on B (4D).
En las construcciones, las secuencias de proteinas adicionales podrian potenciar la actividad protectora de D'D3 y
prolongar mas la semivida de FVIII.
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Ademas, también se puede incorporar un resto heterdlogo, por ejemplo, albiumina o secuencia de PAS, en las
construcciones de heterodimero FVIII/VWF como se muestra en la Figura 4E-4G. En la Figura 4E, un resto
heterélogo, por ejemplo, albumina o secuencia de PAS, se incorpora en la region de dominio B de FVIIl de FVIII-148;
en la Figura 4F, un resto heterdlogo, por ejemplo, albimina o secuencia de PAS, se incorpora en la regién de
dominio B de FVIII de FVIII-136; en la Figura 4G, un resto heterélogo, por ejemplo, albimina o secuencia de PAS, se
usa como conector para conectar el fragmento D'D3 y Fc. En aquellas configuraciones, se espera un efecto
sinérgico de D'D3, Fc y resto heterélogo que es un prolongador de la semivida (por ejemplo, albumina/secuencia de
PAS) sobre la prolongacion de la semivida de FVIII.

Ejemplo 5: Construccion de plasmido del sistema de co-transfeccion para el heterodimero FVIIIFc-VWF
(Figura 5)

Se generd un sistema de co-transfeccién para la produccion de heterodimeros FVIIIFc-VWF, que contiene tres
construcciones de ADN. La primera construccién de ADN- pSYN-FVIII-155 esta codificando una proteina de fusién
FVIIl-Fc en la que una proteina FVIII de cadena sencilla se fusioné directamente con un Unico fragmento Fc, y la
segunda construccion de ADN es pSYN-VWF-031, que codifica una proteina de fusién D'D3-Fc (mencionada
anteriormente en el Ejemplo 1). Se transfectaron células HEK293F con los dos plasmidos junto con un tercer
plasmido (PC5) en una relacién 80:15:5. La co-transfeccion con PC5 es para garantizar el procesamiento de
propéptidos completos de las regiones D1 y D2 de manera que los presentes inventores tengan dominios D'D3
maduros. Las proteinas sintetizadas se secretaron como heterodimero FVIIIFc/D'D3Fc y homodimero D'D3Fc y el
heterodimero FVIIIFc/D'D3Fc se separ6 del homodimero D'D3Fc por purificacion de proteinas.

Secuenciacion de proteinas maduras de pSYN-FVIII-155 (SEQ ID NO: 90):

ATRRYYLGAVELSWDYMOSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYRKTLFVEFTDHLFNIAKPRPEWMGLL
GPTIQAEVYDTVVITLENMASHPYVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVEPGGSHTYVHQVLKEN
GPMASDPLCLTYSYLSHYVDLVEDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTOTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSL
MODRDAASARAWPEMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHYVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEI
SPITFLTAQTLLMDLGOFLLFCHISSHOHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRE
DDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHY IAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKEVRFMAYT
DETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPEGVEHLKDFPIL
PGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILE
SVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLOLSVCLHEVAYWY ILSIGAQTDE
LSVFFSGYTFKHEKMVYEDTLTLFPFSCGETVEMSMEN PGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDYYE
DSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNPPVLKAHQAEITRTTLOSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENG
SPRSFOKKTRHYFIAAVERLWDYGMS SSPHVLRNRAQSGSVPOFKKVVFQEFTDGSFTOPLYRGELNEHLGL
LGPYIRAEVEDNIMVTERNQASRPYSFYSSLISYEEDQROGAEPRENEVEPNETETY FWEVQHHMAPTKDEE
DCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGROQVIVOEFALFFTIFDETKSWY FTENMERNCRAP
CNIQMEDPTFRKENYRFHAINGY IMDTLPGLVMAQDOQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVEFIVREKKEETEMA
LYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRYVECLIGEHLHAGMSTLF LYY SNEKCOTPLGMASGHIRDFQITASGOYGOW
APKLARLHYSGS INAWSTRKEPFSWIEKVDLLAPMITHGIKTOGARQKEFSS LY ISQFIIMY S LDGKEKWQTYRGN
STGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARY IRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAT SDAQT
TASSYFTNMFATWS PSKARLHLOGRSNAWRPOVNNPKENLOYVDFOKTMKVTGVTTQGVESLLTSMYVKEFLI
SESQODGHQWTLEFONGEVEVEQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRY LRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY DK
THTCPPCPAPELLGGPSVFLFPPKPKDTLMISRTPEVTCVYVYVDVSHEDPEVEKFNWYVDGVEVHNAKTKPREE
QYNSTYRVVSVLTVLHQDWLNGEKEYKCKVSNKALPAPIEKT ISKAKGQPREPQVYTLPPSRDELTKNQVSLT
CLVKGFYPSDIAVEWESNGOPENNYKTTPPVLDSDGSFFLYSELTVDESRWQOGNVESCSVMHEALHNHYTQ
KSLSLSPGK

Secuenciacion de ADN de pSYN-FVIII-155 (SEQ ID NO: 91):

ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTGCCACCAGAAGATAC
TACCTGGGTGCAGTGGAACTCTCATGCGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTCGACGCAAGA
TTTCCTCCTAGAGTGCCAAAATCTTTTCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAARAAGACTCTCTTTGTAGAA
TTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCTGGATGGGTCTGCTAGGTCCTACCATCCAG
GCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCTTCCCATCCTGTCAGTCTTCATGCTGTT
GGTGTATCCTACTGGAAAGCTTCTGAGGGAGCTGAATATGATGATCAGACCAGTCARAGGGAGAARGAAGAT
GATAAAGTCTTCCCTGGTGGRAGCCATACATATGTCTGECAGGTCCTCGAAAGAGAATGGTCCAATGGCCTCT
GACCCACTGTGCCTTACCTACTCATATCTTICTCATGTCGACCTGGTARRAGACTTGAATTCAGGCCTCATT
GGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAAGGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCTTGCACAAATTTATACTA
CTTTTITGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGT TCGCACTCAGAAACAAAGAACTCCTTGATGCAGCGATAGGGAT
GCTGCATCTGCTCGGGUCTGGCCTAAAATGCACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTCTGCCAGGTC TG
ATTGGATGCCACAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTGAAGTGCACTCAATA
TTCCTCGAAGGTCACACATTICTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTIGGAAATCTCGCCAATAACTTTC
CTTACTGCTCAAACACTCTTGATGGACCTTIGGACAGTTTICTACTGITTTGTCATATCTCTTCCCACCAACAT
GATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAGCTGTCCAGAGGAACCCCAACTACGAATGAARAATAATGAA
GAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGATTCTGAAATGGATGTGGTCAGGTTTGATGATGACAACTCT
CCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAGCATCCTAARACTTGGGTACATTACATTGCTGCTGAA
GAGGAGGACTGGGACTATGCTCCCTTAGTCCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATARAAGTCAATATTTGAAC
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AATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACRARAAAALGTCCGATTTATGGCATACACAGATGAAACCTTTAAG
ACTCGTGAAGCTATTCACGCATCGAATCAGGAATCTTGGGACCTTTACTT TATGGGGAAGTTGGAGACACACTG
TTGATTATATTTAAGAATCAAGCAAGCAGACCATATAACATCTACCCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCT
TTGTATTCAAGGAGATTACCAAAAGGTGTAAAACATTTCGAAGGATTTTCCAATTCTCGCCAGGAGAAATATTC
AAATATAAATGGACAGTGACTGTAGAAGATGGGCCAACTAAATCAGATCCTCGGTGCCTGACCCGCTATTAC
TCTAGTTTICGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATCTGCTACARAGAA
TCTGTAGATCAAAGAGGAAACCAGATAATGTCAGACAAGAGCGAATGTCATCCTGTTTTCTGTATTTGATGAG
AACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACAACGCTTTCTCCCCAATCCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGAT
CCAGAGTTCCAAGCCTCCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTT TTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTT
TGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGCATTGGAGCACAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTC
TCTGGATATACCTICAAACACARAATGGTCTATGAAGACACACTCACCCTATTCCCATTCTCAGGAGAAACT
GTCTTCATGTCGATGGAAAACCCAGGTCTATGGATTCTEGGGE TGCCACAACTCAGACTTTCGGAACAGAGGC
ATGACCGCCTTACTGAAGGTTITCTAGTTGTGACRAGARACACTGGTCGAT TATTACGAGGACAGTTATGARGAT
ATTTCAGCATACTTGCTGAGTAAAAACAATGCCATTGAACCAAGAAGUTTCTCTCAAAACCCACCAGTCTTG
AANGCCCATCAGGCGGALATAACTCGTACTACTCTTCAGTCAGATCAAGAGGAAATTGACTATGATGATACC
ATATCAGTITGAARATCAAGAAGCCAAGATTTTGACATTTATGATGAGCATGAAAATCAGAGCCCCCGCAGCTTT
CARAAGAARACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGGAGAGGCTCTGGGATTATGGGATGAGTAGCTCCCCA
CATGTTCTAAGARACAGGGCTCAGAGTGGCAGTGTCCCTCAGTTCAAGAARAGTTGTTTTCCAGGAATTTACT
GATGGCTCCTTTACTCAGCCCTTATACCGTGGAGAACTARATGAACAT TTGGGACTCCTGGGGCCATATATA
AGAGCAGAAGTTGRAGATAATATCATGGTAACTTTCAGAARATCAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCTATTCT
AGCCTTATTTCTTATGAGGAAGATCACGAGGCAAGGAGCAGAACCTAGARAARACTTTGTCAAGCCTAATGAA
ACCAARACTTACTITTGCGAAAGTGCAACATCATATGGCACCCACTARAGATGAGTTTGACTGCAAAGCCTGG
GCTTATTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAGATGTGCACTCAGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCAC
ACTAACACACTGARCCCTIGCTCATGGGAGACAAGTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTICACCATCTITT
GATGAGACCAAAAGCTGGTACTTCACTGAARATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCCAGATG
GAAGATCCCACTTTTAAAGAGAATTATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACTACCTGEC
TTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATGGTATCTGCTCAGCATGGGCAGCAATGAAARACATCCATTCT
ATTCATTTCAGTGGACATGTGTTCACTGTACGARARRAARGAGGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTAT
CCAGCTGTTTTTGAGACAGTGGAAATCTTACCATCCAAAGCTGCAATT TGGCGGGTGGAATCCCTTATTGEGE
GAGCATCTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTACAGCAATAAGTGTCAGACTCCCCTGGGAATG
GCTTCTGGACACATTAGAGATTTTCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAGTGGGCCCCAARAGCTGGCC
AGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTTTCTTGGATCAAGCGTGGATCTG
TTGGCACCAATGATTATICACGGCATCAAGACCCAGGGTGCCCGTICAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTICT
CAGTTTATCATCATGTATAGTCTTGATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGAAATTCCACTGGAACCTTA
ATGGTCTTCTTTGGCAATGTGGATTCATCTGGGATAARACACAATATTI TTTAACCCTCCAATTATTGCTCGA
TACATCCGTTTGCACCCAACTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGTGATTTA
AATAGTTGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATATCAGATGCACAGATTACTGCTTCATCCTAC
TTTACCAATATGTTTGCCACCTGGTCTCCTTCARAAGCTCGACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATGCCTGG
AGACCTCAGGTGAATAATCCAARAAGAGTGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGARAGTCACAGGAGTA
ACTACTCAGGGAGTAAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGCGAGTTCCTCATCTCCAGCAGTCAAGAT
GGCCATCAGTGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTTCAGGGAAATCAAGACTCCTTCACA
CCTGTGGTGAARCTCTCTAGACCCACCGTTACTGACTCGCTACCTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCAC
CAGATTGCCCTGAGGAT GGAGGTTCT GGGCTGCGAGGCACAGGACCTCTACGACAAAACTCACACATGCCCA
CCGTGCCCAGCTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTCTTCCTCTTCCCCCCAARARCCCAAGGACACCCTC
ATGATCTCCCGGACCCCTGAGGTCACATGCGTGGETGGTGGACGTGAGCCACGARGACCCTGAGGTCAAGTTC
AACTGGTACGTGGACGGCGTGGAGGTCCATAATGCCAAGACAAAGCCGCGGGAGGAGCAGTACAACAGCACG
TACCGTGTGGTCAGCGTCCTCACCGTCCTGCACCAGGACTGGCTGAATGGCAAGGAGTACAAGTGCAAGGTC
TCCAACAAAGCCCTCCCAGCCCCCATCGAGAAAACCATCTCCAARGCCAAAGGGCAGCCCCGAGAACCACAG
GTGTACACCCTGCCCCCATCCCGGGATGAGCTGACCAAGARCCAGGTCAGCCTGACCTGCCTCGTCARAGGC
TTCTATCCCAGCGACATCGCCGTGGAGTGGGAGAGCAATGGGCAGCCGGAGRACAACTACARGACCACGCCT
CCCGTGTTGGACTCCGACGGCTCCTTCTTCCTCTACAGCAAGCTCACCGTGGACAAGAGCAGGTGGCAGCAG
GGGAACGTCTTCTCATGCTCCGTGATGCATGAGGCTCTGCACAACCACTACACGCAGARAGAGCCTCTCCCTG
TCTCCGGGTAARA

Se enumeran a continuacion fragmentos de VWF y heterodimeros de FVIIIFC-VWF adicionales que se han
construido.

Tabla 6. Fragmentos de VWF y construcciones de heterodimeros FVII/VWF

Construccion Descripcion Vector

VWF

pSYN-VWF-001 | Regién D'D3 de péptido senal de FVIII (1-276 aminoacidos de longitud 6x His) pcDNA 4

pSYN-VWF-002 | Regién D'D3 de péptido senal de FVIII (1-477 amino&cidos de longitud 6x His) pcDNA 4

pSYN-VWF-003 Efe%ién D'D3 A1 parcial de péptido sefal de FVIII (1-511 aminoacidos de longitud 6x | pcDNA 4
is
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Construccion Descripcion Vector
pSYN-VWF-004 | Region D'D3A1 de péptido sefial de FVIII (1-716 aminoacidos de longitud 6x His) pcDNA 4
pSYN-VWF-006 | D1D2D'D3-conector-CK1 pcDNA 3.1
pSYN-VWF-008 | WT de longitud completa - VWF pcDNA 3.1
pSYN-VWF-009 | Regién D1D2D'D3 (1-276 aa, 6x His) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-010 | Regién D1D2D'D3 (1-477 aa, 6x His) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-011 | Regién D1D2D'D3 A1 parcial (1-511 aa, 6x His) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-012 | Region D1D2D'D3A1 (1-716 aa, 6x His) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-013 | Region D1D2D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A, 6x His) pcDNA 3.1
pSYN-VWF-014 | Péptido senal de FVIII-D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A)-Fc sencillo con conector de | pcDNA 4
20 aa que contiene sitio de trombina
pSYN-VWF-015 | D1D2D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A)-Fc sencillo con conector de 20 aa que contiene | pcDNA 4
sitio de trombina
pSYN-VWF-016 | Péptido senal de FVIII-D'D3 (1-477 aa, WT)-Fc sencillo con conector de 20 aa que | pcDNA 4
contiene sitio de trombina
pSYN-VWF-017 | D1D2D'D3 (1-477 aa, WT)-Fc sencillo con conector de 20 aa que contiene sitio de | pcDNA 4
trombina
pSYN-VWF-025 | Region D1D2D'D3 (1-477 aa, 6x His) en pLIVE pLIVE
pSYN-VWF-029 | Region D1D2D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A, 6x His) en pLIVE pLIVE
pSYN-VWF-030 | Péptido sefal de FVIII-D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A)-Fc sencillo con conector de | pcDNA 4
48 aa que contiene sitio de trombina
pSYN-VWF-031 | D1D2D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A)-Fc sencillo con conector de 48 aa que contiene | pcDNA 4
sitio de trombina
pSYN-VWF-032 | Péptido senal de FVIII-D'D3 (1-477 aa, WT)-Fc sencillo con conector de 48 aa que | pcDNA 4
contiene sitio de trombina
pSYN-VWF-033 | Péptido senal de FVIII-D'D3 (1-477 aa, WT)-Fc sencillo con conector de 35 aa que | pcDNA 4
contiene sitio de trombina
FVIll
pSYN-FVIII-055 | scFc de BDD-FVIII con R3361y Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-056 | scFc de BDD-FVIII con R3361, R562 y Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-057 | scFc de BDD-FVIII con Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-058 | scFc de BDD-FVIII con S488A pBUD
pSYN-FVIII-059 | scFc de BDD-FVIII con R3361, R562K,S488A pBUD
pSYN-FVIII-060 | scFc de BDD-FVIII con R3361, R562K,Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-061 | scFc de BDD-FVIII con R3361, R562K,S488A, Y1680F pBUD
pSYN-FVIII-064 | scFc escindible de BDD-FVIII con VWF D'D3 (1-477 aa, C336A/C379A) en segunda | pBUD
Fc y conector de 20 aa escindible de trombina entremedias
pSYN-FVIII-065 | scFc escindible de BDD-FVIII con VWF D'D3 (1-276aa) en segunda Fc y conector de | pBUD
20 aa escindible de trombina entremedias
pSYN-FVIII-083 | scFc de BDD-FVIII con R3361,S488A,R562K, Y1680F,E1984V pBUD
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Construccion Descripcion Vector
pSYN-FVIII-086 | scFc de BDD-FVIII con conector 6x(GGGGS) entremedias de C2 de FVIll 'y Fc pBUD
pSYN-FVIII-095 | scFc de BDD-FVIII con S104C, R562K,Y1680F, G1960C pBUD
pSYN-FVIII-101 | scFc de BDD-FVIII de FVIII-041 en pcDNA 3.3. Topo pcDNA 3.3
Topo
pSYN-FVIII-102 | BDD-FVIII (M662C/D1828C para enlace disulfuro; mutaciones de escision de APC | pBUD
R3361/R562K; junto con mutacién Y1680F para uniéon de VWF)
pSYN-FVIII-103 | scFc de BDD-FVIII (Y662C/T1828C) pBUD
pSYN-FVIII-104 | scFc de BDD-FVIII (G655C/ST1788C) pBUD
pSYN-FVIII-113 | scFc escindible de BDD-FVIII (R490A/H497A) con VWF D'D3 (1-477 aa, | pBUD
C336A/C379A) en segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina
entremedias
pSYN-FVIII-114 | scFc escindible de BDD-FVIII (R490A/H497A) con VWF D'D3 (1-276) en segunda Fc | pBUD
y conector de 20 aa escindible de trombina entremedias
pSYN-FVIII-126 | scFc de BDD-FVIII (M662C/D1828C) pcDNA 3.3
Topo
pSYN-FVIII-127 | scFc de BDD-FVIII (M662C/D1828C para enlace disulfuro; mutaciones de escision | pcDNA 3.3
de APC R3361/R562K; junto con mutacion Y1680F para unién de VWF) Topo
pSYN-FVIII-128 | scFc de BDD-FVIII (Y664C/T1826C) pcDNA 3.3
Topo
pSYN-FVIII-129 | mutacion de R3361 R562K R490A H497A N1224A en el fondo de pSYN-VIII-64 pBUD
pSYN-FVIII-130 | mutacion de R3361 R562K R490A H497A N1224A en el fondo de pSYN-VIII-65 pBUD
pSYN-FVIII-131 | mutacion de R471A Y487A R490A H497A N1224A en el fondo de pSYN-VIII-64 pBUD
pSYN-FVIII-132 | mutacion de R471A Y487A R490A H497A N1224A en el fondo de pSYN-VIII-65 pBUD
pSYN-FVIII-135 | BDD- SCFVIIIFc con R1645A/R1648A pcDNA 3.3
Topo
pSYN-FVIII-136 | scFc escindible de BDD-FVIIl con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) en | pcDNA 3.3
segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina entremedias Topo
pSYN-FVIII-137 | scFc escindible de BDD-FVIII con D'D3 de VWF (1-276aa) en segunda Fc y conector | pcDNA 3.3
de 20 aa escindible de trombina entremedias Topo
pSYN-FVIII-145 | BDD- SCFVIIIFc con R471A/Y487A, R490A/H497A pcDNA 3.3
Topo
pSYN-FVIII-146 | scFc escindible de BDD-FVIII (R471A/Y487A) con D'D3 de VWF (1-477 aa, | pcDNA 3.3
C336A/C379A) en segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina Topo
pSYN-FVIII-147 | scFc escindible de BDD-FVIII (R471A/Y487A) con D'D3 de VWF (1-276 aa) en | pcDNA 3.3
segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina entremedias Topo
pSYN-FVIII-148 | scFc escindible de BDD-FVIII (R1645A/R1648A) con D'D3 de VWF (1-477 aa, | pcDNA 3.3
C336A/C379A) en segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina Topo
pSYN-FVIII-149 | scFc escindible de BDD-FVIII (R1645A/R1648A) con D'D3 de VWF (1-276 aa) en | pcDNA 3.3
segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina Topo
pSYN-FVIII-155 | BDD-FVIII fusionado con Fc sencillo (R1645A/R1648A) pcDNA 4
pSYN-FVIII-159 | scFc escindible de BDD-FVIIl con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) en | pBUD

segunda Fc y conector de 35 aa escindible de trombina entremedias
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Construccion Descripcion Vector

pSYN-FVIII-160 | scFc escindible de BDD-FVIIl con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) en | pBUD
segunda Fc y conector de 48 aa escindible de trombina entremedias

pSYN-FVIII-164 | scFc escindible de BDD-FVIII (R490A/H497A, R1645A/R1648A) con D'D3 de VWF | pcDNA 3.3
(1-477 aa, C336A/C379A) en segunda Fc y conector de 20 aa escindible de trombina | Topo

pSYN-FVIII-165 | scFc escindible de BDD-FVIII (R3361/R562K, R490A/H497A, R1645A/R1648A) con | pcDNA 3.3
D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) en segunda Fc y conector de 20 aa | Topo
escindible de trombina

pSYN-FVIII-178 | scFc escindible de BDD-FVIIl con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) en | pBUD
segunda Fc y conector de 73 aa escindible de trombina entremedias

pSYN-FVIII-179 | scFc escindible de BDD-FVIIl con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) en | pBUD
segunda Fc y conector de 98 aa escindible de trombina entremedias

pSYN-FVIII-180 | scFc escindible de BDD-FVIII (K2092A) con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) | pBUD
en segunda Fc y conector de 48 aa escindible de trombina entremedias

pSYN-FVIII-181 | scFc escindible de BDD-FVIII (F2093A) con D'D3 de VWF (1-477 aa, C336A/C379A) | pBUD
en segunda Fc y conector de 48 aa escindible de trombina entremedias

pSYN-FVIII-182 | scFc escindible de BDD-FVIII (K2092A/F2093A) con D'D3 de VWF (1-477 aa, | pBUD
C336A/C379A) en segunda Fc y conector de 48 aa escindible de trombina
entremedias

Ejemplo 6: Purificacion de proteinas
Purificacion de proteinas de fragmentos de VWF

Se purificaron los fragmentos de VWF mediante un método de purificacion de dos etapas. Se usé una columna
IMAC (cromatografia de afinidad por metal inmovilizado) cargada con sulfato de niquel para la purificacion primaria,
se us6 una columna de intercambio iénico Fractogel DEAE para la purificacion final. Se describe a continuacion
método de purificacién detallado.

(a) Purificacion primaria de fragmento de VWF sobre de IMAC de niquel

Se equilibré una columna IMAC Sepharose HP de niquel de 14 mL [XK26/3] con HEPES 25 mM, NaCl 500 mM,
imidazol 10 mM, y 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5. Se ajustaron aproximadamente 7,2 L de medio acondicionado de
VWEF con 100 mL de HEPES 1 M a pH 7,5 y 600 mL de NaCl 5 M. Entonces se anadieron 80 mL de imidazol 1 M (a
pH 7,5) a una concentracion final de 10 mM. Entonces se cargaron 7,8 L del medio acondicionado de VWF ajustado
sobre la columna a 2-8 °C a 10 mL/min [113 cm/hora]. Las etapas de lavado se realizaron a 13,3 mL/minuto [150
cm/hora]. Primero, se realizd un lavado de 2x volumen de columna (VC) con HEPES 25 mM, NaCl 500 mM, imidazol
10 mMy 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5 en flujo normal {"Flujo descendente"}. A continuacién, se realiz6 un lavado
3xVC con HEPES 25 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM y 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5 en flujo inverso {"Flujo
ascendente"}. Finalmente, se realiz6 un lavado 3xVC con HEPES 25 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM y 0,05 %
de Tween-20 a pH 7,5 en flujo normal {"Flujo descendente"}. La elucién se realiz6 como un gradiente 10xVC hasta
50 % de B1 (HEPES 25 mM, NaCl 500 mM, imidazol 500 mM y 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5). Se estableci6 el
volumen de fraccion a 10 mL. Entonces, se someti6 a arrastre la columna con 100 % de B1. Esto fue seguido por un
lavado con HEPES 25 mM, NaCl 500 mM, imidazol 10 mM y 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5. Se realizé un segundo
arrastre con NaOH 1 N. Entonces se lavo la columna con TRIS 1 M, NaCl 1 M a pH 7,8, seguido por HEPES 25 mM,
NaCl 500 mM, imidazol 10 mM y 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5. Finalmente, se lavo la columna con 5 VC de DPBS
+ 20 % de etanol y se guardo a 4 °C.

(b) Purificacion secundaria de fragmento de VWF sobre Fractogel DEAE

Se realizé la purificacion secundaria del fragmento de VWF sobre Fractogel DEAE a pH 7,5. En primer lugar, se
ajustaron 20 mL de eluato de IMAC de niquel de VWF (correspondiente al pico del fragmento de VWF) con 200 mg
de detergente de idn bipolar Zwittergent 3-14 en un intento por romper las especies agregadas sin usar excipientes
desnaturalizantes o reductores. Después de disolver el detergente, la proteina se dejé a TA durante
aproximadamente 15 minutos. Entonces, la proteina se ajusté con 4 o de trehalosa, 1 mL de 10 % de Tween-20, 5
mL de HEPES 1 M a pH 7,5y 174 mL de agua "Milli-Q". El tampdn de equilibrio "A12" fue HEPES 25 mM, NaCl 50
mM, 1 % de trehalosa, 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5. El tamp6n de elucion "B1" fue HEPES 25 mM, NaCl 1000 mM,
1 % de trehalosa, 0,05 % de Tween-20 a pH 7,5. La elucion se realiz6 como un gradiente de 10 VC hasta 50 % de
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B1, con un mantenimiento de 5+ VC seguido por una etapa hasta 100 % de B1. Entonces se sometié a arrastre la
columna con 0,85 % de acido fosférico, seguido por TRIS 1 M, NaCl 1 M a pH 7,5. Entonces, se someti6 a arrastre la
columna con NaOH 1 N, NaCl 2 M seguido por TRIS 1 M, NaCl 1 M a pH 7,5. Entonces, se lavé la columna con
HEPES 25 mM, NaCl 100 mM + 20 % de etanol a pH 7,5 para almacenamiento.

(c) Purificacion de proteinas de heterodimero FVII-VWF

Se purificé primero el heterodimero FVIII-VWF por una columna de afinidad (GE VIlISelect), luego seguido por una
columna de intercambio i6nico Fractogal TMAE (McCue JT, Selvitelli K, Walker J, J Chromatogr A. 2009 Nov 6;
1216(45):7824-30. Publicacion electronica 23 de septiembre de 2009).

Para la purificacién de FVIII-155/VWF-31, se us6 una etapa de filtracion de flujo tangencial (TFF) para intercambiar
de tampoén el medio acondicionado clarificado. Entonces se capturaron las proteinas elegidas como diana en el
filtrado usando cromatografia de afinidad. Siguié una etapa de cromatografia de intercambio aniénico débil para
reducir las especies de HMW. Se accedi6 tanto a la pureza como al tamano de la molécula por HPLC-SEC y SDS-
PAGE. Se confirmé adicionalmente por transferencia Western la presencia de diferentes dominios de FVIII-
155/VWF-31 . La actividad especifica de la molécula fue comparable a FVIII de dominio B delecionado.

(d) Digestién con trombina del heterodimero FVIII-VWF (Figura 8)

Se mezcl6 el heterodimero FVIII-VWF-Fc o FVIII-Fc (control) con trombina en relacién 1:10 en tamp6n de escisidn
de trombina (Tris 50 mM, pH 7,4, NaCl 150 mM, CaClz2 2 mM, 5 % de glicerol). Se incubé la reaccién a 37 °C durante
20 minutos. Se ejecuto el producto digerido en gel reductor de Tris-glicina a 4-12 %. La proteina no digerida se us6
como control. Las bandas se visualizaron por tincién con Coomassie.

(e) Evaluacion de la capacidad de unién de VWF de FVIII-155/VWF-031 por ensayo Octet

Se determiné la capacidad de uniéon de VWF de FVIII-155/VWF-031 por mediciones basadas en interferometria de
biocapa (BLI) (ensayo Octet) a 25 °C con un instrumento ForteBio Octet 384 usando tampdn de union Tris (Tris 50
mM, pH 7,2, NaCl 150 mM, CaClz 5 mM). El ensayo Octet para determinar la unién de FVIIl se basé en la
inmovilizacion hidréfoba de factor humano de von Willebrand (hVWF) (N° de catalogo de Haematologic Technologies
HCVWF-0191) sobre el biosensor de APS, seguido por la uniéon de 1,0 % de albumina de suero bovino (N° de
catalogo de Jackson ImmunoResearch 001-000-161). Brevemente, se diluyé hVWF (38,5 nM) en tampén Tris y se
carg6 a través de biosensores de APS durante 600 s, dando aproximadamente 3,0 - 3,5 nm de unién sobre las
sondas de reaccién. Se cargaron las sondas de APS de control APS con 1,0 % de BSA en ausencia de hVWF para
la resta de referencia. Después de la carga, todas las sondas se incubaron en tampén Tris durante 300 segundos
para establecer un nuevo nivel inicial. Posteriormente, se incubaron sondas de biosensor en disoluciones de FVIII-
155/VWF-031, principio activo de FVIIIFc, o rFVIIl (60 nM) durante 5 min a temperatura ambiente, seguido por una
etapa de disociacion de 5 min. Usando el software de andlisis de datos Octet, la respuesta de uniéon (nm) derivé de
los datos restados (Sonda de reaccion menos Sonda de referencia). Como se muestra en la Figura 15, en
comparacioén con la afinidad de union de VWF de rFVIlIFc y rFVIIl, la afinidad de unién de VWF de FVIII-155/VWF-
031 fue gravemente afectada. Esto indica la proteccion satisfactoria de FVIII de VWF de longitud completa por el
fragmento D'D3 dentro del heterodimero FVIIIFc/VWF.

Ejemplo 7. La interaccion VWF-FVIII es un factor limitante para la prolongacion de la semivida de FVIII

La mayoria de FVIII en circulacion existe como un complejo FVII-VWF (>95 % de FVIII en plasma). Esta interaccion
FVIII-VWF promueve la eliminacién de FVIII mediante la via de eliminacion de VWF, haciendo asi la semivida de
VWF (T1/2) una limitacion de la prolongacion de la semivida de FVIII. Para evaluar esta hip6tesis, se probé la
limitacion de la prolongacién de la semivida de FVIII por tecnologia de Fc en ratones deficientes en FVIII (ratones
HemA, que tienen gen VWF intacto) y ratones deficientes en FVIII/VWF (doblemente inactivados en FVII-VWF
(DKOY).

Se trataron los ratones HemA o ratones DKO FVIII-VWF con una Unica dosis intravenosa de rFVIIl o rFVIIIFc a
125 Ul/kg en ratones HemA o 200 Ul/kg en ratones DKO. Se recogieron muestras de sangre hasta 72 horas en los
ratones HemA o hasta 8 horas en los ratones DKO FVIII/VWF. Entonces se midi6 la actividad de la muestra de
plasma de FVIII por un ensayo cromogénico de FVIII. Se analizo el perfil farmacocinético (FC) de las dos varianzas
de rFVIIl usando el programa WinNonlin.

Como se muestra en la Tabla 7 y la Figura 9, en los ratones DKO FVIII/VWF, rFVIIIFc mostré T1,2 aproximadamente
4,8 veces mas larga (es decir, T12 de 1,2 horas) en comparacion con T12 de rFVIII (es decir, T12 de 0,25 horas). A
diferencia, cuando se probd en ratones HemA, rFVIIIFc solo tuvo Ti2 1,8 veces mas larga en comparacion con
rEVIIl. La T12 de rFVIIIFc fue 13,7 horas, que esta en linea con la semivida de VWF murino endégeno. Esto indica
que la interaccién FVIII-VWF es un factor limitante para la prolongacion de la semivida de FVIIl. Para lograr una
prolongacién de la semivida de FVIII superior a 2 veces, se tendra que eliminar la interaccion FVII-VWF.
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Tabla 7: FC de FVIII en ratones HemA y DKO FVIII/VWF

Molécula de prueba Ratones deficientes en FVIII Ratones deficientes en FVIII/VWF
T12 (h) Relacién de T2 frente a rFVIII T12 (h) Relacion de Ti2
rEVIII 7,6 1 0,25 1
rEVIIFc 13,7 1,8 1,2 4,8

Ensayo cromogénico de FVIII

Se midi6 la actividad de FVIII usando el kit de FVIII COATEST SP de DiaPharma (lote N® N089019) y todas las
incubaciones se realizaron sobre un calentador de placa a 37 °C con agitacion.

El intervalo de patron de rFVIIlI fue desde 100 mUI/mL hasta 0,78 mUI/mL. Se anadieron muestras de control de
ensayo de plasma humano normal reunido y de plasma (diluidas con tampoén IX Coatest) en placas de 96 pocillos
Immulon 2HB por duplicado (25 pL/pocillo). Se ahadieron secuencialmente mezcla recién preparada de
IXa/FX/fosfolipido (50 pL), 25 pyL de CaCl2 25 mM y 50 pL de sustrato FXa en cada pocillo con incubacion de 5
minutos entre cada adicion. Después de la incubacion con el sustrato, se afiadieron 25 L de 20 % de &cido acético
para terminar la reaccion de color, y se midi6 la absorbancia de DO405 con un instrumento SpectraMAX plus
(Molecular Devices). Los datos se analizaron con el software SoftMax Pro (versién 5.2). El nivel mas bajo de
cuantificacion (LLOQ) es 7,8 mUI/mL.

Ejemplo 8. El dimero VWF D'D3 protege FVIII de la protedlisis y eliminacion de FVIIl (Figura 10)

Se evaluo la actividad de proteccion de FVIII de los fragmentos de VWF por su capacidad para proteger FVIII murino
enddgeno de su eliminacion en ratones deficientes en VWF. Se introdujeron diferentes fragmentos de VWF como se
enumera en la Tabla 8 Columna 1 (Figura 1, Ejemplo 1) en la circulacion sanguinea de los ratones deficientes en
VWF por inyeccion hidrodinamica de sus construcciones de ADN correspondientes a 100 pg/raton. Se recogieron las
muestras de plasma 48 horas después de la inyeccion, y se midi6 la actividad plasmatica de FVIII murino por un
ensayo cromogénico de FVIII. Se midi6 el nivel de expresién de VWF por ELISA de VWF.

Cuatro longitudes diferentes de los fragmentos de VWF que se han probado son 276, 477, 511 y 716 aminoacidos.
Se probé el intervalo de 276 a 716 aminodcidos para encontrar la longitud de los fragmentos de VWF requerida para
la unién de FVIIl (276 aa) sin dominio de union de receptor de eliminacion de VWF (716 aa). Se usaron VWF de
longitud completa y el multimero D1D2D'D3CK como control positivo para la proteccion de FVIII. En la circulacion
sanguinea, los fragmentos de VWF sintetizados con el dominio D1D2 existen como un dimero y existen como
mondmeros cuando se sintetizan sin el dominio D1D2.

El aumento de la actividad de FVIII murino en plasma después de la inyeccién hidrodinamica mide el efecto de
proteccion de FVIII de los fragmentos de VWF. Como se muestra en la Tabla 8 y la Figura 10A-B, los primeros 276
aa del fragmento D'D3 no tuvieron actividad de proteccién de FVIII como se demuestra por el nivel de FVIII similar
antes/después de la inyeccion en plasma (Figura 10A). Sin embargo, la introduccion de los otros fragmentos de VWF
indujo un aumento significativo en el nivel de FVIII en plasma, que indica que los fragmentos de VWF pueden
proteger FVIII de su via de eliminacion.

Tabla 8: Nivel en plasma de FVIII murino de ratones DKO FVIII/VWF antes/después de la introduccion de
fragmentos de VWF (las construcciones de ADN se ilustraron en la Figura 1)

CONSTRUCCION | Que codifica fragmento de | Actividad de FVIII - | Actividad de FVIII - | Antigeno de VWF -
DE ADN VWF Antes (mUI/mL) 48 h (mUl/mL) 48 h (nM/mL)
Promedio DE Promedio DE Promedio DE
VWEF-001 D'D3276aa 53 31 86 16 2,8 1,9
VWEF-009 D1D2D'D3276aa 45 20 65 17 1,8 1,3
VWEF-002 D'D3477 aa 56 3 257 38 17,0 0,5
VWF-010 D1D2D'D3477 aa 42 11 387 22 8,2 1,6
VWF-003 D'D3A1511aa 88 21 253 47 12,9 2,2
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CONSTRUCCION | Que codifica fragmento de | Actividad de FVIII - | Actividad de FVIII - | Antigeno de VWF -
DE ADN VWF Antes (mUI/mL) 48 h (mUl/mL) 48 h (nM/mL)
Promedio DE Promedio DE Promedio DE
VWEF-011 D1D2D'D3A1511aa 63 42 360 15 9,3 2,3
VWEF-004 D'D3A1716aa 87 8 239 56
VWF-012 D1D2D'D3A1716aa 64 22 307 29
VWF-006 D1D2D'D3CK 38 10 249 20 2,4 1,0
VWF-008 VWEF de longitud completa 51 8 380 41 10,6 2,3

Se enumeraron en la Tabla 8 la relacién de la actividad de FVIII en plasma después de la inyeccién y el nivel de
antigeno en plasma de los fragmentos de VWF que contienen el dominio D'D3 de VWF de longitud completa. Se
observo relacion de FVIII/VWF después de la inyeccion similar de VWF de longitud completa y las dos formas de
dimero de los fragmentos de VWF, que significa que los dos dimeros de fragmentos de VWF proporcionan la misma
proteccion de FVIII que VWF de longitud completa. Ademas, se observo relacion de FVII/VWF tres veces mas alta a
partir de las isoformas de dimeros de fragmentos de VWF en comparacién con sus monémeros correspondientes: el
dimero D'D3 (477 aa) tiene la relacion FVIII/VWF de 38,7 mUl/nmol; el monémero D'D3 (477 aa) tiene la relacion
FVIIV'VWF de 11,6 mUl/nmol: el dimero D'D3A1 (511aa) tiene la relacion FVII/VWF de 32,9 mUl/nmol; y el
monomero D'D3 (511aa) tiene la relacion FVII/VWF de 13,8 mUI/nmol, que indica que las isoformas de dimeros de
los fragmentos de VWF proporcionan mejores protecciones de FVIII en comparacion con sus mondmeros
correspondientes.

Tabla 9: Efecto de proteccion de FVIII del fragmento D'D3 de longitud completa

Construccion de ADN Que codifica fragmento de VWF Estado de multimero FVIII/VWF (mUl/nmol)
Media (DE)
VWF-002 D'D3477 aa Mondémero 11,6 (4,4)
VWF-010 D1D2D'D3477 aa Dimero 38,7 (11,7)
VWF-003 D'D3A1511aa Mondmero 13,8 (1,3)
VWF-011 D1D2D'D3A1511aa Dimero 32,9 (5,5)
VWF-008 VWEF de longitud completa Multimero 31,1 (6,7)

Inyeccién hidrodinamica:

La inyeccion hidrodinamica es un método de administracion génica no viral eficiente y segunda al higado en
animales pequenos, tales como ratones y ratas. Se describi6 originalmente como una inyeccion rapida de un ADN
de plasmido desnudo/solucién salina libre de endotoxina a un décimo de volumen del peso corporal del animal en
aproximadamente 5-7 segundos. EI ADN de plasmido desnudo contiene el gen de interés y la proteina diana
producida por el higado del ADN inyectado se puede detectar en el plazo de 24 horas después de la inyeccién.
Entonces se recogieron muestras de plasma para estudiar la propiedad terapéutica de la proteina expresada.

Para todas las inyecciones hidrodinamicas que se realizaron en el presente documento en la presente solicitud de
patente, se administraron por inyeccion intravenosa 2 mL de ADN de plasmido en 0,9 % de solucién salina estéril en
la vena de la cola en el plazo de aproximadamente 4-7 segundos a ratones que pesaban 20-35 gramos. Los ratones
se monitorizaron estrechamente durante el primer par de horas hasta que se reanudo la actividad normal. Después
de recoger muestras de sangre por extraccion de sangre retro-orbital, entonces se obtuvieron muestras de plasma y
se guardaron a -80 °C para analisis adicionales.

ELISA DE VWF:

Se us6 anticuerpo de cabra anti-VWF humano (purificado por afinidad, Affinity Biologicals, GAVWF-AP) como el
anticuerpo de captura a 0,5 ug/pocillo y se us6 VWF-EIA-D (Affinity Biologicals, VWF-EIA-D, dilucién 1:100) como el
anticuerpo de deteccién para ELISA de VWF. Se realizé ensayo de ELISA siguiendo el procedimiento convencional
de ELISA, se us6 TMB como el sustrato de HRP, se us6 tampdn PBST/1,5 % de BSA/ NaCl 0,5 M como tamp6n de
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boqueo y de unién. El intervalo de patrén del ensayo es 100 ng a 0,78 ng, y el limite de cuantificacién mas bajo del
ensayo (LLOQ) es 7,8 ng/mL.

Ejemplo 9: Coadministracion del fragmento D'D3 de VWF de longitud completa extiende la semivida de BDD-
FVIIl en ratones DKO FVIII-VWF (Figura 11)

El Ejemplo 8 ha demostrado que el fragmento D'D3 de longitud completa puede proteger FVIII endégeno de su via
de eliminacion. Para evaluar adicionalmente la actividad de proteccion de FVIII de la proteina D'D3, se
coadministraron ratones DKO FVIII-VWF con FVIII de dominio B delecionado (rBDD-FVIII) y dimero D'D3 (VWF-010)
o rBDD-FVIIl y monémero D'D3 (VWF-002), por inyeccion intravenosa a 200 Ul/kg para rBDD-FVIII, 770 pug/kg para
el dimero D'D3 y 590 pg/kg para el monémero D'D3. Entonces se monitorizé el perfil FC de rBDD-FVIII para su
actividad de plasma después de la inyeccion. Debido a la corta semivida in vivo de los fragmentos D'D3, tres horas
después de la co-inyeccion inicial, se administrd otra dosis de D'D3 mediante la misma via para mantener un nivel
en plasma de D'D3 deseable.

Para analisis FC, se obtuvo muestra de plasma mediante extraccién de sangre retro-orbital 5 min, 30 min, 1 hora, 2
hora, 4 horas y 6 horas después de la inyeccién, se analizé la actividad de FVIIl en plasma y el nivel de antigeno de
D'D3 por ensayo cromogénico de FVIIl y ELISA de VWF.

Como se muestra en la Figura 11 y la Tabla 10, el monémero D'D3 prolongé la semivida de rBDD-FVIIl 2,5 veces y
mejord su recuperacion en 1,8 veces. El dimero D'D3 prolongé la semivida de rBDD-FVIIl en 4,1 veces y mejoré su
recuperacion en 3,5 veces. También se observaron el tiempo de residencia medio mejorado, eliminaciéon y ABC de
ambas de las isoformas de D'D3. El dimero D'D3, sin embargo, logré mejores resultados en todos los parametros FC
en comparacién con su forma de monémero.

En resumen, la co-inyeccion de D'D3 de longitud completa protege FVIII de su via de eliminacién, como se muestra
en el perfil FC mejorado de rBDD-FVIII. El posible valor clinico de este hallazgo necesita ser evaluado méas a fondo.

Tabla 10: Pardametro FC de BDD-FVIII en ratones DKO FVIII-VWF cuando se co-administran con fragmentos D'D3

Aumento | Aumento de
en veces veces de
de Tie recuperacion

Recuperacion | Tiz2 | MRT Cl Vss ABC_D

Tratamiento de 5 min (%) (h) (h) (mL/h/kg) (mL/kg) (h*kg*mU|/mL/mU|)

rBDD-FVIII 25 0,23 | 0,24 | 407,72 133,14 0,0025

rBDD-FVIII

VWF-002 44 0,57 | 0,58 151,93 124,63 0,0066 2,5 1,8
rBDD-FVIII

VWF-010 87 0,95 | 0,98 71,48 97,54 0,014 4,1 3,5

Ejemplo 10. El monémero D'D3 sintetizado con dominio D1D2 y su isoforma de dimero tiene la misma
actividad de proteccion de FVIIl y ademas prolongaron la semivida de FVIIIFc en ~4 veces en ratones DKO
FVIII-VWF (Figura 12)

Para cuantificar la capacidad de proteccion de FVIII de los dominios D'D3 y determinar si la dimerizacion de D'D3 es
necesaria para su actividad de proteccién de FVIII, se administré cada una de dos construcciones de ADN (es decir,
VWF-025 (que contiene la secuencia de ADN que codifica D1D2D'D3) y VWF-029 (que contiene ADN de coddn de
D1D2D'D3 con mutacion C336A y C379A)) en ratones DKO FVIII/VWF por inyeccion hidrodinamica. Esta inyeccion
produjo expresion de dimero D'D3 (VWF-025) o monémero (VWF-029) en los ratones DKO FVIII/VWF. En el dia 5
después de la inyeccién hidrodindmica, se administré6 una dosis intravenosa unica de rFVIIIFc a 200 Ul/kg, y se
recogieron muestras de plasma 5 min, 4, 8,16, 24, 31, 40, 55, 66 horas después de la inyeccién IV de rFVIlIFc. Se
usé un estudio FC de rFVIIIFc que se realiz6 en ratones DKO FVIII-VWF sin tratamiento previo a la misma dosis
como nivel inicial de la semivida de rFVIlIFc. Se analizé la actividad de FVIII en plasma por un ensayo cromogénico
de FVIIl. Se midié el nivel de D'D3 en plasma por ELISA de VWF, y se analizo6 el perfil FC de rFVIIIFc usando el
programa WinNonlin.

Como se muestra en la Tabla 11 y la Figura 12, con los fragmentos D'D3 de VWF en la circulacion, la recuperacion
inicial de rFVIIIFc aumentd desde 42 % hasta 75 % con el dimero D'D3 y 60 % con el monémero D'D3. También
aumenté la T12 de rFVIIIFc desde 2,5 horas hasta 9,3 horas y 9,2 horas, respectivamente. Similar a T1/2, también se
observaron tiempo de residencia medio, eliminaciéon y distribucion de volumen mejorados de los ratones que
expresan monomero y dimero D'D3. En general, los presentes inventores observan mejoras de aproximadamente 8
veces en la semivida de rFVIIIFc y mejoras de 6 veces en ABC en tanto los ratones que expresan el monémero D'D3
como el dimero. Al igual que con su isoforma de dimero, el monémero D'D3 de VWF de longitud completa que se

89




10

15

20

25

30

35

40

ES 2753124713

sintetiz6 con el propéptido (D1D2) de VWF es suficiente para proporcionar el efecto de proteccién completa de FVIII
como la molécula de VWF de longitud completa.

En ratones DKO FVIII/VWF, WT-FVIII tiene una T12de 0,25 h. La tecnologia de fusién de Fc aumentd la T12de FVIII
a 1,2 horas, que es un aumento de aproximadamente 4,8 veces. Cuando se combiné la tecnologia de fusion de Fc
con los dominios D'D3, T12 de FVIII aumento6 hasta 9,3 horas (dimero D'D3) y 9,2 horas (monémero D'D3), que son
aumentos de aproximadamente 37 veces en total. (Tabla 10) Este resultado demostro el efecto sinérgico de la fusién
de Fcy el fragmento D'D3 de VWF sobre la prolongacion de la semivida de FVIII.

Tabla 11: Parametro FC de rFVIIIFc con/sin fragmento D'D3 en circulacion sanguinea

L AUC D Aumento Aumento de
. Recuperacion | Ti2 | MRT Cl Vss —
Tratamiento : h*kg*mUl/ en veces veces de
de 5 min (%) (h) (h) (mL/h/kg) | (mL/kg) (mLQ/;mUI) de Ti/o ABC D
rEVIIIFc 43 1,2 | 0,76 39,5 67,0 0,025
rEVIIIFc
VWF-025 75 9,3 | 11,1 6,1 67,6 0,164 7.8 6,6
rEVIIIFc
VWE-029 60 9,2 | 11,3 6,7 75,7 0,149 7,7 6,0

Ejemplo 11: FC de heterodimero FVIII-VWF en ratones HemA

Se probara el perfil FC de los candidatos a cabeza de serie del heterodimero FVIII-VWF (tal como FVIII-155/VWF-
031) en ratones HemA para evaluar su capacidad de proteccion de FVIII de VWF endégeno y su capacidad para
prolongacién de la semivida de FVIII.

Se trataran ratones HemA con una dosis intravenosa Unica de los candidatos a cabeza de serie a 200 Ul/kg,
entonces se recogeran muestras de plasma 5 min, 4 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h, 96 h'y 120 h, se probara la actividad en
plasma por ensayo cromogénico de FVIII, y se calculara la semivida de la varianza de FVIII por el programa
WinNonlin.

En una configuracion éptima de heterodimeros FVIII/VWF, la unién de FVIIl a VWF endbgeno sera completamente
inhibida, para lo que la semivida inicial de rFVIII disminuira desde 7,6 h hasta 0,25 h, como se muestra en el Ejemplo
7. Cuando el fragmento D'D3 se asocié no covalentemente a FVIIl, se observd un beneficio de semivida de
aproximadamente 8 veces (Ejemplo 9). En los candidatos a cabeza de serie del heterodimero FVIII/VWF, el
fragmento de VWF se asocia covalentemente a la molécula de FVIII, podria ser capaz de lograrse mejor proteccion
de FVIII. La invencidn de la presente solicitud abrié la posibilidad de prologar mas la semivida de FVIII mas alla del
techo de dos veces, con la combinacion de las tecnologias de prolongacién de la semivida disponibles, los pacientes
HemA podrian esperar una mejor varianza de FVIII de accion prolongada en el futuro cercano.

Se probo el perfil FC de FVIII-155/VWF-031 en ratones HemA y DKO FVIII/VWF para evaluar la capacidad del
fragmento D'D3 para proteger el resto de FVIIIl de VWF endogeno. Se trataron ratones HemA o DKO FVIII/VWF con
una dosis intravenosa Unica de FVIII-155/VWF-031 a 200 Ul/kg, entonces se recogieron muestras de plasma 5 min,
8 horas, 24 horas y 48 horas después de la dosis. Se probé la actividad de FVIII de la muestra de plasma por un
ensayo cromogénico de FVIII, y se calculé la semivida de FVIII-155/VWF-031 usando el programa WinNonlin.

Se detectd union gravemente alterada a VWF inmovilizado por interferometria de biocapa (Figura 15, Octet; ForteBio
Inc., Menlo Park, CA) para FVIII-155/VWF-031 en comparacion con rFVIIIFc y rFVIII. Esto muestra que el dominio
D'D3 en la molécula habia bloqueado satisfactoriamente la uniéon de FVIII a moléculas nativas de VWF. Por tanto, se
esperaba semivida de rFVIII-155/VWF-031 similar en las dos cepas de raton diferentes. Los resultados del estudio
se enumeran en la Figura 16 y la Tabla 12A. Como se predijo, rFVIII-155NWF-031 tuvo perfil FC comparable en
tanto ratones HemA como DKO FVIII/VWF, que indica que la semivida del heterodimero FVIIIFc/VWF es
independiente de la semivida de VWF enddgeno. Los resultados muestran que la inhibicién de la interaccién entre
rEVIIIFc con VWF enddgeno por los dominios D'D3 de VWF permite la eliminacién del techo de semivida de FVIIl y
abre la posibilidad de prolongar la semivida de FVIII mas alla de la semivida que puede lograrse sin los dominios
D'D3 de VWF (aproximadamente dos veces de FVIII no mutante).
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Tabla 12A. FC de FVIII-155/VWF-031 en ratones DKO FVIII/VWF y ratones HemA

. Recuperacién de 5 Tie MRT Cl Vss ABC D
Tratamiento min (%) (h) () | (mlihkg) | (mlskg) (h*kg'mUl/mL/mUI)
FVIII-155/VWF-031
KO 49 99 | 69 11,6 80,5 0,09
FVIII-155/VWF-031
oA 69 10,8 | 707 11,9 92,1 0,08

Se evalud la capacidad protectora de FVIII de los dominios D'D3 comparando ti2 de FVIII-155/VWF-031 con FVIIIFc
en ratones DKO FVIII/VWF. Después de una Unica administracién IV, se recogieron muestras de sangre a los 5 min,
8 horas, 24 horas y 48 horas para FVIII-155/VWF-031, y a los 5 min, 1 horas, 2 horas, 4 horas, 6 horas y 8 horas
para FVIlIFc. Se probé la actividad de FVIII de la muestra de plasma por un ensayo cromogénico de FVIII, y se
calculd la semivida de FVIII-155/VWF-031 usando el programa WinNonlin.

La Figura 16B y la Tabla 12B muestran un perfil FC significativamente mejorado para FVIII-155/VWF-031 en
comparacién con rFVIIIFc en ratones DKO: aumento de aproximadamente 6 veces en tiz; y aumento de
aproximadamente 5 veces en la eliminacion y ABC. Este resultado demuestra que el dominio D'D3 en el
heterodimero FVIIIFc/VWF protege el resto de FVIII de algunas vias de eliminacién, proporcionando asi alguna de la
proteccion normalmente proporcionada por VWF de longitud completa. Esta conclusion también se confirma en
ratones HemA. Cuando se compara con rFVIlIFc en ratones HemA, rFVIII-155/VWF-031 ha mostrado t12 mas corta
y menor ABC, que significa en esta configuraciéon que los dominios D'D3 (VWF-031) previenen satisfactoriamente la
unién de la proteina FVIII (rFVIII-155) a VWF enddgeno, que tiene propiedades de prolongacion de la semivida hasta
cierto grado, asi como una propiedad limitante de la semivida de FVIIl. VWF de longitud completa tiene 250 kDa, y
forma multimeros de forma que VWF enddgeno puede tener hasta 2 MDa, y por tanto esta de acuerdo con esta
hipétesis de que la regién D'D3 de VWF de 55 kDa no proporciona la misma protecciéon normalmente proporcionada
por el VWF enddégeno mucho mas grande en este contexto. Puesto que el fragmento de VWF previene que VWF
enddgeno se una a rFVIII-155/VWF-031, en esta construccion particular, la semivida disminuye en el ratén HemA.
Por tanto, los resultados en la Tabla 12B indican que la molécula de rFVIII-155/VWF-031 es capaz de prevenir que el
prolongador de la semivida de FVIII (VWF enddgeno) se una a rFVIII-155/VWF-031. Sin embargo, el experimento
muestra que el retirar el factor limitante de la semivida de FVIII ha abierto la posibilidad de prolongar una semivida
de la proteina FVIII més alla de las 1,5 veces o 2 veces mostradas previamente. Cuando FVIII se combina con otros
elementos de prolongacion de la semivida como se muestra en la Figura 4, se podria conseguir un logro del techo de
prolongacién de la semivida de 2 veces de FVIII.

Tabla 12B. FC de FVIII-155/VWF-031 y FVIIIFc en ratones DKO FVII/VWF

Tratamiento Recuperacion T MRT Cl Vss ABC_D

de 5 min (%) (h) (h) (mL/h/kg) (mL/kg) | (h*kg*mUl/mL/mUI)
DKO FVIIIFc 43 1,6 1,9 63,9 123,2 0,02
DKO FVIII-155NWF-031 49 9,9 6,9 11,6 80,5 0,09
Aumento en veces 6,2 3,6 55 4.5
HemA FVIII-155NWF-031 69 10,8 7,7 11,9 92,1 0,08
HemA FVIlIFc 86 16,4 20,3 2,9 57,7 0,35

Ejemplo 12: Optimizacion del conector de D'D3-Fc del heterodimero FVIII/D'D3 (Figura 13)

Para permitir que rFVIlIFc escape de la via de eliminacion de VWF y elimine el techo de prolongacién de la semivida
de FVIII de 2 veces, el fragmento de D'D3 de VWF se ha incorporado en la molécula de rFVIlIFc (Figura 2), dando
como resultado un heterodimero FVIIIFc/VWF. Para eliminar la interaccion entre rFVIIIFc y VWF enddégeno y
maximizar el potencial de proteccion de D'D3 FVIII, se ajustd el conector entre el dominio D'D3 y la regién Fc para
permitir la éptima unién a FVIII/D'D3. Un conector méas éptimo permitird que el dominio D'D3 tenga mayor proteccion
de FVIII que una construccion de conector menos 6ptima. Esto se puede probar por inyeccién hidrodinamica de las
construcciones de ADN en ratones DKO FVIII/VWF. Una construccion més éptima dard mayor expresion de
proteinas en estado estacionario del heterodimero FVIIIFc/D'D3.
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Se manipularon tres heterodimeros FVIIIFc/D'D3 diferentes (Figura 3, Ejemplo 3) para la seleccién éptima de
conectores. Los posibles conectores entre los dominios D'D3 y la region Fc se enumeraron en la Tabla 13. Se
administraron construcciones de ADN en ratones DKO FVIII/VWF por inyeccién hidrodinamica ("HDI") a 100
pg/ratén, y se recogieron muestras de plasma 48 h después de HDI. Se analiz6 la actividad de heterodimero
FVIIIFc/D'D3 en circulacion por un ensayo cromogénico de FVIIL.

El resultado del estudio se mostré en la Figura 13. 48 horas después de HDI, se alcanzaron niveles de expresion
similares por FVIII-064 y FVIII-159, que indica que el conector de 20 aa y el conector de 35 aa promueven nivel
similar de interaccion FVIII/D'D3. Por otra parte, FVIII-160 mostr6 expresion significativamente mas alta que FVIII-
064, que significa que el conector de 48 aa permite mejor uniéon a FVIII/D'D3 en comparacion con los conectores de
20 aay 35 aa.

Un conector 6ptimo entre el fragmento de VWF y la regién Fc es uno de los elementos clave del heterodimero
FVIIIFc/VWEF. Encontrar el mejor conector permitira la interacciéon 6ptima entre FVIII y el fragmento de VWF,
prevendra la unién de FVIII a VWF enddgeno, permitira que FVIII escape de la via de eliminacién de VWF, y
prolongara la semivida de FVIIl mas alla de la semivida de VWF en plasma.

Tabla 13: Diferentes conectores entre D'D3 y fragmento Fc

Construccién de ADN Conector entre D'D3 y Fc

FVIII-064 (SEQIDNO:92) | 20aa=IDGGGGSGGGGSLVPRGSGG

FVII-159 (SEQIDNO:93) | 35aa=1SGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRG
SGG

FVIII-160 (SEQIDNO:94) | 482a=15GGGGSGGGGSGGAGGSGOGGGSGGAGAGSAGAAGSs
LVPRGSGGGGSGGGGS

Ejemplo 13: Estabilidad de FVIIl de cadena sencilla

La proteina FVIII de cadena sencilla podria ser mas estable que su isoforma de cadena dual. Para probar esta
hipétesis, se hicieron dos construcciones de ADN: FVIII-136 (FVIIIFc procesable con el dominio D'D3) y FVIII-148
(FVIlIFc de cadena sencilla (SC) con el dominio D'D3, que contiene la mutacién R1645A/R1648A para prevenir la
escision entre la cadena pesada y cadena ligera de FVIII).

Se administraron ambos plasmidos en ratones DKO FVIII/VWF por inyeccién hidrodinamica. Se recogieron muestras
de plasma 24 h y 48 h después de las inyecciones para medir el nivel de expresion de las dos isoformas de
FVIIIFc/D'D3. Como se muestra en la Figura 14, en ambos puntos de tiempo, se observd una tendencia de mejor
expresion por la construccion de SC-FVIIIFe/D'D3 (FVIII-148) (p=0,12, p=0,19), indicando que FVIII de cadena
sencilla podria ser mas estable o expresarse mejor que su isoforma de cadena doble (FVIII-136). El perfil FC de las
dos isoformas de FVIIl y se investigaran adicionalmente sus niveles de expresién en cultivo celular. La isoforma de
FVIII de cadena sencilla podria ser posiblemente usada para sustituir la isoforma de cadena doble convencional para
lograr mejor produccion de proteinas y mejor semivida de FVIII in vivo.

Ejemplo 14. PEGilacion

Se pueden unir una o mas moléculas de polietilenglicol (PEG) dentro de cualquier region de la proteina FVIII, el
fragmento de VWF, o ambos. Como FVIII no tiene una cisteina libre en su superficie basandose en la estructura
cristalina (PDB:2R7E, Shen et al., Blood 111:1240 (2008); PDB:3CDZ, Ngo, Structure, 16:597-606 (2008)), un
enfoque es insertar un péptido que contiene cisteina (por ejemplo, GGGSGCGGGS) (SEQ ID NO: 107) en o
asociarlo a la proteina FVIII, el fragmento de VWF, o ambos. Las moléculas de PEG que contienen maleimida se
pueden conjugar entonces especificamente con la cisteina introducida sobre la proteina FVIII recombinante.
Brevemente, la proteina FVIII recombinante que contiene la insercion de Cys se puede construir por tecnologia
molecular convencional, y la proteina FVIII recombinante expresada en el sistema de expresion en mamifero (por
ejemplo, células HEK293, CHO, BHK21, PER.C6, y CAP) se puede purificar por cromatografia de afinidad y de
intercambio iénico. La proteina FVIII recombinante purificada se reduce por Tris(2-carboxietil)fosfina (TCEP) para
exponer el grupo tiol de la cisteina introducida y luego reacciona con maleimida-PEG. La proteina FVIII
recombinante resultante se prueba para actividad procoagulante y semivida prolongada.

PEG se une a al menos una de las localizaciones desveladas en la solicitud de EE. UU. N2 61/670.553, u otros sitios
de insercion adecuados. La actividad de FVIII de la proteina FVIII recombinante PEGilada se analiza usando un
ensayo cromogénico de FVIIl. La FC de la proteina FVIII recombinante PEGilada se analiza en ratones HemA y
ratones DKO FVIII-VWF como se ha descrito anteriormente.
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Ejemplo 15: Estabilidad de FVIIl en plasma de HemA y de inactivacion doble (DKO) de FVIII/VWF

Se probd la estabilidad en plasma de diferentes fusiones de FVIIIFc en plasma de HemA o de inactivacién doble
(DKO) de FVIII/VWEF. Para el ensayo de estabilidad, se incubaron 5 Ul/mL de diversas proteinas FVIIIFc con o HemA
de ratén o plasma DKO a 37 °C. Se recogieron las alicuotas en diferentes puntos de tiempo para medir la actividad
por ensayo cromogénico de FVIIl. Se midi6 la actividad en cada punto de tiempo por duplicado y se representé la
actividad promedio en funcion del tiempo.

Para el ensayo de inmunoprecipitacion de FVIIIFc, se incubaron 5 pug de FVIIIFc con o 250 pl de PBS o plasma de
raton DKO durante 24 horas a 37 °C. Se inmunoprecipité FVIIIFc afadiendo 5 pg anticuerpo policlonal de oveja anti-
FVIII (ab61370) durante 1 h a temperatura ambiente y 100 pl de perlas de proteina A. Después de 4x lavados de 1
mL de PBS, las perlas se resuspendieron en 50 pl de 1x tamp6n reductor de SDS-PAGE. Después de hervir, se
cargaron 20 pl de muestra (es decir,~ 1 ug de FVIIIFc) sobre 4-15 % de gel sin tincién Bio-Rad. Se obtuvieron
imagenes de gel por el sistema Bio-rad, seguido por analisis western con anticuerpo anti-cadena pesada de FVIII
(GMAO012).

La actividad de FVIIIFc (molécula de FVIII de cadena doble, que tiene cadenas pesadas y ligeras de FVIII
separadas, mantenidas juntas por interacciones no covalentes) disminuye con el tiempo en tanto plasma de HemA
como de DKO (Figura 18A). Debido a la ausencia de proteccion mediada por VWF, la pérdida en la actividad de
FVIIIFc fue mas pronunciada en plasma de DKO. Esta pérdida en la actividad de FVIII fue principalmente debida a la
disociacion o degradacion de la cadena pesada de FVIII (HC). Se observé una reduccion de aproximadamente 75 %
de reduccion en cadena pesada de FVIIIFc después de una incubacion de 24 h en plasma de DKO (Figura 18B). No
se observo reduccion significativa ni para la cadena ligera (LC) (datos no mostrados) ni FVIIIFc no procesado/de
cadena sencilla (es decir, molécula FVIII en la que la cadena ligera y cadena pesada se mantiene todavia juntas
covalentemente- banda superior en la imagen de gel) (Figura 18B).

Como VWF se propone para aumentar la estabilidad de FVIII in vivo, los presentes inventores probaron si la proteina
quimérica - heterodimero FVII-VWF (FVIII155:VWF31, que tiene D'D3 de VWF covalentemente unido a FVIII
mediante Fc) era mas estable en plasma de HemA y DKO. A partir de los datos de estabilidad en plasma mostrados
en la Figura 19, la presencia de D'D3 aumenté la estabilidad de FVIIIFc, tanto en plasma de HemA como de DKO.
Se us6 FVIIIFc de cadena sencilla sin D'D3 como control en estos experimentos (SCFVIII). A partir de la Figura 19,
el FVIIl de cadena sencilla era méas estable que FVIIIFc de cadena doble; sin embargo, la presencia de D'D3
aumenté significativamente mas la estabilidad en plasma de la molécula de FVIIIFc de cadena sencilla. Esto sugiere
que D'D3 estabiliza FVIIl, no solo manteniendo la cadena pesada y ligera juntas, sino también mediante algunos
otros mecanismos desconocidos.

Ejemplo 16: Uso de furina/PACE para procesamiento de VWF

VWF es una proteina unica en el sentido de que contiene un pro-péptido muy grande (es decir, dominio D1D2 de
VWF, ~85 kDa). El pro-péptido de VWF sirve de chaperona interna para el apropiado plegamiento de la molécula de
VWF. Se probaron dos enzimas para el procesamiento de VWF - PC5 y furina (PACE). Se co-transfectd
transitoriamente la construccion de VWF031 (D1D2D'D3Fc) en células HEK293 con diversas concentraciones de o
PC5 o PACE. Después de cuatro dias, se recogio el medio de cultivo de tejido y se someti6 a captura de proteina A.
Incluso a una concentracion mas baja (2,5 %), la furina (PACE) fue mas eficiente que 10 % de PC5, en eliminar el
pro-péptido (D1D2) de D'D3Fc (Figura 20). La retirada de D1D2 es importante, ya que la presencia de D1D2
participa en la prevencién de la interaccion de D'D3 con FVIII.

Ejemplo 17: El fragmento de VWF en heterodimero FVIII-VWF previene la interaccion de FVIIl con VWF de
longitud completa

Se us6 un instrumento Octet de ForteBio para probar que la construccion de FVIII el heterodimero 155/VWF31 se
une a VWF de longitud completa (Figura 21A). Para el ensayo de unién, se captur6 VWF de longitud completa
usando sensor de APS, seguido por el bloqueo con 1 % de BSA. Después del bloqueo, se probaron diferentes
construcciones de FVIII para la unién de VWF. Como se predice, se unieron fuertemente FVIII no mutante y FVIIIFc
a los sensores de VWF. FVIII Y1680F mutante, que se conoce por tener baja o ninguna afinidad por VWF, mostré
uniéon de VWF significativamente reducida. El heterodimero FVIII155/VWF31 no se uni6é en absoluto a VWF de
longitud completa, confirmando la proteccién de FVIIl con D'D3 en el heterodimero FVIII-VWF.

Se realiz6 el mismo experimento en orientacién inversa para determinar si la porcién de D'D3 en el heterodimero
FVIII-VWEF podia interaccionar con otras moléculas de FVIII no covalentemente unidas a D'D3. Como se muestra en
la Figura 21B, la construccion de VWF31 (D'D3Fc) sola, cuando se inmoviliza sobre el sensor de proteina G, se
puede unir fuertemente a FVIII, sin embargo D'D3 en el heterodimero FVIII155:VWF31 no mostrdé ninguna unién a
FVIII. Se us6 la proteina G sola con FVIII como control. Estos experimentos de unién confirmaron que D'D3 en el
heterodimero puede interaccionar con solo una molécula de FVIII que se une covalentemente a ella y previene que
FVIIl interaccione con moléculas de VWF no mutante de longitud completa.

Para determinar la afinidad de union exacta de VWF D'D3 por la molécula de FVIII, se realizaron experimentos de
resonancia plasmatica superficial con VWF031 (Figura 22). Se capturd la construccion VWF031 (D'D3Fc) usando
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IgG anti-humana y se pas6 FVIII de dominio B delecionado sobre chip que contenia D'D3Fc. Se observé una Ko de
aproximadamente 10 nM para FVIII. Esta afinidad es aproximadamente 25 veces mas baja en comparacién con la
molécula de VWF no mutante de longitud completa y es similar a lo que se informa previamente en la bibliografia.

Ejemplo 18: Efecto de la diferente longitud de conector entre D'D3 y Fc sobre la actividad de heterodimero y
FC

Para comprobar si variar la longitud de conector escindible de trombina entre D'D3 y Fc tiene algun efecto sobre la
FC y actividad del heterodimero FVIII-VWF, se co-expresaron diferentes construcciones de VWF junto con FVIII 155.
Se probaron tres construcciones de longitudes de conector diferentes enumeradas en la Tabla 14A (VWF031,
VWF035 y VWF036). Se mezcl6 cada plasmido con el plasmido FVIII155 (Ejemplo 5) y se transfecté en células
HEK293. El dia cuatro después de la transfeccion, se recogié el medio de cultivo celular y se concentr6 hasta
10 Ul/mL de actividad cromogénica de FVIII.

Entonces se administr6 medio concentrado de células en ratones DKO FVIII/VWF de 8-12 semanas de edad a
100 UI/10 mL/kg de dosis. Se recogieron muestras de plasma a los 5 min, 8 h, 16 h, 24 h, 32 h y 48 h después de la
dosis. Se analiz6 la actividad de FVIII de las muestras de plasma por ensayo cromogénico de FVIIl y se calculd la
semivida usando el programa WinNonlin-Phoenix.

Como se muestra en la Figura 23, cuando la longitud de conector entre D'D3 y el fragmento Fc aument6 desde 48
aa hasta 73 aa 0 98 aa, la semivida del heterodimero FVIIIFc/VWF correspondiente aumenté y alcanz6 12,2 hy 13,3
h respectivamente. Esto representa un aumento de 1,5 a 1,6 veces con respecto a la variate de 48 aa de longitud.
Hasta la fecha, el conector de 98 aa es el conector mas éptimo para utilizar la actividad de proteccién de FVIII del
fragmento D'DS3, y se incorporara en el heterodimero FVIIIFc/VWF para mejorar més su semivida.

Para comparar el efecto del conector sobre la actividad de FVIIl, se realizaron ensayo cromogénico de FVIIl y de
aPTT en medio de cultivo de tejido de células que expresan diferentes heterodimeros FVII-VWF. Aunque la
actividad de aPTT era 2 veces reducida en comparacién con la actividad cromogénica para construcciones
heterodimeras, no se observé diferencia significativa entre diversos conectores, excepto cuando el conector también
contenia un sitio PAR1 proximo al sitio de trombina (Tabla 14B).

Tabla 14A. Secuencia de conector variable entre VWF D'D3 y Fc

Construccién de ADN Conector entre D'D3 y Fc

WRaa=18G0CGGESGOGEGSGGGGESGOGEGSGGGGESAGGGGSLY
PRGSGOGGGSGGGGS (SEQIDNO:935)

VWFO031

73aa=-1SG G0 GSGGGGSGGGGSG0GGSGGGGSGGGGSGAGG
VWF035 GSGGGGSGGGGSGGGGSGGGGSLVPRGSGGGGSGGGG
S (SEQ 1D NO: 96)

PWaa=I SGCGGEGSGEGEGGESGGEGGESGEGAEAESGGEGGSGAGEGSAGAGG
VWF036 GSGGGOGSGGEG6SGGGGSGGGAGSGG6AGGSGGAGGSGAGGGES
GGGGSGGOGGSLVYVPRGSGGGGSGGGAQS(SEQIDNO: 97)

Tabla 14B: Actividad de heterodimero con diferente longitud de conector

ID de Descripcién de Longitud de conector Cromogénico Ul/mL | aPTT Ul/mL | Cromogénico/aPTT
muestra muestra entre D'D3 y Fc (aa)
1 152\:\'}{/\7;15 20 1,81 0,85 2,14
2 (seW a1 48 2,32 1,05 2,21
3 (5B 35 2,21 1,02 2,16
4 152\:\'}{/\7;35 73 2,65 1,24 2,14
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ID de Descripcién de Longitud de conector Cromogénico Ul/mL | aPTT Ul/mL | Cromogénico/aPTT
muestra muestra entre D'D3 y Fc (aa)
FVIIl Fc
5 155+VWF36 98 2,75 1,11 2,47
FVII Fc .
6 155+ VWF39 26 (trombina+PART1) 1,85 1,21 1,53

Ejemplo 19: Unién de FVIII con fragmento de VWF usando enzima sortasa

En otro aspecto, un fragmento de VWF (por ejemplo D1D2D'D3 o dominio D'D3) se une a FVIIl usando el método de
unién de proteinas in vitro mediado por sortasa. En un ejemplo, se introdujo el motivo de reconocimiento de sortasa
A (LPXTG) de Staphylococcus aureus en el extremo C del fragmento de VWF y resto Gly(n) en el extremo N de FVIII
(donde el numero de restos de glicina es variable). La molécula de FVIII usada pueden ser o de cadena sencilla o de
cadena doble. La reaccion de trans-peptidacion catalizada por sortasa unira covalentemente el fragmento de VWF a
FVIII. También se pueden usar la orientacion inversa del motivo de reconocimiento para unir estas dos proteinas,
donde los presentes inventores tienen FVIII en el extremo N con motivo LPXTG y fragmento de VWF en el extremo
C con Gly(n) (véase la Figura 24- ejemplo de unién de sortasa para referencia). El motivo LPXTG y los restos de
glicina se pueden sustituir con otras secuencias de reconocimiento de sortasa.

También se preparé el fragmento de VWF que contiene la proteina de fusion de secuencia de reconocimiento de
sortasa A-Fc. Para construcciones de fusion de Fc, se fusioné el fragmento D1D2D'D3 de VWF con la regién Fc de
IgG mediante un conector GS que contenia una secuencia de reconocimiento de sortasa y un sitio de escision de
trombina (Tabla 15 y 16). Una vez se expresa y purifica la proteina en columna de proteina A, la region Fc se
pueden retirar por escision de trombina. El fragmento de VWF resultante con el sitio de reconocimiento de sortasa A
se puede usar entonces para la ligacién con molécula de FVIII (Figura 24 - Ejemplo de unién de sortasa para
referencia - fila E).

pSYN-VWF-051 tiene un conector de 54 aminoacidos con sortasa y sitio de trombina entre el fragmento de VWF y la
region Fc. Se encargé la sintesis de fragmento de ADN que codifica el conector de 54 aminoacidos (ISGGGGSGGG
GSGGGGSGGG GSGGGGSGGG GSLPETGALR PRVVGGGGSG GGGS) (SEQ ID NO: 98) y una porcion de la
region Fc (Secuencia de Genewiz N® 10-210746313, mostrada a continuacion). Se subcloné un fragmento de la
construccion de Genewiz en pSYN-VWF-031 digerido con EcoRV/RsRII.

Secuencia de Genewiz N2 10-210746313 (SEQ ID NO: 99)

AGGAGCCGATATCTGGCGGTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGCGGTGGAGGTTCCGGCG
GTGGAGGTTCCGGTGGCGGGGGATCCGGTGGCGGGGGATCCTTACCTGAAACTGGAGCCCTGCGGLCCCC
GGOTCOTCGGC GG TGGAGUTTCCGGTGGCGGGGGATCCGACAAAACTCACACATGCCCACCGTGCCCAG
CTCCAGAACTCCTGGGCGGACCGTCAGTCTT

La secuencia de pentaglicina de extremo N que contiene FVIII de cadena sencilla se muestra en la Tabla 17 y 18.

Tabla 15: Secuencia de nuclettidos de pSYN-VWF051 (D1D2D’D3Fc de VWF con motivo de reconocimiento de
sortasa A y conector escindible por trombina entre el fragmento de VWF y Fc) (SEQ ID NO: 100)

1 ATGATTCCTG CCAGATTTGC CGGGGTGCTG CTTGCTCTGG CCCTCATTTT
51 GCCAGGGACC CTTTGTGCAG AAGGAACTCG CGGCAGGTCA TCCACGGCCC
101 GATGCAGCCT TTITCGGAAGT GACTTCGTCA ACACCTTTIGA TGGGAGCATG
151 TACAGCTTTG CGGGATACTG CAGTTACCTC CTGGCAGGGG GUTGCCAGAA
201 ACGCTCCTTC TCGATTATIC GGGACTTCCA GAATGGCCAAGC AGAGTGAGCC
251 TCTCCGTGTA TCTTGGGGAA TTTTTTGACA TCCATTTGTT TGTCAATGGT
301 ACCGTGACAC AGGGGGACCA AAGAGTCTCC ATGCCCTATC CCTCCAAAGG
351 GCTGTATCTA GAAACTGAGG CTGGGTACTA CAAGCTGTICC GGTGAGGCCT
401 ATGGCTTTGT GGCCAGGATC GATGGCAGCG GCARCTTICA AGTCCTIGCTIG
451 TCAGACAGAT ACTTCAACAA GACCTGCGGG CTGTGTGGCA ACTTTAACAT
501 CTTTGCTGAA GATGACTTTA TGACCCAAGA AGGGACCTTG ACCTCGGACC
551 CTTATGACTT TGCCAACTCA TGGGCTCTGA GCAGTGGAGA ACAGTGGTGT
601 GAACGGGCAT CTCCTCCCAG CAGCTCATGC AACATCTCCT CTGGGGAAAT

95



651

701

751

801

851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
19851
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551

GCAGARGGGC
TTGCCCGCTG
GAGAAGACTT
CCTCCTGGAG
GCTGGACCGA
TATAGGCAGT
CARTGAAATG
GACAGCTCCT
GTGCATTCCG
CAACACCTGC
GTCCAGGGGA
AACAGATACT
TTGCCAGGAC
ATGACCGCGA
CTGCACAARCA
TGGCCAGGAC
ATACAGTGAC
GACTGGGATG
CGGGAAGACC
ACTTCCTTAC
AACGCCTGGA
CGATCCCTGC
GCGCGGTCCT
CCGCTGCCCT
CGGCCGCGAG
CGGGGAGAGG
AACTGCCCGA
GACCTGCCGC
TGGAGGGCTG
TGCGTGCCCA
GCCAGAAGAC
GCTTCATGCA
GCTGTCCTCA
TCGGCCCCCC
AAGGGCTCGA
AGCATGGGCT
TGAGAACAGA
AGGAGTATGC
TGTCGGGACC
CTCCACGATC
TGTTCCCCGG
AACCCTGGGA
CTCAGTGAAL
TTGAGCTGTT
ACTCACTTTG
CARRGCCCTC
TGAAGCAGAC
GGCATCCAGA
CCCTGTGGAC
CCAGAARAGT
ATGAAGCAGA
CTTCCAGGAC
GCATTTACGA
TGCGACACCA
GGTGACCTGG
LTCTCCGGGA
CCTGCCTGTC
GCAGTGTGTG
ATGAGCTTTT

ES 2753124713

CTGIGGGAGC
CCACCCTCTG
TGTGTGAGTG
TACGCCCGGA
CCACAGCGCG
GTGTGTCCCC
TGTCAGGAGC
GGATGAAGGC
GAAARGCGCTA
ATTTGCCGARA
GTGCCTTGTC
TCACCTTCAG
CACTCCTTCT
CGCTGTGTGC
GCCTTGTGRA
ATCCAGCTCC
GGCCTCCGTIG
GCCGCGGGAG
TGCGGCCTGT
CCCCTCTGGG
AGCTGCACGG
GCCCTCAACC
GACGTCCCCC
ACCTGCGGAA
TGCCTGTGCG
CGTGCGCGTC
ARGGCCAGGT
TCTCTCTCTT
CTTCTGCCCC
AGGCCCAGTG
ATCTTCTCAG
CTGTACCATG
GCAGTCCCCT
ATGGTCAAGC
GTGTACCARA
GTGTCTCTGG
TGTGTGGCCC
CCCTGGAGAR
GGAAGTGGARA
GGCATGGCCC
GGAGTGCCARG
CCTTTCGGAT
TGCAAGARAC
TGACGGGGAG
AGGTGGTGGA
TCCGTGGTCT
ATACCAGGAG
ACAATGACCT
TTTGGGAACT
GCCTCTGGRC
CGATGGTGGA
TGCAACAAGC
CACCTGCTCC
TTGCTGCCTA
AGGACGGCCA
GAACGGGTAT
ARGTCACGTG
GAGGGCTGCC
GCAGACCTGC

AGTGCCAGCT
GTGGACCCCG
TGCTGGGGGGE
CCTGTGCCCA
TGCAGCCCAG
TTGCGCCAGG
GATGCGTGGA
CTCTGCGTGG
CCCTCCCGGC
ACAGCCAGTG
ACTGGTCAAT
TGGGATCTGC
CCATTGTCAT
ACCCGCTCCG
ACTGAAGCAT
CCCTCCTGAA
CGCCTCAGCT
GCTGCTGGTG
GTGGGAATTA
CTGGCGGAGC
GGACTGCCAG
CGCGCATGAC
ACATTCGAGG
CTGCCGCTAC
GCGCCCTGGC
GCGTGGCGCG
GTACCTGCAG
ACCCGGATGA
CCAGGGCTCT
CCCCTGTTAC
ACCATCACAC
AGTGGAGTCC
GTCTCATCGC
TGGETGTGTCC
ACGTGCCAGA
CTGCCTCTGC
TGGARAGGTG
ACAGTGRAGA
CTGCACAGAC
ACTACCTCAC
TACGTZCTGG
CCTAGTGGGG
GGGTCACCAT
GTGAATGTGA
GTCTGGCCGG
GGGACCGCCA
ARAGTGTGTG
CACCAGCAGC
CCTGGARAGT
TCATCCCCTG
TTCCTCCTGT
TGGTGGACCC
TGTGAGTCCA
TGCCCACGTG
CATTGZGCCC
GAGGCTGAGT
TCAGCACCCT
ATGCCCACTG
GTTGACCCTG

96

TCTGAAGAGC
AGCCTTTTGT
CTGGAGTGCG
GGAGGGRATG
TGTGCCCTGC
ACCTGCCAGA
TGGCTGCAGC
AGAGCACCGA
ACCTCCCTCT
GATCTGCAGC
CCCACTTCAA
CAGTACCTGC
TGAGACTGTC
TCACCGTCCG
GGGGCAGGAG
AGGTGACCTC
ACGGGGAGGA
ARGCTGTCCC
CAATGGCAAC
CCCGGGTGGA
GACCTGCAGA
CAGGTTCTCC
CCTGCCATCG
GACGTGTGCT
CAGCTATGCC
AGCCAGGCCG
TGCGGGACCC
GGAATGCAAT
ACATGGATGA
TATGACGGTG
CATGTGCTAC
CCGGAAGCTT
RAGCAARRGGR
CGCTGACAAC
ACTATGACCT
CCCCCGGGCA
TCCCTGCTTC
TTGGCTGCAA
CATGTGTGTG
CTTCGACGGG
TGCAGGATTA
ARTAAGGGAT
CCTGGTGGAG
AGAGGCCCAT
TACATCATTC
CCTGAGCATC
GCCTGTGTGG
AACCTCCAAG
GAGCTCGCAG
CCACCTGCCA
AGAATCCTTA
CGAGCCATAT
TTGGGGACTG
TGTGCCCAGC
CCAGAGCTGC
GGCGCTATAR
GAGCCACTGG
CCCTCCAGGG
RRAGACTGTCC

ACCTCGGTGT
GGCCCTGTGT
CCTGCCCTGE
GTGCTGTACG
TGGTATGGAG
GCCTGCACAT
TGCCCTGAGG
GTGTCCCTGC
CTCGAGACTG
AATGAAGAAT
GAGCTTTGAC
TGGCCCGGGA
CAGTGTGCTG
GCTGCCTGGC
TTGCCATGGA
CGCATCCAGC
CCTGCAGATG
CCGTCTATGC
CAGGGCGACG
GGACTTCGGG
AGCAGCACAG
GAGGAGGCGT
TGCCGTICAGC
CCTGCTCGGA
GCGGLCTGCG
CTGTGAGCTG
CCTGCRACCT
GAGGCCTGCC
GAGGGGGGAC
AGATCTTCCA
TGTGAGGATG
GCTGCCTGAC
GCCTATCCTG
CTGCGGGCTG
GGAGTGCATG
TGGTCCGGCA
CATCAGGGCA
CACTTGTGTC
ATGCCACGTG
CTCAAATACC
CTGCGGCAGT
GCAGCCACCC
GGAGGAGAGA
GAAGGATGAG
TGCTGCTGGG
TCCGTGGTCC
GAATTTTGAT
TGGAGGAAGA
TGTGCTGACA
TAACARCATC
CCAGTGACGT
CTGGATGTCT
CGCCGCATTC
ATGGCAAGGT
GAGGAGAGGA
CAGCTGTGCA
CCTGCCCTGT
BAAATCCTGG
AGTGTGTGAG



3601
3651
3701
3751
3801
3851
3501
3951
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351
4401
4451
4501
4551

Tabla 16: Secuencia de proteinas de VWF051 (D1D2D’D3Fc de VWF con motivo de reconocimiento de sortasa A 'y
conector escindible por trombina entre el fragmento de VWF y Fc; el sitio de sortasa A mostrado en negrita)

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
501
G951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501

GTGGCTGGCC
TGACCCTGAG
GTGARGCCTG
GGATCCGGCG
CGGTGGCGGEG
TCGGCGGTGG
CCACCGTIGCC
CCCCCCARARA
CATGCGTGGT
TGGTACGTGG
GGAGCAGTAC
ACCAGGACTG
GCCCTCCCAG
CCGAGAACCA
AGAACCAGGT
ATCGCCGTGG
CACGCCTCCC
TCACCGTGGA
GTGATGCATG
GTCTCCGGGT

MIPARFAGVL
YSTAGYCSYL
TVTOGDORVS
SDRYFNKTCG
ERASPPSSSC
EKTLCECAGG
YRQCVSPCAR
VHSGKRYPPG
NRYFTFSGIC
LHNSLVKLEKH
DWDGRGRLLV
NAWKLHGDCO
PLPYLRNCRY
NCPRGOVYTLQ
CVPKAQCPCY
AVLSSPLSHR
SMGCVSGCLE
CRDREWNCTD
NPGTFRILVG
THFEVVESGR
GIONNDLTSS
MKQTHMVDSSC
CDTIARYAHV
PACQVTCQHP
VAGRRFASGK
GSGGGEGSGEEG
PPCPAPELLG
WYVDGVEVHN
ALPAPIFKTI
IAVEWESNGQ
VMHEALHNHY

ES 2753124713

GGCGTTTTGC
CACTGCCAGA
CCAGGAGCCG
GTGGAGGTTC
GGATCCTTAC
AGGTTCCGGT
CAGCTCCAGA
CCCARAGGACA
GGTGGACGTG
ACGGCGTGGA
BACAGCACGT
GCTGAATGGC
CCCCCATCGA
CAGGTGTACA
CAGCCTGACC
AGTGGGAGAG
GTGTTGGACT
CAAGAGCAGG
AGGCTCTGCA
AAATGA

CTCAGGARAG
TTTGCCACTG
ATATCTGGCG
CGGCGGTGGA
CTGRARCTGG
GGCGGGGGAT
ACTCCTGGGC
CCCTCATGAT
AGCCACGAAG
GGTGCATAAT
ACCGTGTGGT
AAGGAGTACA
GAAMACCATC
CCCTGCCCCC
TGCCTGGTCA
CAATGGGCAG
CCGACGGCTC
TGGCAGCAGG
CAACCACTAC

(SEQ ID NO: 101)

LALALILPGT
LAGGCQKRST
MPYASKGLYL
LCGNFNITFAE
NISSGEMOKG
LECACPALLE
TCQSLHINEM
TSLSRDCNTC
OYLLARDCOD
GAGVAMDGQD
KLSPVYAGKT
DLOKQHSDPC
DVCSCSDGRE
CGTPCNLTCR
YDGEIFQPED
SKRSLSCRPP
PEGMVRHENR
HVCDATCSTI
NKGCSHPSVK
YIILLLGKAL
NLQVEEDPVD
RILTSDVEQD
CAQHGEVVTH
EPLACPVQCV
KVTILNPSDPE
GSGGGGSGEE
GPSVFLFPPK
AKTKPREEQY
SKAKGQPREP
PENNYKTTPP
TOKSLSLSPG

LCAEGTRGRS
S1IGDFONGK
ETEAGYYELS
DDFMTQEGTL
LWEQCOLLES
YARTCAQEGM
COERCVDGCS
ICRNSQWICS
HSFSIVIETV
IQLPLLKGDL
CGLCGNYNGN
ALNPRMTRFS
CLCGALASYR
SLSYPDEECH
IFSDHHTMCY
MVKLVCPADN
CVALERCPBCF
GMAHYLTFDG
CKKRVTILVE
SYVHDRHLSI
FGHNSHKVSSO
CNKLVDPEPY
RTATLCPQSC
EGCHAHCPEG
HCQICHCDVY
GSLPETGALR
PKDTLMISRT
NSTYRVVSVL
OVYTLPPSRD
VLDSDGSFFL
K*

97

ARAGTCACCT
TGATGTITGTC
GTGGAGGTTC
GGTTCCGGTG
AGCCCTGCGG
CCGACARARC
GGACCGTCAG
CTCCCGGACC
ACCCTGAGGT
GCCAAGACAA
CAGCGTCCTC
AGTGCAAGGT
TCCAAAGCCA
ATCCCGGGAT
AAGGCTTCTA
CCGGAGAACA
CTTCTTCCTC
GGAACGTCTT
ACGCAGAAGA

STARCSLFGS
RVSLSVYLGE
CEAYGFVARI
TSDPYDFANS
TSYFARCHPL
VLYGWTDHSA
CPEGQLLDEG
NEECPGECLV
QCADDRDAVC
RIQHTVTASYV
QGDDFLTPSG
EEACAVLTSP
AACAGRGVRV
FACLEGCFCP
CEDGFMHCTM
LRAEGLECTE
HOGKEYAPGE
LEYLFPGECQ
GGEIELFDGE
SVVLKQTYQE
CADTRKYVPLD
LDVCIYDTCS
EERNLRENGY
KILDELLQTC
NLTCEACQEP
PRVVGGGGSG
PEVTICVVVDV
TVLHQDWLNG
ELTKNQVSLT
YSKLTVDKSR

TGARTCCCAG
AACCTCACCT
CGGTGGCGGG
GCGGGGGATC
CCCCGGGTCG
TCACACATGC
TCTTCCTCTT
CCTGAGGTCA
CAAGTTCAAC
AGCCGCGGGA
ACCGTCCTGC
CTCCAACARA
AAGGGCAGCC
GAGCTGACCA
TCCCAGCGAC
ACTACAAGAC
TACAGCAAGC
CTCATGCTCC
GCCTCTCCCT

DFVNTEFDGSM
FFDIHLEVNG
DGSGNFQVLL
WALSSGEQWC
VDPEPFVALC
CSPVCPAGME
LCVESTECPC
TGOSHFKSED
TRIVIVRLPG
RLSYGREDLOM
LAEPRVEDEG
TFEACHRAVS
AWREPGRCEL
PGLYMDERGD
SGVPGSLLPD
TCONYDLECM
TVKIGCNTCV
YVLVQDYCGS
VNVERPMEDE
KVCGLCGNED
SSPATCHNNI
CESIGDCAAF
EAEWRYNSCA
VDPEDCPVCE
L5GGGGSGGG
GGGSDRTHTC
SHEDPEVEFN
KEYKCEKVSNE
CLVKGFYPSD
WOOGNVESCS



Tabla 17: Secuencia de nucle6tidos de FVIII 265 (molécula de cadena sencilla de FVIII con pentaglicinas en el

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
8§01
851
901
951

1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1551
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1931
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2431
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801

ATGCAAATAG
CTTTAGTGGA
TGGAACTGTC
GACGCAAGAT
AGTCGTGTAC
ACATCGCTAA
CAGGCTGAGG
CCATCCIGTC
AGGGAGCTGA
ARAGTCTTCC
GARATGGTCCA
CTCATGTGGA
CTAGTATGTA
CAAMTTTATA
CAGARACARA
GCCTGGCCTA
AGGTCTGATT
TGGGCACCAC
CTTGTGAGGA
CCTTACTGCT
GTCATATCTC
GACAGCTGTC
GGAAGACTAT
TTGATGATGA
AAGCATCCTA
GGACTATGCT
AATATTTGARA
CGATITTATGG
GCATGRATCA
CACTGTIGAT
CCTCACGGAA
AGGTGTAARA
AATATAAATG
CGGTGCCTGA
AGCTTCAGGA
ATCAAAGAGG
TCTGTATITG
CTTTCTCCCC
CCTCCAACAT
TTGTCAGTTT
AGCACAGACT
ACAAAATGGT
ACTGICTTCA
CAACTCAGAC
GITGTGACARA
TCAGCATACT
TCAAAACCCA
CTCTTCAGTC
GARAATGAAGA
CCCCLGCAGC
AGAGGCTCTG
AGGGCTCAGA
ATTTACTGAT
ABRCATTTGGG
ATCATGGTAA
TAGCCTTATT
AAAMCTTTGT

ES 2753124713

extremo N) (SEQ ID NO: 102)

AGCTCTCCAC
GGAGGAGGAG
ATGGGACTAT
TTCCTCCTAG
AARRAGACTC
GCCAAGGCCA
TOTATGATAC
AGTCTTCATC
ATATGATGAT
CTGGTGGARC
ATGGCCTCTC
CCTGGTAARA
GAGAAGGGAG
CTACTITTIC
GAARCTCCTIC
AAATGCACAC
GGATGCCACA
TCCTGARAGTCG
ACCATCGCCA
CAARCACTCT
TTCCCACCAR
CAGAGGAACC
GATGATGATC
CARCTCTCCT
AARCTTGGGT
CCCTTAGTCC
CAATGGCCCT
CATACACAGA
GGAATCTTGE
TATATTTAAC
TCACTGATGT
CATTTGAAGC
GACAGTGACT
CCCGCTATTA
CUCATTGGCC
AARCCAGATA
ATGAGARACCC
AATCCAGCTC
CATGCACAGC
GUTTIGCATGA
GACTTCCTTT
CTATGARAGAC
TGTCGATGGA
TTTCGOAACH
GAARCACTGGT
TGCTIGAGTAA
CCAGTCTTGA
AGATCAAGAG
AGGAAGATTT
TUTCARAAGA
GGATTATGGC
GUGGCAGTGT
GGCTCCTTTA
CCTCCTCGGC
CTTTCAGARR
TCTTATGAGC
CAAGCCTAAT

CTGCTTCITT
GAGCCACCAG
ATGCAAAGTG
AGTGCCARARA
TGTTTGTAGA
CCCTGGATGG
AGTGGTCATT
CTGTTIGGIGT
CAGACCAGTC
CCATACATAT
ACCCACTGTG
GACTTGAATT
TCTGGCCAAG
CTGTATTIGA
ATGCAGGATA
AGTCAARTCGT
GGAAATCAGT
CACTCAATAT
GGCGTCCTITG
TGATGGACCT
CATGATGGCA
CCAACTACGA
TTACTGATTC
TCCTTTATICC
ACATTACATT
TCGCCCCCGA
CAGCGGATTG
TGAAACCIIT
GACCTTTACT
ARTCAAGCAR
CCGTCCTITG
ATTTTCCAAT
GTAGAAGATG
CTCTAGTITC
CTCTCCTCAT
ATGTCAGACA
AAGCTGGTAC
CAGTGCAZCT
ATCAATGGCT
GGTGGCATAC
CTGTCTTCTT
ACACTCACCC
ARACCCAGGT
CAGGCATGAC
CATTATTACG
ARRCAATCCC
AGGCCCATCA
GAAATTGACT
TGACATTTAT
AAACACGACH
ATGAGTAGCT
CCCTCAGTITC
CTCAGCCCTT
CCATATATAA
TCAGGCCICT
AAGATCAGAG
GAARCCARAR

98

CTGTGCCTTT
ARGATACTAC
ATCTCGGTGA
TCTTTTCCAT
ATTCACGGAT
GTCTGCTAGG
ACACTTALGA
ATCCTACTGG
ARAGGGAGAA
GICTGGCAGG
CCTTACCTAC
CAGGCCTCAT
GAAAAGACAC
TGAAGGGARA
GGGATGCTGC
TATGTAAACA
CTATTGGCAT
TCCTCGAAGG
GAAATCTCGC
TGGACAGTTT
TGGAAGCTTA
ATCAAAMAATA
TGAAATGGAT
ARATTCGCTC
GCTGCTGAAG
TGACAGAAGT
GTAGGAAGTA
ARGACICGIG
TTATGCGGAR
GCAGACCATA
TATTCAAGGA
TCTGCCAGGA
GGCCAACTAA
GTTAATATGG
CTGCTACARA
AGAGGAATGT
CTCACAGAGA
TGAGGATCCA
ATGTTTTTGA
TGGTACATTC
CTCTGGATAT
TATTCCCATT
CTATGGATTC
COCCTTACTG
AGGACAGTTA
ATTGAACCARA
GGCCGARATA
ATGATGATAC
GATGAGGATG
CTATTTTATT
CCCCACATGT
ARGRRAGTTG
ATACCGTGGA
GAGCAGAAGT
CGTCCCTATT
GCAAGGAGCA
CTITACTTTTG

TGCGATTCTG
CTGGGTGCAG
GCTGCCTGTG
TCAARCACCTC
CACCTTTTCR
TCCTACCATC
ACATGGCTITC
ARRGCTTCTG
AGRAGATGAT
TCCTGAAAGA
TCATATCTTT
TGGAGCCCTA
AGACCTTGCH
AGTTGGCACT
ATCTGCTCGG
GGTCTCTGCC
GTGATTGGARA
TCACACATTT
CRATAACTTT
CTACTGTTTT
TGTCAAARGTE
ATGAAGAAGC
GTGGTCAGGT
AGTTGCCAAG
AGGAGGACTG
TATAAANGTC
CAARARAAGTC
AAGCTATTCA
GTTGGAGACHE
TAACATCTAC
GATTACCAAR
GARAATATTCA
ATCAGATCCT
AGAGAGATCT
GAATCTGTAG
CATCCTGTTT
ATATACAACG
GCAGTTCCAAG
TAGTTTGCAG
TAAGCATTGG
ACCTTCAAAC
CTCAGGAGARA
TGGGGTGCCA
ARGCTTTCTA
TGAAGATATT
GAAGCTTCTC
ACTCGTACTA
CATATCAGTT
ARBATCAGAG
GCTGCAGTGG
TCTAAGAAAC
TTTTCCAGGA
GARCTARATG
TGAAGATAAT
CCTTCTATTC
GRACCTAGAA
GAARGTGCAR



2851
2901
25951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3931
4001
4051
4101
4151
4201
4251
4301
4351

Tabla 18: Secuencia de proteinas de FVIII 265 (molécula de cadena sencilla de FVIII con pentaglicinas en el extremo

51
101
151
201
251
301
351
401
451
501
551
601
651
701
751
801
851
501
51

1001
1051

1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451

CATCATATGG
TTTCTCTGAT
CCCTTCTGGT
GTGACAGTAC
AAGCTGGTAC
ETATCCAGAT
ATCAATGGCT
TCAAAGGATT
ATTCTATTCA
TATRALATGG
AATGTTACCA
AGCATCTACA
TGTCAGACTC
TACAGCTTICA
ATTATTCCGG
ATCAAGGTGG
GGGTGCCCGT
TGTATAGTCT
GGAACCTTAA
CAATATTTTT
CTCATTATAG
TTAAATAGTT
TGCACAGATT
CTCCTTCAAA
CCTCAGGTGA
AATGARAGTC
GCATGTATGT
TGGACTCTCT
RAGACTCCTITC
GCTACCTTCG
ATGGAGGTTC

ES 2753124713

CACCCACTAA
GTTGACCTGG
CTGCCACACT
AGGAATTTGC
TTCACTGAAR
GGAAGATCCC
ACATAATGGA
CGATGGTATC
TTTCAGTGGA
CACTGTACAA
TCCAAAGCTG
TGCTGGGATG
CCCTGGGAAT
GGACAATATG
ATCAATCAAT
ATCTGTTGGC
CAGRAGTTCT
TGATGGGAAG
IGGICTTCTT
AACCCTCCAA
CATTCGCAGC
GCAGCATGCC
ACTGCTTCAT
AGCTCGACTT
ATARTCCAAR
ACAGGAGTAR
GAAGGAGTTC
TTTTTCAGAA
ACACCTGTGG
AATTCACCCC
TGGGCTGCGA

AGATGAGTTT
AAARAGATGT
AACACACTGA
TCTGTTTTIC
ATATGGARAG
ACTTTTAAAG
TACACTACCT
TGCTCAGCAT
CATGTGTTCA
TCTCTATCCA
GAATTTGGCG
AGCACACTIT
GGCTTCTGGA
GACRAGTGGGC
GCCTGGAGCA
ACCRATGATT
CCAGCCTCTA
AAGTGGCAGA
TGGCAATGTG
TTATTGCTCG
ACTCTTCGCA
ATTGGGAATG
CCTACTTTAC
CACCTCCAAG
AGAGTGGCTG
CTACTCAGGG
CTCATCTCCA
TGGCAAAGTA
TGARACTCTCT
CAGAGTTGGG
GGCACAGGAC

GACTGCAAAG
GCACTCAGGC
ACCCTGCTCA
ACCATCTTTG
ARACTGCAGG
AGARATTATCG
GGCTTAGTAA
GGGCAGCAAT
CTGTACGARA
GGTGTTTTTG
GGTGGAATGC
TICTGGTGTA
CACATTAGAG
CCCRAAGCTG
CCAAGGAGCC
ATTCACGGCA
CATCTCTCAG
CITATCGAGG
GATTCATCTG
ATACATCCGT
TGGAGTTGAT
GAGAGTARAAG
CAATATGTTT
GGAGGAGTAA
CAAGTGGACT
AGTAAARTCT
GCAGTCAAGA
AAGGTITTTC
AGACCCACCG
TGCACCAGAT
CTCTACTGA

CCTGGGCTTA
CTGATTGGAC
TGGGAGACAA
ATGAGACCAA
GCTCCCTGCA
CTTCCATGCA
TGGCTCAGGA
GAARACATCC
AAARGAGGAG
AGACAGTGGA
CTTATTGGCG
CAGCAATARAG
ATTTTCAGAT
GCCAGACTTC
CTTTTCTTGG
TCAAGACCCA
TTTATCATCA
AARATTCCACT
GGATAARACA
TTGCACCCAA
GGGCTGTGAT
CAATATCAGA
GCCACCTGGT
TGCCTGGAGA
TCCAGAAGAC
CTGCTTACCA
TGGCCATCAG
AGGGAAATCA
TTACTGACTC
TGCCCTGAGG

N; pentaglicina mostrada en negrita) (SEQ ID NO: 103)

MOIELSTCEF
DARFFPPRVPK
QREVYDTVVI
KVFPGGSHTY
LVCREGSLAK
AWPKMHTVNG
LVRNHROASL
DSCPEEPQLR
KHPKTWVHYI
REMAYTDETF
PHGITDVRPL
RCLTRYYSSTE
SVFDENRSWY
LSVCLHEVAY
TVFMSMENFG
SAYLLSKNNA
EMKKEDFDIY
RAQSGSVPQF
IMVTEFRNQAS
HHMAPTKDEF
VIVQEFALEF
INGYIMDTLP

YEMALYNLYP
COTPLGMASG
TKVDLLAPMT
GTLMVEFGNV
LNSCSMPLGM
POVNNPKEWL
WTLFFONGEV
MEVLGCEAQD

LCLLRFCFSG
SFPINTSVVY
TLENMASHPY
VWOVLKENGP
EKTQTLHEKFI
YVNRSLPGLI
EISPITFLTA
MENNEEAEDY
AAEEEDWDYA
KTREAIQHES
YSRRLPKGVK
VNMERDLASG
LTENICRFLP
WYILSIGAQT
LWILGCHNSD
IEPRSE'SQONP
DEDENQSPRS
KEVVFQEFTD
RPYSFYSSLI
DCKAWAYFSD
TIFDETKSWY
GLVMAQDQRI

GVFETVEMLP
HIRDFQITAS
THGTKTQGAR
DSSGIKHNIF
ESKAISDAQI
OVDFQKTMEV
KVFOGNQDSF
LY*

GGGGATRRYY
KKTLFVEFTD
SLHAVGVSYW
MASDPLCLTY
LLFAVFDEGK
GCHRESVYWH
QTLLMDLGQF
DDDLTDSEMD
PLVLAPDDRS
GILGPLLYGE
HLKDFPILFEG
LIGPLLICYK
NPAGVOLEDP
DFLSVFFSGY
FRNRGMTALL
PVLKAHOAETI
FOKKTRHYFI
GSFTQPLYRG
SYEEDQRQGA
VDLEKDVHSG
FTENMERNCR
RWYLLSMGSM

SKAGIWRVEC
GOYGOWAPKL
OKFSSLYISQ
NPPIIARYIR
TASSYFTNME
TGVITQGVKS
TPVVNSLDPP

99

LGAVELSWDY
HLFNIAKPRP
KASEGAEYDD
SYLSHVDLVE
SWHSETKNSL
VIGMGTTPEY
LLFCHISSHO
VVRFDDDNSP
YRSQYLNNGP
VGDTLLIIFK
EIFKYRWIVT
ESVDQRGNQI
EFQASNIMHS
TFKHEMVYED
KWVSSCDENTG
TRTTLQSDQE
ARVERLWDYG
ELNEHLGLLG
EPRKNEVEPN
LIGPLLVCHT
APCNIQMEDP
ENIHSIHFSG

LIGEHLHAGM
ARLHYSGSIN
FIIMYSLDGK
LHPTHYSIRS
ATWSPSKARL
LLTSMYVEEF
LLTRYLRIHP

MOSDLGELPY
PWMGLLGPTI
QTSQREKEDD
DLNSGLIGAL
MODRDAASAR
HSITLEGHTF
HDGMEAYVEY
SFIQIRSVAK
QRIGREKYKKY
NQASRPYNIY
VEDGPTKSDP
MSDKRNVILFE
INGYVFDSLO
TLTLFPFSGE
DYYEDSYEDI
EIDYDDTISY
MSSSPHVLRN
PYTIRAEVEDN
ETKTYEFWEVQ
NTLNPAHGRD
TFKENYRFHA
HVFTVRKEEE

STLFLVYSNK
AWSTKEPFSW
KHOTYRGNST
TLRMELMGCD
HLOGRSNAWER
LISSSODGHQ
OSHVHOTALR



10

15

ES 2753124713

Ejemplo 20: Estabilidad en plasma y FC de FVIII198 en plasma de HemA y de inactivacion doble (DKO) en
FVII/VWF

Se comparo la estabilidad en plasma de FVIII 198 (que es una molécula de FVIIIFc de cadena sencilla que contiene
dominio B parcial-226N6; donde 226 representa los 226 aminoacidos del extremo N del dominio B de FVIIl y N6
representa los seis sitios de N-glucosilacion en el dominio B) con FVIIIFc de cadena sencilla (FVIII 155/Fc) en
plasma de inactivacion doble en FVIII/VWF (DKO). Se puede observar la representacion esquematica de FVIII155 y
FVIII198 en la Figura 25.

Para el ensayo de estabilidad, se incubaron 5 Ul/mL de proteinas FVIII 198 o FVIIIFc con plasma de ratén o DKO a
37 °C. Se recogieron alicuotas en diferentes puntos de tiempo para la medicién de actividad por ensayo
cromogénico de FVIIl. Se midié la actividad en cada momento de tiempo por duplicado y se represent6 la actividad
promedio en funciéon del tiempo. En el ensayo de estabilidad, la presencia de dominio B parcial aumenté la
estabilidad de FVIIIFc de cadena sencilla (Figura 26A).

También se comparé la semivida de FVIII 198 (de cadena sencilla-B226N6) con FVIII155 (FVIII de dominio B
delecionado de cadena sencilla) en ratones DKO. FVIII 198 tiene una semivida al menos aproximadamente 1,5
veces mas larga en comparaciéon con FVIII155 (Figura 26B). Estos experimentos sugieren que podria haber una
correlacion entre la estabilidad de FVIIl y su semivida in vivo.

Secuencia de nucledtidos de FVIII198 (FVIIIFc con dominio B parcial, 226N6) (SEQ ID NO: 104)

1 ATGCAAATAG AGCTCTCCAC CTGCTTCTTT CTGTGCCTTT TGCGATTCTG
51 CTTTAGTGCC ACCAGRAGAT ACTACCTGGE TGCAGTAGRA CTGTCATGGG
101 ACTATATGCA AAGTGATCTC GGTGAGCTGC CTGTGGACGC AAGATITCCT
151 CCTAGAGTAC CAAAATCTTT TCCATTCAAC ACCTCACTCG TOTACAAAAA
201 GACTCTGTTT GTAGAATTCA CGGATCACCT TTTCAACATC GCTAAGCCAA
251 GGCCACCCTG GATGGGTCTG CTAGGTCCTA CCATCCAGGC TGAGGTTTAT
301 GATACAGTGGE TCATTACACT TRAGAACATG GCTTCCCATC CTGICAGTCT
351 TCATGCTGTT GGTGTATCCT ACTGGAAAGC TTCTGAGGGA GCTGAATATG
401 ATGATCAGAC CAGTCAAAGG GAGRAAGAAG ATGATAAAGT CTTCCCTGGET
451 GGAAGCCATA CATATGTCTG GCAGGTCCTG AAAGACAATG CTCCAATGGC
501 CTCTGACCCA CTGTGCCTTA CCTACTCATA TCTTTCTCAT GTAGACCTGG
551 TAARAAGACTT GAATTCAGGC CTCATTGGAG CCCTACTAGT ATGTAGAGAA
601 GGGAGTCTGG CCAAGGAARA GACACAGACC TTGCACAAAT TTATACTACT
651 TTTTGCTGTA TTTGATGAAG GGAAAAGTTGE GCACTCAGAA ACAAAGAACT
701 CCTTGATGCA GCATAGGGAT GCTGCATCTE CTCGGGCCTG GUCTARAATG
751 CACACAGTCA ATGGTTATGT ARACAGGTCT CTGCCAGGTC TGATTGGATG
801 CCACAGGAAA TCAGTCTATT GGCATGTGAT TGGAATGGGC ACCACTCCTG
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851

901

951
1001
1051
1101
1151
1201
1251
1301
1351
1401
1451
1501
1bb1
1601
1651
1701
1751
1801
1851
1901
1951
2001
2051
2101
2151
2201
2251
2301
2351
2401
2451
2501
2551
2601
2651
2701
2751
2801
2851
2901
2951
3001
3051
3101
3151
3201
3251
3301
3351
3401
3451
3501
3551
3601
3651
3701
3751
3801
3851
3901
3951
4001
4051
4101
4151

ARGTGCACTC
CQCCAGGCGET
ACTCTTGATC
ACCAACATGA
GAACCCCAAC
TGATCTTACT
CTCCTTCCIT
TOGGTACATT
AGTCCTCGCC
GCCCTCAGCG
ACAGATGAAR
CTTGGGACCT
TTAAGAANTTCA
GATGTCCGTC
GAAGGATI""]
TGACTGTAGA
TATTACTCTA
TGGCCCTCTC
AGATARTGETC
AACCGAAGCT
AGCTGGAGTG
ACAGCATCAA
CATGAGGTGG
CCTTTCTGTC
ALGACACACT
ATGGEAAAACC
CAACAGAGGC
CTAGTGATTA
AGTAAARMACA
CCCTAGCALT
ACATAGCAGARA
ATACARAATG
TACTCCACAT
CTTTTTCTGA
TCTGAAATGA
ATTTACCCCT
CAACTGCAGC
TCAAATAATC
TCATAATACA
GTCAATTAGA
TCTGGTGGAC
AGAATCAGGT
CGTCAGRAAT
TATGATGATA
TGATGAGGAT
ACTATTTTAT
TCCCCACATG
CAAGAAAGTT
TATACCGTGG
AGAGCAGARG
TCETCCCTAT
GGCAAGGAGC
ACTTACTTTIT
TGACTGCARA
TECACTCAGS
AACCCTGCTC
CACCATCTIT
GAAACTGCAG
GAGAATTATC
TGGCTTAGTA
TGGGCAGCAA
ACTGTACGAA
AGGTGTTTTT
GUEETGGEAATG
TTTCTGGTGT
ACACATTAGA
CCCCAARGCT
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AATATTCCTC
CCTTGGAAAT
GACCTTGGALC
TEGCATGGAR
TACGAATGARA
GATTCTGAAA
TATCCAAATT
ACATTGCTGC
CCCGATGACA
GATTGGTAGG
CCTTTAAGAC
TTACTTTATG
AGCRAGCAGA
CTTTGTATTC
CCanICrGEe
AGATGGGCCA
GTTTCGETTAA
CTCATCTGCT
AGACAAGAGGE
GGTACCTCAC
CAGCTTGAGG
TEGCTATGTT
CATACTGGTA
TTCTTCTCTG
CACCCTATTC
CAGATCTATG
ATGACCCCCT
TTACGAGGAC
ATGCCATTGA
AGGCAARAGC
GACTGACCCT
TCTCCTCTAG
GGGCTATCCT
TGATCCATCA
CACACTTCAG
GAGTCAGGCC
ARCAGAGTTG
TGATTTCRAL
ACTTCCTTAG
TACCACTCTA
CTCTGAGCTT
TTAATEAATA
AACTCGTRACT
CCATATCAGT
GAARATCRGA
TGECTGCAGTG
TTCTAAGRAR
GTTTTCCAGG
AGAACTARAT
TTGRAGATAR
TOCTTOTATT
AGARCCTAGA
GGARAGTGCA
GCCTGGGCTT
CCTGATTGEA
ATGGGAGACA
GATGAGACCA
GGCTCCCTGC
QCTTCCATGEC
ATGGCTCAGG
TGAAAACATC
ARAMAGAGGA
GAGRCAGTGG
CCTTATTGGEC
ACAGCAATAA
GATTTTCAGA
GGCCAGACTT

GRAGGTCACA
CTCGCCAATA
AGTTTCTACT
GCTTATGTCR
AMATAATGAA
TGGATGTGGT
CGCTCAGTTG
TGAAGAGGAG
GAAGTTATAA
AAGTACAAAA
TCGTGAAGCT
GGGAAGTTGGE
CCATATAACA
AAGGAGATTA
CAGGAGAAAY
ACTAAATCAG
TATGGAGAGA
ACAAAGAATC
ARTGTCATCC
AGAGAATATA
ATCCAGAGTT
TTTGATAGTT
CATTCTARGC
GATATACCTT
CCATTCTCAG
GATTCTGEGGG
TACTGAAGGT
AGTTATGARAG
ACCAAGAAGC
AATTTAATGC
TGGTTTCCAC
TGATTTGTTG
TATCTGATCT
CCTGGAGCAA
GCCACAGCTC
TCCAATTAAG
AAGAAACTTG
AATTCCATCA
CACCCCCAAC
TTTGGCAAAR
GAGTGAAGARA
GCCAAGAARG
ACTCTTCAGT
TGARATGAAG
GCCCCCGCAG
GAGAGGCTCT
CAGGGCTCAG
AATTTACTGA
GAACATITGG
TATCATGGTA
CTAGCCTTAT
AARAACTTTS
ACATCATATG
ATTTCTCTGA
COCOTTCTGEE
AGTGACAGTA
AALGCTGGTA
AATATCCAGA
AATCARTGEGC
ATCAAAGGAT
CATTCTATTC
GTATARAATG
AMRATGTTACC
GAGCATCTAC
GTGTCAGACT
TTACAGCTTC
CATTATTCCG
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CATTTCTTGT
ACTTTCCTTA
GTTTTGTCAT
AAGTAGACAG
GAAGCGGRAG
CAGGTTTGAT
CCAAGAAGCA
GACTCGGACT
AAGTCAATAT
AAGTCCGATT
ATTCAGCATG
AGACACACTG
TCTACCCTICA
CCAARAGGTG
Al'TCAAATAT
ATCCTCGGTG
GATCTAGCTT
TGTACGATCAA
TGTTTTCTGET
CAACCCTTTC
CCAACCCTCC
TGCACTTGETC
ATTGCGAGCAC
CARACACAAR
GAGARACTGT
TGCCACAACT
TTCTAGTTGT
ATATTTCAGC
TTCTCTCAGA
CACCACAATT
ACAGAACACC
ATGCTCTTGC
CCAACAAGCC
TAGACAGTAA
CATCACAGTG
ATTAAATGAG
ATTTCAAAGT
GACAATTTGG
TATCCCACTT
AGTCATCTCC
AATAATGATT
TTCATGGGGR
CAGATCARMGH
AAGGAAGATT
CTTTCAARAAG
GGGATTATGG
AGTGCCAGTG
TGGCTCCTTT
GACTCCTGGG
ACTTTCAGAR
TTCTTATGAG
TCAACCCTAA
GCACCCACTA
TGTTCACCTG
TOTECCACAC
CAGGAATTTG
CTTCACTGAA
TGGAAGATCC
TACATAATGG
TCGATGGTAT
ATTTCAGTGG
GCACTGTACA
ATCCAAAGCT
ATGCTGEGAT
CCCCTGGGAA
AGGACAATAT
GATCAATCAR

GAGGAACCAT
CTGCTCAAAC
ATCTCTTCCC
CTGTCCAGAG
ACTATGATGA
GATGACAACT
TCCTAAAACT
ATGCTCCCTT
TTGAACAATG
TATGGCATAC
AATCAGGAAT
TTGATTATAT
CEGAATCACT
TAAAACATTT
AAATGGACAG
CCTGACCCGC
CAGUACTCAT
AGAGGAAACC
ATTTGATGAG
TCCCCAATCC
AACATCATGC
AGTTTGITTE
AGACTGACTT
ATGGTCTATG
CTTCATGTCG
CAGACTTTCG
GACRAGAACA
ATACTIGCTE
ATTCAAGACA
CCAGARRATG
TATGCCTAAR
GACAGAGTCC
AAATATGAGA
TAACAGCCTG
GGGACATGGET
AAACTGGGEGEA
TTOTAGTACA
CAGCAGGTAC
CATTATCATA
CCTTACTGAG
CARBGTTGTT
AARARATGATAT
GGAAATTGAC
TTGACATTTA
AAAMCACGAC
GATGAGTAGC
TCCCTCAGTT
ACTCAGCCCT
GCCATATATA
ATCRGGCCTC
GAAGATCAGA
TGAAACCAAR
AAGATGAGTT
GAARAAGATG
TAACACACTAE
CTCTGTTTTT
AATRATGGAARA
CACTTTTARA
ATACACTACC
CTGCTCAGCA
ACATGTIGTTC
ATCTCTATCC
GGAATTTGGC
GAGCACACTT
TGGCTTCTGG
GOACAGTGGEE
TGCCTGGAGC
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4201 ACCAAGGAGC CCTTTICTITG GATCAAGGTG GATCTGTTEG CACCAATGAT
4251 TATTCACHGC ATCARGACCE AGGATECCCE TCAGAAGTTC TCOCAGCCTCT
4301 ACATCTCTCA GTTTATCATC ATGTATAGTC TTCATCOGAA CAAGTCACAS
4351 ACTTATCGAG GAAATTCCAC TEEAACCTTA ATGETCTTCT TTGGCAATGET
4401 GEATTCATCT CGGATAAAAC ACAATATTTT TAACCCTCCA ATTATTGCTC
4451 GATACATCCG TTTGCACCCA ACTCATTATA GCATTCGCAG CACTCTTCGC
4501 ATGGAGTTGA TGAGCTETEA TTTAARATAGT TGCAGCATEC CATTGEGAAT
4551 GEAGAGTAAR GCAATATCAG ATGCACAGAT TACTGCTTCA TCCTACTTTA
4601 CCARATATATT TGECCACCTGE TOTCOTTCAA AAGCTCGACT TCACCTCCAA
4651 GOCAGGAGTA ATGCCTGGAG ACCTCAGGTE AATAATCCAA AAGAGTGECT
4701 GCAAGTGGAC TTCCAGAAGA CAATGAAAGT CACAGGAGTA ACTACTCAGE
4751 GAGTAAAATC TCTGCTTACC AGCATGTATGE TEAAGGAGTT CCTCATCTCC
4801 AGCAGTCAAG ATGGCCATCA GTGEGACTCIC TTTTTTCAGA ATGGCARAGT
4851 AARCETTITT CAGGGAAATC AAGACTCCTT CACACCTGTG GTCAARCTCTC
4901 TAGACCCACC GTTACTGACT CGCTACCTTC GAATTCACCC CCAGAGTTGG
4951 OTCGCACCAGA TTGCCCTGAC GATCGAGGTT CTGGGUTACE AGOCACAGGA
5001 COTCTACGAC ABAACTCACA CATECCCACC QTGCCCACCT CCAGAACTCC
5051 TECACEEACC GTCAGTCTTC CTCTTCCCCC CAARACCCAA GGACACCCTC
5101 ATGATCTCCC GGACCCCTGA GOTCACATGC GTGGETEGTEC ACGTGAGCCA
5151 CGAAGACCCT GAGATCAAGT TCAACTAGTA COTEGACGGEC GTGGAGETGC
5201 ATARTGCCAR GACAAAGCCE CGGGAGGAGC AGTACAACAG CACGTACCGT
5251 GTEAETCAGCE TCCTCACCET COTGCACCAG GACTGGOTEA ATGECARGGA
5301 GTACARGTGC AAGGTCTCCA ACAAAGCCCT CCCAGCCCCC ATCGAGAARA
5351 CCATCTCCAR AGCCARAGGGE CAGCCCCGAG AACCACAGGT GTACACCOTG
5401 CCCCCATCCC GGGATGAGCT GACCAAGAAC CAGGTCAGCC TGACCTGCCT
5451 GETCARAGGC TTCTATCCCA GCGACATCGC CGTEGAGTEG GAGAGCAATG
5501 GGCAGCCGGEA GAACAACTAC AAGACCACGEC CTCCCETGTT GGRACTCCGAC
5551 GECTCCTTCT TCCTCTACAG CAAGCTCACC GTGGACAAGA GCAGGTGECA
5601 GCAGGGGRAAC GTCTTCTCAT GUTCCGTGAT GUATGAGECT CTGCACAACT
5651 ACTACACGCA GAAGAGCCTC TCCCTETCTC CGGGTARATG A
Secuencia de proteinas de FVIII 198 (SEQ ID NO: 105)
1 MQIELSTCFF LCLLRFCFSA TRRYYLGAVE LSWDYMQSDL GELPVDARFP
51 PRVPKSFPFN TSVVYKKTLF VEFTDHLFNI AKPRPPWMGL LGPTIQAEVY
101 DTVVITLKNM ASHPVSLHAV CVSYWKASEG AEYDDOTSQOR EKEDDKVFRG
151 GSHTYVWQVL KENGPMASDP LCLTYSYLSH VDLVKDLNSG LIGALLVCRE
201 GSLAKEKTQT LHKFILLFAV FDEGKSWHSE TKNSLMODRD AASARAWPKM
251 HTVNGYVNRS LPGLIGCHRK SVYWHVIGMG TTPEVHSIFL EGHTFLVRNH
301 RQASLEISPI TFLTAQTLLM DLEQFLLFCH ISSHQHDGME AYVKVDSCPE
351 EPQLRMKNNE EAEDYDDDLT DSEMDVVRFD DDNSPSFIQI RSVAKKHPKT
401 WVHYIAAEEE DWDYAPLVLA PDDRSYKSQY LNNGPQRIGR KYKKVRFMAY
451 TDETFKTREA IQHESGILGP LLYGEVGDTL LIIFKNQASR PYNIYPHOIT
501 DVRPLYSRRL PKGVKHLKDF PILPGEIFKY KWIVTVEDGP TKSDPRCLTR
551 YYSSFYNMER DLASGLIGPL LICYKESVDY RGNQIMSDKR NVILFSVFDE
601 NRSWYLTENI QRFLPNPAGV QLEDPEFQAS NIMHSINGYV FDSLOLSVCL
651 HEVAYWYILS IGAQTDFLSV FFSOYTFKHK MVYEDTLTLF PFSGETVFMS
701 MENPGLWILG CHNSDFRNRG MTALLKVSSC DKNTCDYYED SYEDISAYLL
751 SKNNAIEPRS FSQNSRHPST RQKQFNATTI PENDIEKTDP WFAHRTPMPK
801 IONVSSSDLL MLLROSPTPH GLSLSDLQOEA KYETFSDDPS PGAIDSNNSL
851 SEMTHFRPQL HHSGDMVETP ESGLQOLRLNE KLOTTAATEL KKLDFKVSST
301 SNNLISTIPS DNLAAGTDNT SSLGPPSMPV HYDSQLDTTL FGKKSSPLTE
951 SCGPLSLSEE NNDSKLLESG LMNSQESSWG KNVSSEITRT TLQOSDQEEID
1001 YDDTISVEMK KEDFDIYDED ENQSPRSFQK KIRHYFIAAV ERLWDYGMSS
1051 SPHVLRNRAQ SGESVPQFKKV VFQEFTDGSF TQPLYRGELN EHLGLLGPYI
1101 RAEVEDNIMV TFRNQASRPY SFYSSLISYE EDQRQCAEPR KNFVKPNETK
1151 TYFWKVQHHM APTKDEFDCK AWAYFSDVDL EKDVHSGLIG PLLVCHTNTL
1201 NPAHGRQVTV QEFALFFTIF DETKSWYFTE NMERNCRAPC NIQMEDPTFK
1251 ENYRFHAING YIMDTLPGLV MAQDQRIRWY LLSMASNENI HSIHFSGHVFE
12301 TVRKKEEYKM ALYNLYPGVF ETVEMLPSKA GIWRVECLIG EHLHAGMSTL
1351 FLVYSNKCQT PLCMASGHIR DFQITASGOY GOWAPKLARL HYSGSINAWS
1401 TKEPFSWIKV DLLAFMIIHG IKTQGARQKF SSLYISQFII MYSLDGKKWQ
1451 TYRGNSTGTL MVFFGNVDSS GIKHNIFNPP IIARYIRLHP THYSIRSTLR
1501 MELMECDLNS CSMPLGMESK AISDAQITAS SYFTNMFATW SPSKARLHLQ
1551 GRSNAWRPQV NNPKEWLQVD FQKTMKVTGV TTQGVKSLLT SMYVKEFLIS
1601 SSODGHOWTL FFONGKVKVE QGNQDSFTPY VNSLDPPLLT RYLRIHPQSW
1651 VHQIALRMEV LGCEAQDLYD KTHTCPPCPA PELLGEPSVF LFPEKEKDTL
1701 MISRTPEVTC VVVDVSHEDP EVKFNWYVDG VEVHNAKTKP REEQYNSTYR
1751 VVSYLTVLHY DWLNGKEYKC KVSNKALPAP IEKTISKAKS QPREPQVYTL
1801 PPSRDELTKN QVSLTCLVKG FYPSDIAVEW ESNGQPENNY KTTPPVLDSD
1851 QSFFLYSKLT VDKSRWOQON VFSCSVMHEA THNHYTQKSI, SLSPCOK*

Ejemplo 21. Expresion de proteina D1D2 de VWF

Es esencial el apropiado plegamiento del dominio D'D3 para su unién a FVIII. Se requiere el propéptido de VWF
(D1D2-aminoécidos 1-763) para la eficiente formacion de enlaces disulfuro y plegamiento de D'D3. Actlia como una
chaperona interna para el plegamiento de D'D3. Las construcciones de VWF que preparan los fragmentos de VWF
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pueden o expresarse donde el propéptido VWF (es decir, dominio D1D2) se une directamente al dominio D'D3 y se
retira durante el procesamiento intracelular regular de D'D3 (es decir, en cis), o se puede expresar a partir de otro
plasmido, es decir, en trans. Los presentes inventores disefiaron el heterodimero FVIII-VWF de tal forma que D1D2
se puedan expresar o en cis 0 en trans.

Clonacién de VWF 053: El clon VWF 053 expresa el propéptido VWF (dominio D1D2) para expresién en trans de
D1D2 . Se amplificé por PCR el propéptido VWF a partir de la longitud completa usando ESC 54 y ESC124.

ESC54-VWE directo con sitio Bsiw1 (SEQ ID NO: 111)

(CGCTTCGCGACGTACGGCCGCCACCATGATTCCTGCCAGATTTGCCGGGGTGCTGCTTGCTC)

Oligonucleétido de clonacién ESC 124 - D1D2 con Not1 sitio-inverso (SEQ ID NO: 112)

(CTAGACTCGAGCGGCCGCTCACCTTTTGCTGCGATGAGACAGGGGACTGCTGAGGACAGC)

Se digiri6 el producto de PCR con BsiW1 y Not1 y se unié en pcDNA 4 digerido con BsiW1/Not1.

Secuencia de nucleétidos de VWF 053 (VWF D1D2-propéptido) (SEQ ID NO: 113)

1 ATGATTCCTG CCAGATTTGC CGGGGTGCTG CTTGCTCTGG CCCTCATTTT
51 GCCAGGGACC CTTTGTGCAG AAGGAACTCG CGGCAGGTCA TCCACGGCCC
101 GATGCAGCCT TTTCGGAAGT GACTTCGTCA ACACCTTTGA TGGGAGCATG
151 TACAGCTTTG CGGGATACTG CAGTTACCTC CTGGCAGGGG GCTGCCAGAA
201 ACGCTCCTTC TCGATTATTG GGGACTTCCA GAATGGCAAG AGAGTGAGCC
251 TCTCCGTGTA TCTTGGGGAA TTTTTTGACA TCCATTTGTT TGTCAATGGT
301 ACCGTGACAC AGGGGGACCA ARCAGICTCC ATGCCCTATG CCTCCAAMGG
351 GCTGTATCTA GAAACTGAGG CTGGGTACTA CAAGCTGTCC GGTGAGGCCT
401 ATGGCTTTGT GGCCAGGATC GATGGCAGCG GCAACTTTCA AGTCCTGCTG
451 TCAGACAGAT ACTTCAACAA GACCTGCGGGE CTGTGTGGCA ACTTTAACAT
501 CTTTGCTGAA GATGACTTTA TGACCCAAGA AGGGACCTTG ACCTCGGACC
551 CTTATGACTT TGCCAACTCA TGGGCTCTGA GCAGTGGAGR ACAGTGGTGT
601 GAACGGGCAT CTCCTCCCAG CAGCTCATGC AACATCTCCT CTGGGGAAAT
851 GCAGAAGGGC CTGTGGGAGC AGTGCCAGCT TCTGAAGAGC ACCTCGGTGT
701 TTGCCCGCTG CCACCCTCTG GTGGACCCCG AGCCTTTTGT GGCCCTGTGT
751 GAGAAGACTT TGTGTGAGTG TGCTGGEGGGGE CTGGAGTGCG CCTGCCCTGC
801 CCTCCTGGAG TACGCCCGGAR CCTGTGCCCAR GGAGGGAATG GTGCTGTACG
851 GCTGGACCGA CCACAGCGCG TGCAGCCCAG TGTGCCCTGC TGGTATGGAG
501 TATAGGCAGT GTGTGTCCCC TTGCGCCAGG ACCTGCCAGA GCCTGCACAT
851 CAATGAAATG TGTCAGGAGC GATGCGTGGE TGGCTGCAGC TGCCCTGAGG
1001 GACAGCTCCT GGATGAAGGC CTCTGCGTGG AGAGCACCGA GTGTICCCTGC
1051 GTGCATTCCG GARAGCGCTA CCCTCCCGGC ACCTCCCTCT CTCGAGACTG
1101 CAACACCTGC ATTTGCCGARA ACAGCCAGTG GATCTGCAGC AATGAAGAAT
1151 GTCCAGGGGA GTGCCTTGTC ACTGGTCAAT CCCACTTCAA GAGCTTTGAC
1201 AACAGATACT TCACCTTCAG TGGGATCTGC CAGTACCTGC TGGCCCGGGA
1251 TTGCCAGGAC CACTCCTICT CCATTGICAT TGAGACTGTC CAGTGTGCTG
1301 ATGACCGCGA CGCTGTGTGC ACCCGCTCCG TCACCGTCCG GCTGCCTGGC
1351 CTGCACAACA GCCTTGTGAA ACTGAAGCAT GGGGCAGGAG TTGCCATGGA
1401 TGGCCAGGAC ATCCAGCTCC CCCTCCTGAA AGGTGACCTC CGCATCCAGC
1451 ATACAGTGAC GGCCTCCGTG CGCCTCAGCT ACGGGGAGGA CCTGCAGATG
1501 GACTGGGATG GCCGCGGGAG GCTGCTGGTG AAGCTGTCCC CCGICTATGC
1551 CGGGAAGACC TGCGGCCTGT GTGGGAATTA CAATGGCAAL CAGGGCGACG
1601 ACTTCCTTAC CCCCTCTGGG CTGGCGGAGC CCCGGGTGGA GGACTTCGGG
1651 AACGCCTGGA AGCTGCACGG GGACTGCCAG GACCTGCAGA AGCAGCACAG
1701 CGATCCCTGC GCCCTCAACC CGCGCATGAC CAGGTTCTCC GAGGAGGCGT
1751 GCGCGGTCCT GACGTCCCCC ACATTCGAGG CCTGCCATCG TGCCGTCAGC
1801 CCGCTGCCCT ACCTGCGGAA CTGCCGCTAC GACGTGTGCT CCTGCTCGGA
1851 CGGCCGCGAG TGCCTIGTGCG GCGCCCTGGC CAGCTATGCC GCGGCCTIGCG
1501 CGGGGAGAGG CGTGCGCGTC GCGTGGCGCG AGCCAGGCCG CTGTGAGCTG
1851 RAACTGCCCGA ARAGGCCAGGT GTACCTGCAG TGCGGGACCC CCTGCAARCCT
2001 GACCTGCCGC TCTCICTCTT ACCCGGATGE GGAATGCAAT GAGGCCTIGCC
2051 TGGAGGGCTG CTTCTGCCCC CCAGGGCTCT ACATGGATGA GAGGGGGGARC
2101 TGCGTGCCCA AGGCCCAGTG CCCCTGTITAC TATGACGGTG AGATCTTCCA
2151 GCCAGAAGAC ATCTTCTCAG ACCATCACAC CATGTGCTAC TGTGAGGATG
2201 GCTTCATGCA CTGTACCATG AGTGGAGTCC CCGGAAGCTT GCTGCCTGAC
2251 GCTGTCCTCA GCAGTCCCCT GTCTCATCGC AGCAAALGG
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Secuencia de proteinas de VWF 053 (VWF D1D2-Propéptido) (SEQ ID NO: 114)

1 MIPARFAGVL LALALILPGT LCAEGTRGRS STARCSLFGS DFVNTFDGSM
51 YSFAGYCSYL LAGGCQKRSF SIIGDFQNGK RVSLSVYLGE FFDIHLFVNG
101 TVTQGDORVS MPYASKGLYL ETEAGYYKLS GEAYGEFVARI DGSGNFQVLL
131 SDRYFNKTCG LCGNFNIFAE DDFMTQEGTL TSDPYDFANS WALSSGEQWC
201 ERASPPSSSC NISSGEMQKG LWEQCQLLKS TSVFARCHPL VDPEPFVALC
251 EEKTLCECAGG LECACPALLE YARTCAQEGM VLYGWIDHSA CSPVCPAGME
301 YROQCVSPCAR TCQSLHINEM CQERCVDGCS CPEGQLLDEG LCVESTECEC
351 VHSGKRYEFPG TSLSRDCNTC ICRNSQWICS NEECPGECLV TGQSHFEKSFEFD
401 NRYFTFSGIC QYLLARDCQD HSFSIVIETV QCADDRDAVC TRSVIVRLEG
451 LHNSLVELKH GAGVAMDGQD IQLPLLKGDL RIQHTVTASV RLSYGEDLQM
501 DWDGRGRLLY KLSPVYAGKT CGLCGNYNGN QGDDFLTPSG LAEPRVEDFG
551 NAWKLHGDCQ DLOKQHSDPC ALNPRMTRFS EEACAVLTSP TFEACHRAVS
001 PLPYLRNCRY DVCSCSDGRE CLCGALASYA AACAGRGVRV AWREPGRCEL
051 NCPKGOQVYLQ CGTPCNLTCR SLSYPDEECN EACLEGCFCP PGLYMDERGD
701 CVPKRQCPCY YDGEIFQPED IFSDHHTMCY CEDGFMHCTM SGVPGSLLED
751 AVLSSPLSHR SKR

La descripcidn anterior de las realizaciones especificas revelard tan completamente la naturaleza general de la
invencion que otros puedan, aplicando conocimiento dentro de la experiencia de la técnica, modificar y/o adaptar
facilmente para diversas aplicaciones dichas realizaciones especificas, sin excesiva experimentacién, sin apartarse
del concepto general de la presente invencién. Por tanto, dichas adaptaciones y modificaciones pretenden estar
dentro del significado e intervalo de equivalentes de las realizaciones desveladas, basadas en la ensefianza y
orientacion presentada en el presente documento. Se debe entender que la fraseologia o terminologia en el presente
documento es con el fin de descripcién y no de limitacion, de forma que la terminologia o fraseologia de la presente
memoria descriptiva se debe interpretar por el experto en vista de las ensefianzas y orientacion.

Otras realizaciones de la invencion seran evidentes para los expertos en la técnica a partir de la consideracion de la
memoria descriptiva y practica de la invencién desvelada en el presente documento. Se pretende que la memoria
descriptiva y los ejemplos se consideren como a modo de ejemplo solo, con un alcance y espiritu verdadero de la
invencion que se indica por las siguientes reivindicaciones.
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<110> Biogen Idec MA Inc. CHHABRA, EKTA SETH LIU,TONGYAO PETERS, ROBERT

<120> POLIPEPTIDOS QUIMERICOS DE FACTOR VIIl Y USOS DE LOS MISMOS

<130> 2159.359PC04/EKS/C-K/E-H

<140> Por asignar

<141> 11-01-2013

<150>US 61/586.099
<151>12-01-2012

<150>US 61/586.654
<151>13-01-2012

<150>US 61/667.901
<151> 03-07-2012
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<150>US 61/734.954
<151>07-12-2012

<160> 114

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 16842
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 1

atgattcctg
ctttgtgcag
gccccacgac
gaegtecagt
tgggagcatyg
ctacgtcgga
gccctatgac
gggacttcca
tccatttgtt
tctcactcgg
accgtgacac
gaaactgagg
ttctcagagg

gttegacagg

ccagatttge
aaggaactcg
gaacgagacc
aggtgceggyg
tacagctttg
aaagccttca
gtcaatggag
gaatggcaag
tgtcaatggt
agaggcacat
agggggacca
ctgggtacta
tacgggatac

ccactccgga

cggggtgctyg
cggcaggtca
gggagtaaaa
gatgcagect
cgggatactg
ctgaagcagt
gaccgtccco
agagtgagec
tgcgaggaaqg
agaacccctt
aagagtctecc
caagctgtecc
ggaggtttcc

atggetttgt

cttgectetgyg
tccacggeece
cggtccetgg
ttteggaagt
cagttaccte
tgtggaaact
cgacggtcett
tectecegtgta
agctaataac
aaaaaactgt
atgccectatg
ggtgaggecct
cgacatagat

ggccaggate

105

ccctecatttt
tactaaggac
gaaacacgtc
gacttegtea
ctggcagggyg
accctcgtac
acgctcectte
tettggggaa
cectgaaggt
aggtaaacaa
cctccaaagg
tggcactgtg
ctttgactcc

gatggcagcg

gccagggace
ggtctaaacg
ttccttgage
acacctttga
gctgccagaa
atgtcgaaac
tcgattattg
ttttttgaca
cttacegtte
acagttacca
gctgtatcta
tccecectggt
gacccatgat

gcaactttea

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€600

660

720

780

840



agtoctgetg
taccgaaaca
tgaagttgtt
tgacccaaga
geagtggaga
tggageetgg
gaacgggcat
ctgtgggage
gtegagtacg
agacttctcg
ggcoctgtgt

aacgggcgac

acacactcac
cctgtgeeca
tgtgcectge
cacgacatge
tataggcagt
tgtcaggagce
aacgcggtcc
accgacgteg
gtgtcectge
ctgtcgagga
ctttecgegat
acagccagtyg
cccacttcaa
ttacttctta
aacagatact
cacteccttet
accctagacyg
actctgacag

gctgectgge

tcagacagat
ccggtcctag
ctggacgecec
agggaccttyg
acagtggtgt
gaatactgaa
ctccteoccag
agtgecaget
ttgtagagga
tggagccaca
gagaagactt
ggtgggagac
acgacccccec
ggagggaatg
tggtatggag
cgacetgget
gtgtgteccec
gatgcgtgga
tggacggtct
acgggactoc
gtgcattecg
cctactteceg
gggagggccyg
gatctgcage
gagctttgac
caggtccecet
tcacetteoag
ccattgtcat
gtbcatggacg
gtcacacgac

ctgcacaaca
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acttcaacaa
ctaccgtcge
gacacaccgt
accteggace
gaaacgactt
acggttgagt
cagctcatge
tetgaagage
gaccecttta
ttgccegetg
tgtgtgagty
cacctgggge
gacctcacgc
gtgctgtacg
ggaggaccte
ggtgtegege
ttgeogecagg
tggctgcage
cggacgtgta
gacagctect
gaaagcgeta
gagacgcacc
tggagggaga
aatgaagaat
gttgtggacg
cacggaacag
tgggatetge
tgagactgte
accgggecet
atgaccgega

gccttgtgaa

gacctgeggg
cgttgaaagt
tgaaattgta
cttatgactt
ctactgaaat
acccgagact
aacatcteoct
accteggtgt
cgtecttocey
ccaccctctg
tgetgggyyyg
tcggaaaaca
ggacgggacyg
gcetggacega
atgegggcct
acgtegggtce
acctgecaga
tgcecctgagg
gttactttac
ggatgaagge
coctecogge
tctegtgget
gagctctgac
gtccagggga
taaacggett
tgaccagtta
cagtacetge
cagtgtgetg
aacggtoctg
cgetgtgtge

actgaagcat
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ctgtgtggea
tcaggacgac
ctttgectgaa
tgccaactca
actgggttet
cgtcacctet
ctggggaaat
cttgecegta
gacacceteg
gtggaccccg
ctggagtgeyg
ccgggacaca
cctcocctggag
ccacagcegeg
ggacacgggt
acacgggacyg
gectgeacat
atatccgteca
acagtcctcg
ctetgegtgyg
acctccetot
cacagggacg
caacacctgce
gtgecttgte
tgtcggteac
gggtgaagtt
tggeecggga
ttgtctatga
gtgaggaaga
accegetecg

ggggcaggag

actttaacat
agtctgtcta
gatgacttta
tgggctetga
tecctggaac
tgtcaccaca
gcagaagggce
gaggagggte
tcacggtaga
agccttttgt
cctgeecctge
ctcttetgaa
tacgcccgga
tgcageccag
cctecettac
accataccte
caatgaaatg
cacacagggg
ctacgcacct
agagcacaga
ctegagactg
cacgtaaggc
atttgccgaa
actggtcaat
ctagacgteg
ctcgaaactg
ttgccaggac
agtggaagtc
ggtaacagta
tcacegteeg

ttgccatgga

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1300

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700



tactggoget
cggaacactt
ccctoctgaa
acggggagga
gcgtaggtcg
gactgggatg
tgcggectgt
agacgaccac
gttaccgttg
ggactteggy
tgaaggaatyg
tcgacgtgcce
cgcgcatgac
cctgecateg
atccteegea
ccgctgecct
tgcctgtgeg
gacggcgatg
gtcgatacgg
ctgtgagetg
gceccctetec
ttecggteca
acccggatga
acatggatga
ctocggacgg
tgcgtgecca
atctteoteag
ggggacaatg
gtacacgatg
getgeatgac
cgaagtacgt

cgtcagggga

gagacacacy
tgacttcgta
aggtgacctc
cotgeagaty
tatgtcactg
gcegegggag
gtgggaatta
ttagacagygg
gtcccgetgce
aacgectgga
ggggagacec
cctgacggtce
caggttctcc
tgcecgtecage
cgcogocagga
acctgcggaa
gcgecctgge
ctgcacacga
cgeocggacgce
aactgccega
gcacgcgcag
catggacgtc
ggaatgcaat
gaggggggac
acctccogac
aggcccagtg
acdcatcacae
atactgccac
acactcctac
getgtectea
gacatggtac

cagagtagcg
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tgggegagge
ceccgteoote
cgcatccagc
acoggtecty
ccggaggeac
gctgetggtg
caatggcaac
ggcagatacg
acttccttac
agctgeacgyg
gadogyctog
ctggacgtct
gaggaggcgt
gctagggacg
ctgcaggggg
ctgccgectac
cagctatgee
ggacgagcct
cggggagagyg
aaggccaggt
cgcaccgege
acgececctggg
gaggcctgee
ctggacggey
gaagacgggyg
cccetgttac
catgtgotac
totagaaggt
gcttcatgea
geagtecect
tecaccteoagg

tegttttect

agtggcaggce
aacggtacct
atacagtgac
taggtcegagy
gcggagtcga
aagctgtecc
cagggcgacyg
gacottotgyg
coccctetggg
ggactgccag
gggoeacacot
tcgtegtagtce
gecgcggtoct
cgggagttgg
tgtaagctcec
gacgtgtgct
gcggectgeg
gceggegceta
cgtgcegegtce
gtacetgeag
tcggtccgge
ggacgttgga
tggagggectg
agagagagaa
ggtcccgaga
tatgacggtg
tgtgaggatg
cggtottotyg
ctgtaccatg
gtetcatege
ggccttegaa

cggataggac
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cgacggaccyg
tggccaggac
ggcctecegtg
gggaggactt
tgcecectect
ccgtetatge
ctgaccctac
acgacggaca
ctggcrgage
gacctgeaga
catgaagooe
cgatccctge
gacgtccccce
gcgegtactg
ggacggtagc
cctgectogga
ggcgacggga
acggacacgc
gcgtggegeg
tgegggaccece
gacactcgac
gacctgccge
cttetgecee
tgggectact
tgtacctact
agatcttcca
acgoacgggt
tagaagagta
agtggagtcc
ageaaaagga
cgacggactg

tcggeccecea

gacgtgttgt
atccagctce
cgcctcagect
tecactggag
ggacgtctac
cgggaagacc
cggcgecctce
caccocttaat
ccogggtgga
agcagcacag
ttgeggacet
gecctcaacc
acattcgagg
gtccaagagg
acggcagtcg
cggccgcgag
tggacgcctt
cgcgggaccg
agccaggecg
cetgeaacct
ttgacgggct
tctetectett
ccagggetct
cottacgtta
ctcccecectg
gccagaagac
teagggtcac
tggtagtgtg
cocggaagctt
gectateotyg
cgacaggagt

atggtcaage

2760
2820
2880
2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3800
3%60
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560

4620



tggtgtgtee
actatgacct
gacgeccecgac
agcatgggcet
tgtgtggeee
gacggagacg
agggacgaag
cacttgtgte
toctecatacg
ccttcacctt
actacctcac
tgcaggatta
gagtttatgg
aaccctggga
tgcaagaaac
ggatcacccece
ggaccaccte
gaaggatgag
aactcgacaa
tacaccacct
gggacegeca
gcctgtgtgg
aggcaccagg
ggcatccaga
tttgggaact
gtggtegteg
ctegagegte
taacaacatc
ggtecttttca
gcetaccacct

tggtggacce

cgctgacaac
ggagtgcatg
ttccegaget
gtgtctetgg
tggaaaggtg
gggggccegt
gtagtccegt
tgtegggace
gggacctett
gacgtgtctg
ctteogacggg
ctgeggcagt
acaaggggcc
ccttteggat
gggtcaccat
ttattcccta
cectectetet
actcactttg
actgccccte
cagacaggcac
cetgageate
gaattttgat
acttcgtctg
acaatgacct
cctggaaagt
ttggaggttc
acacgactgt
atgaagcaga
cggagacctg
aaggaggaca

cgagccatat
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ctgegggetyg
agccgggggyg
cacatggttt
ctgectotge
tecctgette
accaggecgt
aggagtatgc
ggaagtggaa
tgtcacttcet
gtacacacac
ctcaaatace
gaggtgctag
cctcacggtc
cctagtgggg
cctggtggag
cgteggtggyg
ttgagetgtt
aggtggtgga
cacttacact
atgtagtaag
tecgtggtec
gtttcgggag
tatggteccte
caccagcagc
gagctcogeag
acctcettet
ccagaaaagt
cgatggtgga
agtaggggac
tettaggaat

ctggatgtct

aagggcetaga
taccagttcg
tgcacggtct
cooccgggca
catcagggcea
actcttgtet
ccctggagaa
ctgcacagac
aaccgacgtt
tacggtgcac
tgtteooccogyg
ccgtaceggg
atgcaagacc
aataagggat
ggaggagaga
gagtcacttt
tgacggggag
gtctggcegg
tctccgggta
acgacgagcc
tgaagcagac
aggcaccaga
tttcacacac
aacctccaag
tgtgetgaca
gggacacctg
gectetggac
ttectectgt
ggtggacggt
ggtcactgea

gcatttacga
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gtgtaccaaa
accacacagg
tgatactgga
tggtecggea
tegtaceecga
acacaccggyg
acagtgaaga
catgtgtgtg
gtgaacacag
ctccacgatc
ggagtgceag
tgatggagtg
acgtcctaat
gcagccaccc
ttgggaccct
acgttctttg
gtgaatgtga
tacatcattc
cttecctactce
caaageccocte
ataccaggag
ccctggeggt
cggacacacc
tggaggaaga
ccgtaggtet
aaacccttga
tecatccectyg
agaatcctta
attgttgtag
cttecaggac

cacctgeotcc

acgtgecaga
gcgactgttg
cctcacgtac
tgagaacaga
cacagagace
accttteocac
ttggctgcaa
atgecacgtyg
acagcectgg
ggcatggccc
tacgttetgyg
gaagctgccc
gacgccgtca
ctcagtgaaa
ggaaagccta
cecagtggta
agaggececat
tgctgctggg
tgagtgaaac
tocegtggtat
aaagtgtgtg
ggactegtag
cttaaaacta
ccctgtggac
tgttactgga
ggacctttca
ccacctgaca
ccagtgacgt
tacttegtet
tgcaacaage

tgtgagtcca

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480



ttggggactg
gacctacaga
tgcgacacca
aggacggeca
acgggtgcac
ggtctecgacg
cagctgtgca
tagaggocat
ttcagtgcac
atgcceactyg
aagactgtee
ttttaggacc
gtggctggce
cactgccaga
gagtcoctttc
actacaacag
cacagatgcc
cacttcggac
ggtggtgaga
ggctactgga
aagtgctgaa
gacgacctac
gtggacatga
taccacgacyg
cgegtagagg
gatgtagcecco
gaagtatgeg
cottogotgg
accggaggtyg
gecctgaage
cccggaactt

cgggacgagg

cgectgette
cgtaaatgct
ttgctgecta
cattgtgece
acacgggtcg
ctectetect
cctgectgte
cttgcocata
agtcgtggga
coctecagygy
agtgtgtgag
tactcgaaaa
ggcgttttgce
tttgccactg
tttcagtgga
ttggagtgga
ccggtgagee
ggtcctegge
catacacctc
cotggtette
ggectttgtg
cgaggaggtc
tggagcggcet
getoccacge
gtettcacce
gagttcetgg
ggcagceagyg
cagtcetogac
gtcgectecag
ctacegeate
tgtecegetac

actaccggtc
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gaaggtactg
gtggacgagg
tgcccacgtg
cragagetge
taccgttcca
atctceggga
aagtcacgtg
cteacactcoa
ctcocggtgacc
aaaatcctgg
ogtcacacac
cgtctggacg
ctcaggaaag
tgatgttgtc
acttagggtce
gtgaagcctg
ccaccactct
cctcoccggace
ctgtagagec
ctgetggatg
cgtgctaaag
cgacaggctec
gegeatctee
ctacatoggy
aggcgeaccyg
ggaagcgace
tggoctocac
goegoegtaac
aactttatgt
geaetgetee
ttagaagtcg

ggtccteggg

acgttgtteg
acactcaggt
tgtgcccage
gaggagagga
ccactggacc
gaacgggtat
tcagcaccct
coegoegatatt
ggacgggaca
atgagetttt
atocagacgy
caactgggac
aaagtcacct
aacctcacct
actgggactc
ccaggagccyg
gtatgtggag
accacggagg
ttggcggceaa
gctectecag
atgacgtcgt
cgactcaaac
cagaagtggg
ctcaaggacce
gcaccaccte
gtcagagcetyg
cagegaggte
ggtoggtoca
gtgacaaggt
tgatggocay
ttetagetgg

gttgcctaca
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accacctgygyg
aacccctgac
atggcaaggt
acgetgtaggt
tcctgeceocggt
gagtgtgagt
gagccactgg
gtaegacacgt
gcagtgtgtg
gcagacctge
tacgggtgac
ttctgacagg
tgaatcccag
caccgaccygg
gtgacggtct
ggaggcctgg
gacatctcgg
gtgtctacgg
gcacgatttc
gctgteegag
ccgatgacct
ttcacgactt
tcogegtgge
cacctgtact
atggtgctge
cggcgcattyg
ttgaaataca
cttoatacge
aatcttcage
cdaggagecee
cgggactteg

gggccttgaa

geteggtata
gcggacgaag
ggtgacctgyg
aacgacggat
gtaacacggg
ggcgctataa
cctgecctgt
ggacggacag
gagggctgcc
gttgaccctg
gggaggtocoa
tcacacactc
tgaccctgag
ccgcaaaacy
daacggtgac
tggtgcctcc
aaccgccgtt
ggccactcgg
tactgcagca
getgagtttg
ggaccagaag
ccggaaacac
cgtggtggag
acctoegeaga
cgagggtgcy
cecagccaggt
cactgttoca
cagtoggtoa
aagatcgacc
caacggatgt
gagggegtag

acaggcgatg

6540
6600
6660
6720
€780
6840
6900
6960
7020
7080
7140
7200
7260
7320
7380
7440
7500
7560
7620
7680
7740
7800
7860
7820
7980
8040
8100
8160
8220
8280
8340

8400



gtecagggee
aacctcaagc
cttecagtaa
gtagetette
geagceaaagg
tettgttecg
aatcgatgga
cacaagtcac
ccatggttct
cccgagaacce
ttegtooctgg
atggaggagg
gttttaacca
ctacctacac
cgtggagtac
cgtaggtgea
teaegtgteag
acaggaccaa
agggtgaccg
cgggacgcoca
cocaacetgy
ggagacatcc
gtggecttta
gtaacctcac
ccctateete
ggttgcacgt
aactctgega
ggctgoagat
ttctcocctgga
aggggacgtg

agtttcccag

tgaagaagaa
agatccgect
cactagggec
gtceggggac
gacgagatog
gaagcacgac
gacactggaa
tgtgggeccg
ggatgtggeg
cccaaagctg
aaggategga
tgattcageg
cttcggetga
ccggtectgt
cccttecageg
gtgecacgac
gttteoceetg
cactgggctg
ggagcaggcyg
tggagagact
tetacatggt
aggtggtgcc
ggacggagac
ccgggattac
atccaggact
cctegacecte
gggggctete
ceccaccete
tggcteocteco
gactgacgtce

cttettattt
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gaaggtcatt
catcgagaag
acccgtaacce
agaacaaggc
ttagetacet
tegtcacace
cggggacttc
gggctettgg
atgagacggg
ggaccceggg
caaaattggt
gatggatgtg
agttgtcctc
gcatccacgt
aggcacagtc
gtcatgagga
taggacgteg
gccctgoeggt
ctaggcgatg
ggtgtegaag
caccggaaat
cattggagtg
tactctagtt
ccaacgtgca
ttgagacget
tcectaaccga
cgaggactgg
teccctgeac
ctccacgacyg
ggtcggggac

tgatgaaatg

gtgatcecegg
caggccccetg
cggggtacgg
cttegtgetyg
ctgtgacctt
tactecgacct
ggggaggagy
gggtttegac
gggctgtace
ttctccttga
gaagccgact
ggccaggaca
gttcctcaag
cacggtgctg
caaaggggac
tgtaccactyg
cocacgetet
acctctctga
gtcccgeegt
aaccagtegy
cetgoctotyg
ggcectaatg
ctcecgacgga
ggagctggag
ccecocgagag
ccgggttacg
accacgacgt
ctgactgeag
aggectectce
ctgecactagg

aagagttteg
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tgggcattgg
caggtcccgg
ttggagtteg
agcagtgtgg
gccectgaag
cgtegtttec
tactctgeecce
coctggggece
gtgttcagtg
ggtaccaaga
tocaacaggay
aagcaggacc
tacctcctec
cagtactect
atcctgeage
gcaccteatg
gatcecgetac
ccacagcttc
tgtcectggtt
teccactgge
atgagatcaa
gggttggacc
cctectgtagg
aggattggct
gctectgace
gggataggag
gaggtgetge
ccagccectg
ccgacgtcta
aagaggacct

ccaaggettt

gecccatgea
acttcttctt
tctaggecgga
atgagctgga
cecctecteo
ctgctetage
cccgacatgg
aagaggaact
acacceggge
cctacaccgc
caaggagttc
ttcctagecet
actaagtcgc
acatggtgac
gggtgcgaga
gggaagtege
cagggcggea
ttggtcagece
gtgacccgac
cctegtaecge
gaggetgect
agatgtacca
tccaccacgg
ggcccaatge
tggtgetgea
taggtecctga
teeggagagy
gacgtgatec
ggggtgggagy
accgaggagyg

catttcaaaa

B460

8520

8580

8640

8700

8760

8820

8880

8940

9000

9060

9120

9180

9240

9300

9360

9420

9480

9540

9600

9660

9720

9780

9840

93500

9560

10020

10080

10140

10200

10260



gcecaatatag
actactttac
gtgagtccac
ggtceeggag
tcataccttc
acgactcgga
tgggctttge
aggeggtggt
aactgaagtc
acggacgtct
acagtgttee
tcacctacgt
acctctagcg
cgtggtgaag
gggt cgatge
agcttctgga
gatttgttag
ccttgccaga
ctactcectac
accgtgactt
cgggdgctga
accggtetgg
gggattgtceg
ctgygtgtge
aatttcacct
ggtgagcegt
atgteoctatt
geactggage
ctegtectgyg
tgcatgaaat
gaggtgacgg

cttcgtgtca

ggectegtet
ttctcaaage
agtcacgacg
aaagccocatt
gtagtggtgg
acacctgcag
tgtgcgatac
catoctggte
tttacgtacc
ctgtggatte
ctattggaat
cgtcgactac
atgctacgtc
ctccagcgaa
ctagaaccgt
gggatggtac
gatttgcatg
ccagtgccac
ccttactett
gccagccaga
ggecttegtg
aacgacttct
gtcaggggac
acaggecaget
tetctggaca
gtagcactgg
tcaaaacaag
aaggcaggygce
acctccacta
ccategaggt
tgaatgggag

cgggagaggc
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cactcaggtg
ggttccgaaa
agtatggaag
tgetgageet
taactgcacg
tacgtcegecee
ttgacttcag
gtaeggtttag
acggtcocgge
agtggatgea
tggagatoge
ggcggtccag
cccagctacg
tcgaagacct
cocgggtoegte
cagtggaacc
gatgaggatg
ggaggtgttt
ctoecgggeec
tggccagace
ccctaacage
cagtagccca
ttaaagtgga
ccactoggea
ccgacggoga
aaactacccg
gagcaggace
agactgacog
agaggtatta
gaagcacagt
actggtctct

agctcsacgt

teagtgetge
gtaaagtttt
catcaccacc
tgtggacgte
gtaccttgca
tcecctecggg
aaatgcatgg
cccctacgga
cctcggagtt
gcagctgaty
tacgatgrag
gttgtctcac
gatcttggca
cecctaccatg
cgctgaggtt
cgttaaggaa
ggaatgagaa
gacacgagac
ctgcagacct
ttgetgaaga
cagtcccectg
gttgacactg
agagacctgt
catcgtgacce
cectggacggg
tcttaaagtt
tggaggtgat
tegacaagaa
ccacggacgt
geacteteey

gtteeottacg

gtcactgtac
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tecaaagggte
cggttatatc
attgacgtgc
atgcageggy
ccagggcctc
cagccaaatc
tgccaggcecy
adacgaaacy
toccgeocacca
cagacaggte
tgectgeaga
tgtcacaagg
ggcccagcag
gtcaccttgg
gcaccacttc
cctccacaaa
gaggcccggyg
ctaaacaatc
ggaacggtct
gteategggt
tggcactgaa
gcccecgact
ggctgceget
tttgatggge
gacrcacacg
gctgactgge
teotocataat
tacaggataa
cgggacctceg
tegagstgea
acgtacttta

ctcecactgee

gaagaataaa
ccggagcaga
catggaacgt
agggaggecc
tttcgggtaa
ggggatgecot
ggagcctcaa
acacgetatyg
gtaggaccag
caacagagty
gadacctaag
gataacctta
gocgactccaa
gcaattcctt
gaggtcgett
ctgtgctctg
gacgtctgga
ctaaacgtac
ggtcacggtg
caactgtgac
cggtcggtct
ccggaagcac
ggacctgcce
agaatttcaa
tgtecgtcga
agctgttett
ggtgocotgea
agttttgtte
ttccgtceeg
cagtgacatg

ggtagctcecoa

acttacccte

10320
10380
10440
10500
10560
10620
10680
10740
10800
10860
10820
10280
11040
11100
11160
11220
11280
11340
11400
11460
11520
11580
11640
11700
11760
11820
11880
11240
12000
12060
12120

12180



tgaccagaga
gcatgaggtc
acccacectt
tggaaccagt
ccaagacttt
atgacttcat
tgcataccag
ggcacagtea
cagacgtgce
cttttgtgaa
cctoctogte
tgctgaatgce
ggctgtcgag
accgaggteg
gtgaggtgat
ggacacetga
cgggtggaga
atgtcatgcc
gatggcaacg
ccagatgttyg
accoctggta
ctgtgtecect
cgacaaagac
cgtgagtcac
accaccagcc
agccctgece
acgtgtacgy
gceteccacgt
cccgagtatyg
acttcategg

actgggtcac

caaggaatgce
agattcaatc
gtaccttcag
gtagaagtgt
tgettoaaag
getgagggat
acacacccta
ccacagactyg
agcccatect
caagtcctta
acagaacagg
cacaaggtcc
ggtgacggtc
gtgtaagata
cgcectettat
tttetgtget
cagectggtt
caccatctct
tgagctcctg
gtgacactog
gggaggette
gaagaggcct
gggaggtcta
gtaaccactc
ctgtcagate
cacggccaaa
agtegoeege
gtggectgtg
agtgtgtgtyg
gcggaggegyg

tcgacactgg
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tgggtgggaa
accttggtca
ttgcaaatac
aagtgaggtg
acgtatggte
caaggttgac
gacactactc
gaaaacactt
ggaggageaqg
cctgacacgt
cocgacageta
tggcteccage
caggaggaga
cggtagacgg
gcccaccteot
aacggtggte
gccooccagacy
ggtctacaac
tggggaccat
tacagacagyg
getgtttetyg
gcactcagtg
tttcagtaca
ctacctcagg
tgcacatgee
ggaccttcgg
cttecagtty
tgaagtagee
tgacccagtg
tettacgtet

tgcecececagt

catggaagte
catcttcaca
cacggtagta
ttttgttact
tgtgtgggat
gtegagtegg
ttgccteggt
gttcaggaat
tgtecttgtece
cgccggtccc
ccactgecag
cacattctat
atggtgacaa
togteetgte
gtcggaccaa
ctegtteaca
caactgacct
cactgtgagce
ccctccgaag
ggocgtgaca
ccctecagat
cattggtgag
acctteegte
tegtggtcaa
tcagegggeg
acccagggcc
acgtgttgeg
cgectecgee
agctgtgacc
ggtcacgacyg

goctcactgt
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aacgtttatg
ttcactccac
cgtactccag
gttacaactg
ctgtgatgag
ggttctgaaa
tactgaagta
ggactgtgca
cegtgtcoagt
gtctgcacgg
gtectecteot
gccatctgeo
acgacttacg
ttgccaccag
cggggtctge
cactccacta
cetgtggact
atggctgtec
tacagtacgg
ctacegttge
aaagtcatgt
gatggagtce
gacacaggga
cctggaagec
gaaggtcaac
tggtggtegg
tegggacyggg
agaatgcaga
cgagggtgea
gggctecatac

gaacgtggcc

gtgocatecat
aaaacaatga
tctaagttag
cagctecagae
aacggagcca
acgaagttte
cgactcccta
geggecagygy
ggtgtectgac
tcgggtagga
taccactgtt
agcaggacag
gtgttccagg
gagcaagtgt
gttgactgga
geggagaata
aaagacacga
ccggecactgt
gtggtagaga
actcgaggac
tggaaggeag
agcacecagtt
cttctecgga
tgggtecccgg
tgcacaacge
gacagtctag
gtgcoeggttt
ccagtgetge
caccggacac
tcacacacac

tccagecccac

12240

12300

12360

12420

12480

12540

12600

12660

12720

12780

12840

12900

12960

13020

13080

13140

13200

13260

13320

13380

13440

13500

13560

13620

13680

13740

13800

13860

13920

132980

14040



actgaccaac
acgggggtca
cgtctgggtt
cetgeocece
gtgcctgcaa
gggtgggaag
tccacagtga
accacaacaa
acccatgaac
getgttocac
otgogatgty
cttcgtggta
ggctgtacct
aggacagctg
gcctgeeatc
aagtgaatgc
gtggtgactg
tgggcctecc
ccccctgagg
gacggagtag
ctectgeoeece
aggctcactt
agggacagac
gtegetgtga
ctgtgatgat
cggacgtacg
acgacctgoe
aagaccacct
cgtccacecc
gggggaccca
ggcttgeace

ttttattgtg

catggegagt
cggagtgaca
gaagtggacg
geacegtttyg
ctgtgtcaac
ccttetgggt
gctgtccect
cotgootteoe
cggagttggc
acacaggtgg
tgeacctgea
gatgggacac
cctacggcac
teggtcggge
tgecctgtgag
aagacgtact
gctcacegeg
cggagaaccc
gtcagaagga
ttactcacac
cagctggagg
cctcocectecag
ggggagcccy
gegeatggag
cgatgtgtge
agttaccgtg
getgoatggt
goeaaccoockg
cagtagagac
atgttoctte
attcagctaa

tccacttaca
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gcagacccaa
cttgcaccgyg
cggacgtcct
cocaccette
gttttctcac
cacgacacta
tgggtacttg
agacaaggty

ggtggttact

gaagcaccat
cagacatgga
ccggtcaaga
tacccggagg
ttcacttacg
cacgagggtc
tccgctcacg
gggggactce
ctgcctcate
cottctcaca
tecgagtgaa
tcectgtetg
aaatatgttg
aaagtcgact
gaectgcatge
gagtcgcacg
acagtaacce
geaggtgggy
acccectgggt
ctaagttcga
aaaataacac
gaggaggaca

acaccctcta

ctteacctge
aggtcgggtyg
tcctectcac
ggaagacoca
aggggtggga
ctcatactca
gcctcaaccg
tgtgtcoccace
gacaccgaca
ctaccetgtyg
ggatgeogty
ccctcectece
cgcaccgggt
ttctgcatga
ttcgggacac
acaccttcca
cagtcttect
aatgagtgtg
gocgagggtc
ggaggaggtc
ccecteggge
tttecttgea
cgacattctg
teaatggeac
acgggttcga
gggcccttet
gteoatctetg
tacaaggaag
cctcacgtcec
aggtgaatgt
gatcatgaca

caaacggatg

113

geetgcagga
tgactggttg
caaaagagtg
gtgetgtgat
ggacggggygg
cacggacgtt
ccaccaatga
aggtgtecact
tggtgttggt
ggecagttet
atgggactoo
gacgctacac
gtgctcccag
aggcgagtge
tcectgteogac
cggacggtag
ggaagagtgt
caccactgac
acccggagygg
tttatacaac
tttcagctga
gaggacgggg
ctcagegtge
tgteattgygg
cagcgacact
gacactacta
gattcaageot
tgetggacygg
ttctggtgga
tgtgggagat
ctgaagegtg

ccgaacgtgg

aggaggagtg
ggacecgctca
tccecaccct
gagtatgagt
cgtggcaaac
gacacagttg
ctgtggctgt
cgacagggga
ggacggaagg
gggaggaggyg
gogtggecca
acgtggacgt
aagccctgtg
tgtggaaggt
agccagcecg
acggacactc
cggctcccag
cgagtggcge
gecetettggg
aaaggaacgt
gctgtaagac
gtcgacctee
tgcccaaget
coeggygaaga
cgcegtaccte
gctacacacg
ggagtgeagyg
cgacgtacca
cgttggggac
gtttgectac
atgagacgct

taagtcgatt

14100
14160
14220
14280
14340
14400
14460
14520
14580
14640
14700
14760
14820
14880
14%40
15000
15060
15120
15180
15240
15300
15360
15420
15480
15540
15600
15660
15720
15780
15840
15800

15260



10

15

20

ctcctectgt
acttctgcaa
caccectttga
tctcetetea
tgtettgetyg
gagcectgagt
ttaatacttt
gtgacggtcce
ccactactge
agttccacec
cacggtcgtt
gctctcecgac
tgtaccatga
gggtacgtcc

gocatggagt

ctagtactgt
ggtcaatgag
tgaacacaag
tgaagaccect
agggaggtaa
gcaacgacat
taaggtccgt
gacgtcatac
cagggcaaat
ttecgacatte
tcggtacatg
acggacggag
ggttctcaat

accgggacgt

gcaaatgcte

<210>2
<211> 2813
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1)..(22)

<223> Péptido senal de VWF

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (23)..(763)

<223> Regién D1D2 de VWF

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (764)..(866)

<223> Dominio D' de VWF

ES 2753124713

gacttcgcac
agaggagagt
ggtcctaceg
cttcteoceocecag
aattatgaaa
cactgccagyg
ggacgacact
tcaaggtggy
gtgccagcaa
agacttecatc
aggtaactgt
cccatgecagg
cgtcectggta
gacgtggtta

ccocaggaaqg

tactctgega
acttctggga
acactatgag
tgtccgacgg
attccaggea
ctgcagtatg
gtgtacactc
aagcotgtaag
agccatgtac
tccacctata
agttgetaca
tggcecctgea
acgaggacga
ccgagacaac

tgcagcaagt

114

ccaggatgge
gaagagggtc
tgaagacgtt
gtgggaaact
ccetgoetgtga
acagaacgac
ctcggactca
taetgaagtag
tccattgaca
ggtgatgacg
gcaggaccag
ctgcaccaat
cgagaggctg
acatggtact

ga

tgtgatactc
acaggctgcc
ccagttacte
acttgtgttce
cacatgtgag
tcectecatt
cgttgctgta
aggtggatat
tcaacgatgt
gtcecegttta
tgctecetget
ggctctgttg
tgectgecte

ccaagagtta

16020

16080

16140

16200

16260

16320

16380

16440

16500

16560

16620

16680

16740

16800

16842



10

15

ES 2753124713

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (867)..(1240)

<223> Dominio D3 de VWF

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (1241)..(1479)
<223> Dominio A1 de VWF

<220>
<221> caracteristica_misc

<222> (2016)..(2016)

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

<400> 2

115



Met

Leu

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe

Tyr

Leu

Asn

145

Leu

Glu

Leu

Ser

Ile

Pro

Arg

Met

50

Gln

Val

val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Gly

Ser

Cys
210

Pro

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Thr

Ser

135

Asn

Ala

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

val

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Arg

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe

165

Thr

Glu

Ser
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Phe

Cys

Phe

Ala

Phe

70

Val

val

Lau

Tyr

Leu

150

Asn

Ser

Gln

Ser

Ala

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Asp

Trp

Gly
215

Gly

Glu

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

Pro

Cys

200

Glu

val

Gly

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

105

Glu

val

Arg

Ala

Tyr

185

Glu

Met

116

Leu

10

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu

20

Asp

Thr

Ala

Tyr

Glu

170

Asp

Arg

Gln

Leu

Arg

Val

Tyr

Asp

75

Phe

Gln

Glu

Arg

Phe

155

Asp

Phe

Ala

Lys

Ala

Gly

Asn

Leu

60

Phe

Phe

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Asp

Ala

Ser

Gly
220

Leu

Arg

Thr

45

Leu

Gln

Asp

val

Gly

125

Asp

Lys

Phe

Asn

Pro

205

Leu

Ala

Ser

Phe

Ala

Asn

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Met

Ser

190

Pro

Trp

Leu

15

Ser

Asp

Gly

Gly

His

95

Met

Tyr

Ser

Cys

Thr
175

Trp

Ser

Glu

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

80

Leu

Pro

Lys

Gly

Gly

160

Gln

Ala

Ser

Gln



Cys

225

Val

Cys

Arg

Ser

Val

305

Cys

Leu

Ser

Thr

Pro

385

Asn

Asp

Ala

Pro

Ala
465

Gln

Asp

Ala

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Cys

Asp

Gly

450

Met

Leu

Pro

Gly

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu

Tyr

Gln

Asp

435

Leu

Asp

Leu

Glu

Gly

260

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly

340

Arg

Cys

Cys

Phe

Asp

420

Arg

His

Gly

Lys

Pro

245

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

325

Leu

Tyr

Arg

Leu

Thr

405

His

Asp

Asn

Gln
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Ser

230

Phe

Glu

Glu

val

Arg

310

val

Cys

Pro

Asn

val

390

Phe

Ser

Ala

Ser

Agp
470

Thr

val

Cys

Gly

Cys

295

Thr

Asp

val

Pro

Ser

375

Thr

Ser

Phe

Val

Leu

455

Ile

Ser

Ala

Ala

Met

280

Fro

Cys

Gly

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

Cys

440

Val

Gln

Val

Leu

Cys

265

val

Ala

Gln

Cys

Ser

345

Thr

Trp

Gln

Ile

Ile

425

Thr

Lys

Leu

117

Phe

Cys

250

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

330

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

410

Val

Arg

Leu

Pro

Ala

235

Glu

Ala

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Ile

Ser

Lys

Leu
475

Arg

Lys

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

Ser

Ser

380

Phe

Tyr

Glu

Val

His

460

Leu

Cys

Thr

Leu

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Arg

365

Asn

Lys

Leu

Thr

Thr

445

Gly

Lys

His

Lenu

Glu

270

Thr

Arg

Agn

Gly

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

Val

4320

Val

Ala

Gly

Pro

Cys

255

Tyr

Asp

Gln

Glu

Gln

335

Val

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Arg

Gly

Asp

Leu

240

Glu

Ala

His

Cys

Met

320

Leu

His

Asn

Cys

Asp

400

Arg

Cys

Leu

val

Leu
430



Arg

Asp

Ser

Gly

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Arg

Ala

625

Ala

Val

Ser

Cys

Ala

705

Ile

Ile

Ieu

Prg

Asn

530

val

Leu

Arg

Ala

Tyxr

610

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Pro

690

Gln

Phe

Gln

Gln

val

515

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leu

Pro

675

Pro

Cys

Ser

His

Met

500

Tyr

Gly

Asp

Lys

Ser

580

His

Val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

Gly

Pro

Asp

Thr

485

Asp

Ala

Asp

Phe

Gln

565

Glu

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Leu

Cys

Hisg
725
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Val

Trp

Gly

Asp

Gly

550

His

Glu

Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Tyr

Tyr

710

Hisg

Thr

Asp

Lys

Phe

535

Asn

Ser

Ala

val

Cys

615

Ala

Thr

Cys

Met

695

Tyr

Thr

Ala

Gly

Thr

520

Leu

ala

Asp

Cys

Ser

€00

Ser

Ala

Cys

Pro

Asn

€80

Asp

Asp

Met

Ser

Arg

505

Cys

Thr

Trp

Pro

Ala

585

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys

665

Glu

Glu

Gly

Cys

118

Val

4990

Gly

Gly

Pro

Lys

Cys

570

Val

Leu

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ala

Arg

Glu

Tyr
730

Arg

Arg

Leu

Ser

Leu

555

Ala

Leu

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Gly

Ile

715

Cys

Len

Leu

Cys

Gly

540

His

Leu

Thr

Tyr

Glu

620

Arg

Cys

Thr

Len

Asp

700

Phe

Glu

Ser

Leu

Gly

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

605

Cys

Gly

Pro

Cys

Glu

€85

Cysg

Gln

Asp

Tyr

Val

510

Asn

Ala

Asp

Pro

Pro

590

Arg

Leu

Val

Lys

Arg

€70

Gly

Val

Pro

Gly

Gly

495

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Pro

Glu

Phe
735

Glu

Leu

Asn

Pro

Gln

560

Met

Phe

Cys

Gly

val

640

Gln

Leu

Phe

Lys

Asp

720

Met



His

Leu

Pro

Gly

785

Ser

His

Gly

Cys

Ala

865

Leu

Tyr

Gly

val

Arg

945

Tyr

His

Cys

Ser

Pro

770

Leu

Met

Glu

Lys

val

850

Thr

Lys

Cys

Cys

Glu

930

Pro

Ile

Leu

Thr

Ser

755

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

835

Cys

Cys

Tyr

Gly

Ser

915

Gly

Met

Ile

Ser

Met

740

Pro

val

Cys

Cys

Arg

820

Tyr

Arg

Ser

Leu

Ser

3800

His

Gly

Lys

Leu

Ile

Ser

Leu

Lys

Thr

val

805

Cys

Ala

Asp

Thr

Phe

885

Asn

Pro

Glu

Asp

Leu

965

Ser
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Gly

Ser

Leu

Lys

790

Ser

val

Fro

Arg

Ile

870

Ero

Pro

Ser

Ile

Glu

950

Leu

Val

Val

His

val

775

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

855

Gly

Gly

Gly

val

Glu

935

Thr

Gly

Val

Fro

Arg

760

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu

840

Trp

Met

Glu

Thr

Lys

820

Leu

His

Lys

Leu

Gly

745

Ser

Pro

Gln

Leu

Glu

825

Thr

Asn

Ala

Cys

Phe

805

Cys

Phe

Phe

Ala

Lys

119

Ser

Lys

Ala

Asn

Cys

810

Arg

Val

Cys

His

Gln

890

Arg

Lys

Asp

Glu

Leu

970

Gln

Leu

Arg

Asp

Tyr

795

Pro

Cys

Lys

Thr

Tyr

875

Tyr

Ile

Lys

Gly

val

955

Ser

Thr

Leu

Ser

Asn

780

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

860

Leu

val

Leu

Arg

Glu

240

Val

Val

Tyr

Pro

Leu

765

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

845

His

Thr

Leu

Val

Vval

925

val

Glu

Val

Gln

Asp

750

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

830

Cys

val

Phe

val

Gly

910

Thr

Asn

Ser

Trp

Glu

Ala

Cys

Ala

Cys

Val

815

His

Asn

Cys

Asp

Gln

895

Asn

Ile

val

Gly

Asp

975

Lys

Val

Arg

Glu

Met

800

Arg

Gln

Thr

Asp

Gly

880

Asp

Lys

Leu

Lys

Arg

960

Arg

Val
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980 985 980

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

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

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

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

Thr Met Val Asp Ser Ser Cys Arg Ile L.eu Thr Ser Asp Val Phe
1055 1060 1065

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

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

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

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

Ser Cys Glu Glu Arg Asn Leu Arg Glu Asn Gly Tyr Glu Cys Glu
1130 1135 1140

Trp Arg Tyr Asn Ser Cys ARla Pro Ala Cys Gln val Thr Cys Gln
1145 1150 1135

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

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

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

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

120



Pro

Cys

Asp

Glu

val

Glu

Ile

Gly

Glu

val

Phe

Leu

Arg

Val

Glu

Asp

Glu
1220

Glu
1235

Ala
1250

Pro
1265

Fhe
1280

Vval
1295

Ser
1310

Ser
1325

Leu
1340

Ala
1355

Ser
1370

Met
1385

Tyr
1400

Gly
1415

Lys
1430

Glu
1445

His

Ala

Pro

Pro

Leu

Leu

Gln

His

Arg

Ser

Lys

Ala

Val

Ile

Gln

Leu

Cys

Cys

val

Leu

Leu

Lys

Lys

Ala

Arg

Thr

Ile

Ser

Gln

Gly

Ala

Glu

Gln

Gln

Ser

His

Asp

Ala

Trp

Tyr

Ile

Ser

Asp

Gln

Gly

Pro

Pro

Gln
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Ile

Glu

Pro

Asp

Gly

Phe

val

Ile

Ala

Glu

Arg

Glu

Leu

His

Glu

Gln

Cys
1225

Pro
1240

Thr
1255

Phe
1270

Ser
1285

val
1300

Arg
1315

Gly
1330

Ser
1345

val
1360

Pro
1375

Pro
1380

Lys
1405

Ala
1420

Asn
1435

Arg
1450

His

Gly

Thr

Tyr

Ser

Val

val

Leu

Gln

Leu

Glu

Gln

Lys

Asn

Lys

Asp

121

Cys

Gly

Leu

Cys

Arg

Asp

Ala

Lys

Val

Lys

Ala

Arg

Lys

Leu

Ala

Glu

Asp

Leu

Tyr

Ser

Leu

Met

val

Asp

Lys

Tyr

Ser

Met

Lys

Lys

Fhe

Ile

Val

Val

val

Arg

Ser

Met

val

Arg

Tyr

Thr

Arg

Ser

Val

Gln

Val

val

vVal
1230

Val
1245

Glu
1260

Leu
1275

Glu
1280

Glu
1305

Glu
1320

Lys
1335

Ala
1350

Leu
1365

Ile
1380

Arg
1385

Ile
1410

Ile
1425

Leu
1440

Ser
1455

Asn

Pro

Asp

Leu

Ala

Arg

Tyr

Arg

Gly

Phe

Ala

Asn

val

Arg

Ser

Tyr

Leu

Pro

Ile

Asp

Glu

Leu

Hisg

Pro

Ser

Gln

Leu

Phe

Ile

Leu

Ser

Leu

Thr

Thr

Ser

Leu

Phe

Arg

Asp

Ser

Gln

Ile

Leu

Val

Pro

Ile

val

Cys



Asp

Ala

Gly

Glu

Glu

Ser

Glu

Arg

Gly

Gln

Gly

Gln

Leu

Phe

Cys

Pro

Leu
1460

Gln
1475

Pro
1490

Gly
1505

Phe
1520

Ile
1535

Tyr
1550

val
1565

Leu
1580

Gly
1595

Asn
1610

Val
1625

Glu
1640

Glu
1655

Cys
1670

Asp
1685

Ala

Val

Lys

Ser

Met

His

Pro

Arg

Ala

Asp

Pro

Val

Arg

Thr

Ser

Cys

Pro

Thr

Arg

Asp

Glu

val

Phe

Glu

Leu

Arg

Ala

Pro

Tle

Leu

Gly

Ser

Glu

Vval

Asn

Lys

Glu

Thr

Ser

Ile

Arg

Glu

Ser

Ile

Gly

Pro

Glu

Gln
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Ala

Gly

Ser

Ile

val

Val

Glu

Arg

Tyr

Gln

Asp

Gly

Trp

Arg

Gly

Pro

Pro
1465

Pro
1480

Met
1485

Gly
1510

Ile
1525

Leu
1540

Ala
1555

Tyr
1570

Leu
1585

Ala
1600

Glu
1615

Val
1630

Pro
1645

Glu
1660

Leu
1675

Leu
1650

Pro

Gly

val

Glu

Gln

Gln

Gln

Gln

Ser

Pro

Ile

Gly

Asn

Ala

Gln

Asp

122

Pro

Leu

Leu

aAla

Arg

Tyr

Ser

Gly

Asp

Asn

Lys

Pro

Ala

Pro

Ile

val

Thr

Leu

Asp

Asp

Met

Ser

Lys

Gly

His

Leu

Arg

Asn

Pro

Asp

Pro

Ile

Leu

Gly

val

Phe

Asp

Tyr

Gly

Asn

Ser

vVal

Leu

Ala

Ile

Leu

Thr

Leu

Pro
1470

Val
1485

Ala
1500

Asn
1515

val
1530

Met
1545

Asp
1560

Arg
1575

Phe
1550

Tyr
1605

Pro
1620

Asn
1635

Leu
1650

Val
1665

Leu
1680

Leu
1685

Pro

Ser

Phe

Arg

Gly

Val

Ile

Thr

Leu

Met

Gly

Val

Ile

Leu

Ser

Leu

Asp

Thr

val

Ser

Gln

Thr

Leu

Asn

Val

val

Asp

Gln

Gln

Gln

Pro

Asp

Met

Leu

Leu

Lys

Asp

Val

Gln

Thr

Ser

Thr

Ile

Glu

Asp

Arg

Ala

Gly



Ser

Ala

Gln

Pro

Asp

Leu

Arg

Ser

Arg

Ala

val

Gly

Cys

Thr

Gln

Arg

Ser
1700

Lys
1715

val
1730

Trp
1745

Val
1760

Gly
1775

Pro
1790

val
1805

val
1820

Gln
1835

Lys
1850

Asn
1865

Met
1880

Leu
1895

Thr
1910

Pro

Ser

Ala

Ser

Asn

Met

Phe

Gly

Asp

Thr

Leu

Leu

Ser

Asp

Pro

Leu

Ser

Fhe

Phe

val

Val

Gln

Ala

Ala

Ser

Val

Arg

Gln

Phe

Glu

Asp

Leu

Cys

Pro

Ile

Leu

Val

Arg

val

Ser

val

Phe

Ile

Arg

Leu

Asp

Gln

Lys

Pro
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Ala

Ser

Gln

Pro

Glu

Arg

Lys

Asp

Pro

Leu

Ile

His

Gly

Cys

Ser

Asn

Ser
1705

Lys
1720

Tyr
1735

Glu
1750

Gly
1765

Tyr
1780

Ala
1795

Ala
1810

Ile
1825

Ala
1840

Glu
1855

Lys
1870

Asn
1885

His
1900

His
1915

Ser

Tyr

Ala

Gly

Lys

Gly

Leu

Val

Ala

Gly

Gly

Asp

Leu

Glu

Thr

Arg

Gln

123

Phe

Asn

Ser

Ala

Pro

Thr

Val

Ala

Ile

Pro

Leu

Cys

Lys

val

Val

Ser

Asp

Ile

Ile

His

Ser

Ser

Ile

Asp

Gly

Ala

Pro

Ser

Arg

Thr

Asn

Pro

Glu

Gly

Thr

Leu

Gln

Glu

Leu

Ala

Asp

Gly

Thr

Gly

Pro

Cys

Cys

Val

Met
1710

Pro
1725

Thr
1740

Leu
1755

Ile
1770

Met
1785

Val
1800

Ala
1815

Arg
1830

Asp
1845

Met
1860

Phe
1875

Gly
1850

Gln
1905

Asp
1920

Lys

Lys

Arg

Ile

Ser

Gly

His

Thr

Arg

Tyr

Ser

val

Val

Asp

Pro

Arg

Val

Ser

Leu

Asp

Leu

Asp

Gly

Asp

Ser

Asp

Asn

Thr

Arg

val

Asp

Gly

Glu

Phe

Thr

val

Val

Ala

Ala

Val

Asn

Ala

val

Leu

Ile

Trp

Gly

Leu

Glu



Thr

Ser

Thr

Leu

Gln

Val

Val

Gly

Phe

Pro

Asp

Thr

Pro

Pro

Glu

1925

Cys
1940

Thr
1955

Gly
1970

Glu
1985

Gly
2000

Glu
2015

Ser
2030

Ala
2045

Thr
2060

Lys
2075

Glu
2090

Thr
2105

Gly
21290

Asp
2135

Cys
2150

Gly

Arg

Ser

val

Cys

Xaa

Val

Ile

Phe

Thr

Asn

Asp

Gln

Ser

His

Cys

His

Cys

Ile

Met

His

Pro

Met

Thr

Phe

Gly

Trp

Thr

Ser

Lys

Arg

Ile

Ser

Leu

Lys

Ser

Tyr

His

Pro

Ala

Ala

Lys

Cys

His

val
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Trp

Val

Tyr

Hisg

Ser

Asp

Val

Glu

Gln

Ser

Asn

Thr

Gln

Cys

Leu

1930

Thr
1945

Thr
1960

val
1975

Asn
1990

Tle
2005

Met
2020

Gly
2035

val
2050

Asn
2065

Lys
2080

Asp
2095

Leu
2110

Pro
2125

Gln
2140

Ala
2155

Cys

Phe

Leu

Gly

Glu

Glu

Gly

Arg

Asn

Thr

Phe

val

Ile

Val

Pro
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Pro

Asp

Phe

Ala

Val

val

Asn

Phe

Glu

Tyr

Met

Gln

Leu

Leu

Ala

Cys

Gly

Gln

Cys

Lys

Thr

Met

Asn

Phe

Gly

Leu

Glu

Glu

Leu

Thr

Vval

Gln

Asn

Ser

His

Vval

Glu

His

Gln

Leu

Arg

Trp

Glu

Leu

Phe

1935

Cys
1950

Asn
1965

Lys
1980

Pro
19985

Ser
2010

Asn
2025

Val
2040

Leu
2055

Leu
2070

Cys
2085

Asp
2100

Thr
2115

Gln
2130

Pro
2145

Tyr
2160

Thr

Phe

Glu

Gly

Ala

Gly

Asn

Gly

Gln

Gly

Gly

val

Cys

Leu

Ala

Gly

Lys

Gln

Ala

Leu

Arg

Val

His

Leu

Ile

Thr

Gln

Leu

Phe

Ile

Ser

Leu

Asp

Arg

Ser

Leu

Tyr

Ile

Ser

Cys

val

Arg

Val

Ala

Cys



Gln

Ser

Arg

Tyr

val

Pro

Cys

Glu

Leu

Ala

Gln

Pro

Leu

Thr

Ser

Cys

Gln
2165

Tyr
2180

Thr
218%

Asn
2210

Ser
2225

Asp
2240

Thr
2255

Ala
2270

Ser
2285

Lys
2300

Asn
2315

Val
2330

Gln
2345

Cys
2360

Cys
2375

Asp
2390

Asp

Ala

Pro

His

Ser

Lys

Gln

Trp

Gly

Ala

aAla

Ser

Bro

Ala

Pro

Glu

Ser

His

Asp

Cys

Cys

val

Cys

val

Arg

Pro

Asp

Cys

Thr

Cys

Pro

Iyr

Cys

Leu

Phe

Glu

Gly

Met

Ile

Pro

Lys

Thr

Gln

Asp

Leu

Arg

His

Glu
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His

Cys

Cys

His

Asp

Leu

Gly

Asp

Val

Cys

Cys

Leu

Thr

Lys

Arg

Cys

Gln
2170

Arg
2185

Ala
2200

Gly
2215

His
2230

Glu
2245

Glu
2260

His
2275

Asn
2280

Gly
2305

Cys
2320

Pro
2335

Asn
2350

Glu
2365

Leu
2380

Ala
2385

Glu

Thr

Met

Cys

Pro

Gly

Asp

Gln

Cys

Leu

Pro

Pro

Pro

Glu

Pro

Cys

125

Gln

Asn

Ser

Pro

Ser

Ser

Gly

Pro

Thr

Cys

Glu

Val

Gly

Cys

Thr

Agn

Val

Gly

Cys

Arg

Glu

Cys

val

Cys

Thr

Glu

Tyr

Pro

Glu

Lys

Leu

Cys

Cys

Val

Pro

His

Gly

Val

Gln

Gln

Gln

vVal

Glu

His

Cys

Arg

Arg

val

Glu
2175

Cys
2130

Pro
2205

Cys
2220

Cys
2235

Pro
2250

His
2265

Ile
22380

Pro
2285

Ala
2310

Cys
2325

Cys
2340

Arg
2355

Val
2370

Lys
2385

Asn
2400

Val

val

Ser

Asp

Phe

Glu

Gln

Cys

Cys

Arg

Val

Glu

Pro

Ser

Thr

Ser

Ile

Asp

Leu

Gly

Cys

Glu

Phe

Thr

Pro

Leu

Cys

Arg

Asn

Pro

Gln

Thr

Ala

Trp

val

Asn

Pro¢

Ala

Leu

Cys

Thr

Arg

Asp

Gly

Phe

Pro

Cys

val



Ser

Gly

Arg

Asp

Arg

Ser

Cys

Asp

Pro

Glu

Val

Ala

Leu

Val

Gly

Leu

Cys
2405

Cys
2420

Ser
2435

val
2450

val
2465

Gly
2480

Leu
2495

Ser
2510

Glu
2525

val
2540

Pro
2555

Cys
2570

Asn
2585

Cys
2600

FPhe
2615

Gly
2630

Pro

Thr

Thr

Cys

ala

Phe

Pro

Gln

Asn

Phe

Val

Cys

Gly

Thr

Lys

Tyr

Leu

Thr

Ile

Thr

Gln

Thr

Ser

Ser

Pro

Ile

Cys

Pro

Thr

Thr

Leu

Lys

Gly

Thr

Tyr

Cys

Cys

Tyr

Ala

Ser

Cys

Gln

Pro

Ser

val

Cys

Glu

Glu
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Tyr

Thr

Pro

Thr

Ser

Val

Cys

Trp

Leu

Gln

Ser

Cys

Tle

Arg

Cys

Glu

Leu
2410

Cys
2425

val
2440

Asp
2455

Gln
2470

Leu
2485

Glu
2500

Lys
2515

Ile
2530

Arg
2545

Gly
2560

Arg
2575

Gly
2530

Cys
2605

Arg
2620

Asn
2635

Ala

Leu

Gly

Met

Lys

His

val

Ser

Asn

Asn

Phe

Cys

Pro

Met

Lys

Asn
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Ser

Pro

Gln

Glu

Pro

Glu

val

val

Glu

val

Gln

Glu

Gly

Val

Thr

Thr

Thr

Asp

Phe

Asp

Cys

Gly

Thr

Gly

Cys

Ser

Leu

Arg

Lys

Gln

Thr

Gly

Ala

Lys

Trp

Ala

Glu

Glu

Gly

Ser

Val

Cys

Ser

Met

Thr

Val

Cys

Glu

Thr
2415

Val
2430

Glu
2445

val
2460

Asp
2475

Cys
2430

Ser
2505

Gln
2520

Arg
2535

Pro
2550

Cys
2565

Glu
2580

Val
2555

Gly
2610

Asn
2625

Cys
2640

Asn

Cys

Glu

Met

Ser

Cys

Pro

Trp

Val

Gln

Lys

Ala

Met

Val

Pro

Cys

Asp

Val

Gly

Gly

Cys

Gly

Arg

Ala

Lys

Leu

Thr

Cys

Ile

Ile

Cys

Gly

Cys

His

Cys

Leu

Arg

Arg

Gly

Ser

Glu

Glu

Ser

Met

Asp

Ser

Pro



10

Cys

Met

His

Arg

Glu

Cys

val

Tyr

Ile

Thr

Val

Arg

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

Leu
2645

Thr
2660

Phe
2675

Val
2690

Gly
2705

Glu
2720

Lys
2735

Cys
2750

Asn
2765

Glu
2780

Tyr
2795

Lys
2810

Pro

Leu

Cys

Thr

Gly

Glu

val

Gln

Asp

Pro

His

Cys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> polipéptido

<400> 3

Thr

Lys

Lys

Gly

Lys

Pro

Gly

Gly

Val

Met

Glu

Ser
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Ala Cys

Arg Asp

Val Asn

Cys Pro

Ile Met

Glu Cys

Ser Cys

Lys Cys

Gln Asp

Gln Val

Val Leu

Lys

Thr
2650

Glu
2665

Glu
2680

Pro
2695

Lys
2710

Asn
2725

Lys
2740

Ala
2755

Gln
2770

Ala
2785

Asn
2800

Ile

Thr

Arg

Phe

Ile

Asp

Ser

Ser

Cys

Leu

Ala

Gln

Leu

Gly

Asp

Pro

Ile

Glu

Lys

Ser

His

Met

Leu

Gln

Glu

Glu

Gly

Thr

val

Ala

Cys

Cys

Glu

Arg

Asp

Tyr

His

Thr

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

Cys

Gly
2655

Gly
2670

Phe
2685

Lys
2700

Cys
2715

Arg
2730

Vval
2745

Tyr
2760

Ser
2775

Asn
2790

Lys
2805

Gly

Cys

Trp

Cys

Cys

Leu

Asp

Ser

Pro

Gly

Cys

Pro Lys Asn Ser Ser Met Ile Ser Asn Thr Pro

1

5
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10

Gln

Asp

Glu

Leu

Asp

Gln

Ile

Ile

Thr

Ser

Ser

Ile

Thr

Lys

Ala

Thr

Tyr

His

Asp

Arg

Val

Pro



10

15

20

25

30

35

<210>4
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> polipéptido

<400> 4

<210>5
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> polipéptido

<400> 5

<210>6
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> polipéptido

<400> 6

His Gln Asn Leu Ser Asp Gly Lys

1

His Gln Asn Ile Ser Asp Gly Lys

1

His Gln Ser Leu Gly Thr Gln

1
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5

5

128

5



10

15

20

25

30

ES 2753124713

<210>7
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> polipéptido

<400>7

Val Ile Ser Ser His Leu Gly Gln
1 5

<210>8
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de PAS

<400> 8
Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro
1l 5 10 15
Ser Ala Pro Ala
20
<210>9
<211> 20
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

<223> Secuencia de PAS

<400>9

129



10

15

20

25

30

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

1

Ala Ala Pro Ser
20

<210>10
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de PAS

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

<400> 10
1
Ser Pro Ser Ser
20
<210> 11
<211>19
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> Secuencia de PAS

<400> 11

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

1

Ser Pro Ser

<210>12
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

5

3

5
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10

10

10
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15

Pro Ser Pro Ala

15

Prc Ser Pro Ala

15



10

15

20

25

<220>
<223> Secuencia de PAS

<400> 12

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

1 5

Ser Ser Pro Ala
20

<210> 13
<211> 24
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de PAS

<400> 13

Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ser Ala Pro Pro Ala Ala Ala Ser Pro
10

1 3
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Ala Ala Proc Ser Ala Pro Pro Ala

20

<210> 14
<211> 20
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de PAS

<400> 14
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15

15
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Ala Ser Ala Ala Ala Pro Ala Ala Ala Ser Ala Ala Ala Ser Ala Pro
1l 5 10 15

Ser Ala Ala Ala
20

<210> 15
<211>19

5 <212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Péptido senal de FVIII

10
<400> 15
Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe
1 5 10 15
Cys Phe Ser
15 <210> 16
<211> 2332
<212> PRT
<213> Homo sapiens
20 <400> 16
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Ala

Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Thr

Gln

Val

Leu

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

130

Pro

Val

Arg

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Arg

Asp

20

Lys

val

Trp

Val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

Val

85

Val

Gln

Ser

Ser

Val
165
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Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Leu

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Gly

Leu

Phe

40

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Ala

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

133

Val

10

Val

Thr

Leu

Pro

Asn

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser
170

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Leu

Ala

Val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

val

140

Tyr

Leu

Ser

Arg

Val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

TyTr

Gly

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala
175

Tyr

Pro

Lys

Pro

val

80

Val

Ala

val

Asn

Ser

160

Len



Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Arg

180

Tle

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly
420

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Glu

Arg

405

Arg
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Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

Cys

310

val

Glu

Val

Val

Glu

390

Ser

Lys

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

285

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Aep

Lys

Lys

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

285

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys
425

134

Lys

Phe

Gln

val

Arg

250

val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

TIyr

Asp

His

Asp

Gln

410

val

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Gln

130

Lys

Ala

val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala
430

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

Val

Gly

415

Tyr

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr



Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Thr

435

Pro

Asn

val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly
675

Phe

Len

Gln

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

645

Lys

Thr
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Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thzx

Met

val

Arg

Gly

455

Arg

Tyxr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

Val

Phe

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

€00

Ser

His

Phe

Tyr

Met
680

Ala

Val

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

135

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Val

Ser

650

Asp

Met

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Glu

445

Leu

Dro

Lys

Phe

Asp

825

Arg

Glu

Val

Glu

Asp

€05

Val

Trp

Phe

Thr

Pro
685

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Gly

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Phe

Leu

Ile

Tle

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp



Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Thr

Val

785

His

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Ser

Thr

Asp

Thr

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln

155

Pro

Ser

Leu

Asp

Thr

835

Pro

Ala

Asn

Asp

Ser

915

Glu

Cys

val

Glu

Arg

740

Fhe

Trp

Ser

Ser

Pro

820

His

Glu

Ala

Asn

AsSn

300

Gln

Ser

His

Ser

Asp

725

Ser

Asn

Phe

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Gly
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Asn

Ser

710

Ile

Phe

Ala

Ala

Leu

790

Ser

Pro

Arg

Gly

Glu

870

Ile

Ser

Asp

Gly

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

His

775

Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

855

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr

760

Arg

Met

Leu

Ala

Gln

840

Gln

Lys

Thr

Leu

Thr

920

Leu

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Leu

Gln

Ile

825

Leu

Leu

Lys

Ile

Gly

905

Leun

Ser

136

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

810

Asp

His

Arg

Leu

Pro

8§90

Pro

Phe

Leu

Asn

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Met

Arg

795

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Pro

Gly

Ser

Arg

700

Gly

Ser

His

Asn

Pro

780

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

860

Phe

Asp

Ser

Lys

Glu

Gly

Asp

Lys

Pro

Asp

765

Tys

Ser

Tyr

Asn

Gly

845

Glu

Lys

Asn

Met

Lys

925

Glu

Met

Tyr

Asn

Ser

750

Ile

Ile

Pro

Glu

Ser

830

Asp

Lys

val

Leu

Pro

910

Ser

Asn

Thr

Tyr

Asn

735

Thr

Glu

Gln

Thr

Thr

815

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

895

val

Ser

Asn

Ala

Glu

720

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

800

Phe

Ser

val

Gly

Ser

880

Ala

His

Pro

Asp



Ser

945

Gly

Arg

val

Thr

Asn

Phe

Lys

Thr

Pro

Met

Gly

Leu

Leu

Lys

230

Lys

Lys

Ala

Ser

Asn
1010

Ser
1025

Lys
1040

Asn
1055

Ser
1070

Ile
1085

Leu
1100

Lys
1115

val
1130

Ser
1145

Asp
1160

Leu Leu Glu

Asn Val Ser

His

Ile

995

Arg

Pro

Lys

Ala

Ser

Pro

Phe

Asn

Ser

Glu

val

965

Gly Pro

980

Ser Leu

Lys

Ser

Val

Thr

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Lys

Gly

Thr

val

Thr

Ala

Aszn

Asp

Pro

Leun

Gly

Asn

Leu
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Ser
950

Ser

Ala

Leu

His

Trp

Pro

Leu

Met

Ala

Glu

Asn

Pro

Lys

Lys

9235 940

Gly Leu Met Asn Ser Gln Glu Ser Ser Trp
955 960

Thr Glu Ser Gly Arg Leu Phe Lys Gly Lys
970 975

Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala Leu Phe Lys
985 990

Lys Thr Asn Lys Thr Ser Asn Asn Ser Ala
1000 1005

Ile Asp Gly Pro Ser Leu Leu Ile Glu
1015 1020

Gln Asn Ile Leu Glu Ser Asp Thr Glu
1030 1035

Leu Tle His Asp Arg Met Leu Met Asp
1045 1050

Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr
1060 1065

Glu Met Val Gln Gln Lys Lys Glu Gly
1075 1080

Gln Asn Prc Asp Met Ser Phe Phe Lys
1090 1085

Ser Ala Arg Trp Ile Gln Arg Thr His
1105 1110

Ser Gly Gln Gly Pro Ser Pro Lys Gln
1120 1125

Glu Lys Ser Val Glu Gly Gln Asn Phe
1135 1140

Val Val Val Gly Lys Gly Glu Phe Thr
1150 1155

Glu Met Val Phe Pro Ser Ser Arg Asn
1165 1170
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Leu

Asn

Leu

Gly

Gln

Gln

His

Gly

Thr

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

Ile

Phe
1175

Gln
1190

Ile
1205

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

Leu

Glu

Gln

Lys

val

Phe

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Thr

Lys

Glu

Asn

Glu

Arg

His

Asn

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Asn

Lys

Asn

Phe

Gly

Ser

Phe

Gln

Ser

Arg

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr
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Leu

Tle

val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Pro

Ala

Lys

Met

Glu

Leu

Pro

Leu

Asp
1180

Gln
1185

val
1210

Lys
1225

Tyr
12490

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1350

Thr
1405

Asn

Glu

Leu

Asn

Asp

Asp

Lys

Gln

Thr

Lys

Ile

His

Glu

Arg

Ala

Arg

138

Leu

Glu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Ile

Leu

Lys

Ser

Lys

val

His

Tle

Gln

Phe

Ala

Thr

Glu

Val

Gln

Phe

val

Thr

Gly

His

Val

Leu

Glu

Glu

Ile

Leu

Tyr

Agn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Asn
1185

Lys
1200

Hig
1215

Leu
1230

Ala
1245

Arg
1260

Glu
1275

Lys
1250

Asn
1305

Leu
1320

Asp
1335

Ser
1350

Ile
1365

Ile
1380

Ser
1335

Gln
1410

Asn

Lys

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Thr

Glu

val

Thr

val

Lys

Leu

Ala

Val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

His

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser



Ser

Gln

Ser

val

Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

val

Pro

Glu

Lys

Ala

Val

Asn

His
1415

Glu
1430

Leu
1445

Gly
1460

val
1475

Gly
1490

Leu
1505

Leu
1520

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1595

Ile
1610

Thr
1625

Pro
1640

Leu

Ser

Ala

Ser

Glu

Lys

Phe

Val

Asn

Thr

aAla

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Pro

Ser

Ile

Leu

Asn

val

Pro

Glu

Glu

Glu

Irp

Ser

Thr

Ala

Ala

val

Ala

His

Leu

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Ile

Lys

Leu
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Ala

Phe

Thr

Thr

val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

Gln

Lys

Ser
1420

Leu
1435

Leu
1450

Ser
1465

Leu
1480

Leu
1485

Thr
1510

Leu
1525

Arg
1540

Ala
1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615

Gly
1630

Arg
1645

Tyr

Gln

Glu

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

His

139

Arg

Gly

Met

Thr

Lys

Lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

Gln

Thr

Gln

Lys

Ala

Thr

Asn

Pro

Val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

His

Ser

Thr

Val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Asp
1425

Lys
1440

Asp
1455

val
1470

Leu
1485

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1530

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Ser

Asn

Gln

Thr

Pro

Tyr

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

Gly

Asn

Tyr

Lys

Gln

Hisg

Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Val

Leu

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile

Arg

Asp

Glu

Lys

His

Glu

Gln

Thr



Thr

Ser

Glu

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

val

Ala

Ser

Asn

Phe

Leu
1655

val
1670

Asn
1685

Ile
1700

Pro
1715

Phe
1730

Gln
1745

Gly
1760

Phe
1775

Ile
1790

Asn
1805

Gln
1820

Trp
1835

Gly
1850

Pro
1865

Phe

Gln

Glu

Gln

Ala

His

Lys

Pro

Pro

Arg

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Ser

Met

Ser

Ala

val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Asp

Lys

Pro

Val

Leu

val

Tyr

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe
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Gln

Lys

Arg

Glu

Arg

val

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Glu
1660

Glu
1675

Ser
1650

Arg
1705

Asn
1720

Phe
1735

Gly
1750

Ala
1765

Ser
1780

Asp
1785

Asgn
1810

Pro
1825

Asp
1840

Leu
1855

Gln
1870

Glu

Glu

Asp

Phe

Leu

Arg

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln

Glu

Thr

val

Leu

vVal

Thr
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Ile

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

val

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

val

Thr

Lys

Asp

Asp

Lys

Asp

Gln

Phe

Asn

Glu

Tyr

Gln

Lys

Asp

Len

Cys

Val

Ser

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Ser

Thr

Glu

ASD

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

Asp
1665

Tyr
1680

Thr
1695

Gly
1710

Gly
1725

Asp
1740

His
1755

Asn
1770

Phe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr

Asp

Asp

Arg

Met

Ser

Gly

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Thr

Glu

His

Ser

Val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

val

Thr

Ala

Thr

Ile

Asp

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu

val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu



Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

1880

Met
1895

Pro
1910

Ile
1925

Ile
1940

Ser
1955

Glu
1970

Thr
1985

Cys
2000

Leu
2015

Gly
2030

Gln
2045

Asn
2060

Leu
2075

Arg
2090

Tyr
2105

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

Val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Arg

Fhe

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Asn

Lys

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp
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Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

1885

Arg
1800

Asn
1915

Pro
1930

Leu
1945

Gly
1960

Leu
1975

Pro
1590

His
2005

Lys
2020

Phe
2035

Leu
2050

Lys
2065

Ile
2080

Ser
2095

Lys
2110

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

141

Pro

Arg

Leu

Met

Val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Cys

Phe

val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

189¢

Ile
1205

Ala
19220

Ala
1335

Asn
1550

Val
1865

Pro
1980

Ile
1895

Met
2010

Leu
2025

Ser
2040

Tyr
2055

Trp
2070

Lys
2085

Gln
2100

Tyr
2115

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Glu

Gly

Gln

Ile

Lys

Phe

Val

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Ile

Asn
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Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe
2120 2125

Gly Ile Lys His Asn Tle Phe Asn
2135 2140

Ile Arg Leu His Pro Thr His Tyr
2150 2155

Met Glu Leu Met Gly Cys Asp Leu
2165 2170

Gly Met Glu Ser Lys Ala Ile Ser
2180 2185

Ser Tyr Phe Thr Asn Met Phe Ala
2195 2200

Arg Leu His Leu Gln Gly Arg Ser
2210 2215

Asn Asn Pro Lys Glu Trp Leu Gln
2225 2230

Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gln
2240 2245

Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu
2255 2260

His Gln Trp Thr Leu Phe Phe Gln
2270 2275

Gln Gly Asn Gln Asp Ser Phe Thr
2285 2290

Pro Pro Leu Leu Thr Arg Tyr Leu
2300 2305

Val His Gln Tle Ala Leu Arg Met
2315 2320

Gln Asp Leu Tyr
2330

<210> 17
<211> 7053
<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 17
142

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

val

Ile

Val

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

val

His

Leu

Val
2130

Ile
2145

Ser
2160

Ser
2175

Ile
2190

Pro
2205

Arg
2220

Gln
2235

Ser
2250

Ser
2265

Val
2280

Asn
2295

Pro
2310

Gly
2325

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

Leu

Ser

Glu

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

Val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala



atgcaaatag
accagaagat
ggtgagetge
acctcagteg
gctaagccaa
gatacagtgg
ggtgtatcet
gagaaagaagq
aaagagaatg
gtggacctgg
gggagtetgyg
tttgatgaag
gctgcatctg
ctgccaggtc
accactcctyg
cgccaggegt
gaccttggac
gcttatgtea
gaagcggaag
gatgacaact
tgggtacatt
coogatgaca
aagtacaaaa
attcagcatg
ttgattatat
gatgtccgtc
ccaattoetge
actaaatcag
gatctagett

agaggaaacce

agctctccac
actacctggg
ctgtggacge
tgtacaaaaa
ggccaccctg
tcattacact
actggaaage
atgataaagt
gtccaatgge
taaaagactt
ccaaggaaaa
ggaaaagttg
ctcgggectg
tgattggatg
aagtgcacte
ccttggaaat
agtttctact
aagtagacag
actatgatga
ctecttectt
acattgctge
gaagttataa
aagtccgatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtattc
caggagaaat
atccteggtyg
caggactcat

agataatgte
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ctgettettt
tgcagtggaa
aagatttcoct
gactctgttt
gatgggtctg
taagaacatg
ttetgaggga
cttecctggt
ctcoctgaccca
gaattcaggc
gacacagacc
gcactcagaa
gcctaaaatg
ccacaggaaa
aatattecete
ctegecaata
gttttgtcat
ctgtecagag
tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggag
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacct
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
ccetgacoege
tggocctete

agacaagagqg

ctgtgcettt
ctgtcatggg
catagagtge
gtagaattca
ctaggtcocta
gcttcccatc
gctgaatatg
ggaagccata
ctgtgcetta
ctcattggag
ttgcacaaat
acaaagaact
cacacagtca
tcagtctatt
gaaggtcaca
acttteactta
atctattece
gaaccccaac
gattctgaaa
cgcteagttg
gactgggact
ttgaacaatg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggtg
aaatggacag
tattactcta
ctecatetget

aatgtcatcce
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tgcgattctg
actatatgca
caaaatecttt
cggatcacct
ccatccagge
ctgtcagtct
atgatcagac
catatgtetg
cctactecata
ccctactagt
ttatactact
ccttgatgca
atggttatgt

ggcatgtgat

cattteottgt
ctgotcaaac
accaacatga
tacgaatgaa
tggatgtggt
ccaagaagca
atgctceoctt
gcectecageg
cctttaagac
gggaagttgg
tctaccctca
taaaacattt
tgactgtaga
gtttegttaa
acaaagaatc

tgttttetgt

ctttagtgce
aagtgatctc
tecattcaac
tttcaacatce
tgaggtttat
tcatgctgtt
cagtcaaagg
gceaggtectg
tcotttetcat
atgtagagaa
ttttgetgta
ggatagggat
aaacaggtct
tggaatgggc
gaggaaccat
actcttgatg
tggecatggaa
aaataatgaa
caggtttgat
tcctaaaact
agtecctegee
gattggtagg
tegtgaaget
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa

atttgatgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

€00

660

720

780

840

500

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



aaccgaaget
cagcttgagyg
tttgatagtt
attggageac
atggtctatg
atggaaaacc
atgaccgcct
agttatgaag
ttctcocccaga
ccagaaaatyg
atacaaaatg
gggctatcct
cctggagcaa
catcacagtg
aaactgggga
tcaaataatc
agttccttag
tttggcaaaa
aataatgatt
aaaaatgtat
gctttgttga
aaaacttceca
attgagaata
gtgacacctt
aatcatatgt
gagggcecca
ttgccagaat
caaggcocaa
aatttcttgt
ggactceaaag
ttacatgaaa

gaaacattaa

ggtacctcac
atccagagtt
tgcagttgtc
agactgactt
aagacacact
caggtctatg
tactgaaggt
atattteoage
attcaagaca
acatagagaa
totoctetag
tatctgatct
tagacagtaa
gggacatggt
caactgcagc
tgatttcaac
gacccccaag
agtcatctcc
caaagttgtt
cgtcaacaga
ctaaagataa
ataattcagc
gteccatcagt
tgattcatga
caaataaaac
tteccaccaga
cagcaaggtg
gtacaaagea
ctgagaaaaa
agatggtttt
ataatacaca

tccaagagaa
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agagaatata
ccaagectcee
agtttgtttg
cotttetgte
caccctattc
gattctgggg
ttctagttgt
atacttgetyg
ccctagoact
gactgacccet
tgatttgttyg
ccaagaagcc
taacagcctg
atttacccct
aacagagttg
aattccatca
tatgccagtt
ccttactgag
agaatcaggt
gagtggtagg
tgeccttatte
aactaataga
ctggcaaaat
cagaatgett
tacttcatca
tgcacaaaat
gatacaaagg
attagtateoa
caaagtggta
tecaageage
caatcaagaa

tgtagttttg

caacgcettte
aacatcatgc
catgaggtgg
ttettetety
ccattctcag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
aggcaaaagc
tggtttgeac
atgetettge
aaatatgaga
tctgaaatga
gagtcaggcc
aagaaacttg
gacaatttgg
cattatgata
tctggtggac
ttaatgaata
ttatttaaag
aaagttagca
aagactcaca
atattagaaa
atggacaaaa
aaaaacatgg
ccagatatgt
actcatggaa
ttaggaccag
gtaggaaagg
agaaacctat
aaaaaaattc

cctcagatac

144

tecccaatece
acagcatcaa
catactggta
gatatacctt
gagaaactgt
cagactttcg
ctggtgatta
atgocattga
aatttaatge
acagaacacc
gacagagtec
ctttttctga
cacacttcag
tccaattaag
atttcaaagt
cagcaggtac
gtcaattaga
ctectgagett
gccaagaaag
ggaaaagagc
tctetttgtt
ttgatggccc
gtgacactga
atgetacage
aaatggtcca
cgttctttaa
agaactcotet
aaaaatctgt
gtgaatttac
ttettactaa
aggaagaaat

atacagtgac

agetggagtg
tggctatgtt
cattctaagc
caaacacaaa
cttcatgtcg
gaacagaggc
ttacgaggac
accaagaage
caccacaatt
tatgectaaa
tactacacat
tgatccatca
gocacagctc
attaaatgag
ttctagtaca
tgataataca
taccactcta
gagtgaagaa
ttcatgggga
teatggacct
aaagacaaac
atcattatta
gtttaaaaaa
tttgaggceta
acagaaaaaa
gatgctattc
gaactcotggg
ggaaggtcag
daaggacgta
cttggataat
agaaaagaag

tggcactaag

1860
1220
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660

3720



aatttcatga
ggggcatatyg
aagaaacaca
aatcaaacca
agccageaga
ctagaagaaa
aaaaacatga
aaaggggoeca
caagcaaata
atatatctga
agaaagaaayg
aacctttett
ctggggacaa
aaaccagact
cagaaggacc
gaagggagcc
ggaaaagtte
ttggatccte
tcccaagaga
aacgettgtg
atagaagtca
gtcttgaaac
attgactatg
gaggatgaaa
gcagtggaga
gctcagagtg
tcctttacte
tatataagag
ccectattect
cctagaaaaa

catatggcac

agaacctttt
ctccagtact
cagctecattt
agcaaattgt
attttgtcac
cagaacttga
aacatttgac
ttactecagte
gatctocatt
ccagggtcct
attotggggt
tagccattct
gtgccacaaa
tgeccaaaac
tattecectac
ttcttcaggy
cetttetgag
ttgcttggga
agtcaccaga
aaagcaatca
cetgggeaaa
gccatcaacg
atgataccat
atcagagcce
ggctetggga
gecagtgtcec
agcecttata
cagaagttga
tctattctag
actttgtcaa

ccactaaaga
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cttactgage
tcaagatttt
ctcaaaaaaa
agagaaatat
gcaacgtagt
aaaaaggata
cccgagcacce
taccttateca
acccattgca
attccaaqgac
ccaagaaagc
aaccttggag
ttcagtcaca
atctggcaaa
ggaaactage
aacagaggga
agtagcaaca
taaccactat
aaaaacagct
tgcaatagea
gcaaggtagy
ggaaataact
atcagttgaa
ccgcagettt
ttatgggatyg
tcagttcaag
cegtggagaa
agataatate
ccttatttet
gectaatgaa

tgagtttgac

actaggcaaa
aggtcattaa
ggggaggaag
goatgcacca
aagagagctt
attgtggatyg
ctcacacaga
gattgectta
aaggtatcat
aactcttctc
agtcatttet
atgactggtg
tacaagaaag
gttgaattge
aatgggtctc
gogattaagt
gaaagetotyg
ggtactcaga
tttaagaaaa
gcaataaatyg
actgaaagge
cgtactactc
atgaagaagyg
caaaagaaaa
agtagctecec
aaagttgttt
ctaaatgaac
atggtaactt
tatgaggaaqg
accaaaactt

tgcaaagect

145

atgtagaagg
atgattcaac
aaaacttgga
caaggatatc
tgaaacaatt
acacctcaac
tagactacaa
cgaggagtca
cattteccatc
atcttccagc
tacaaggagc
atcaaagaga
ttgagaacac
tteccaaaagt
ctggccatet
ggaatgaage
caaagactac
taccaaaaga
aggataccat
agggacaaaa
tgtgctetea
ttcagtcaga
aagattttga
cacgacacta
cacatgttet
tccaggaatt
atttgggact
tcagaaatca
atcagaggea
acttttggaa

gggcttattt

ttcatatgac
aaatagaaca
aggcttggga
tectaataca
cagactacca
ccagtggtce
tgagaaggag
tageateoccet
tattagacct
agcatcttat
Caaaaasaaat
ggttggctcec
tgttctceceg
tcacatttat
ggatctegtg
aaacagacct
ctccaageta
agagtggaaa
tttgtccctg
taagcecegaa
aaacccacca
tcaagaggaa
catttatgat
ttttattgct
aagaaacagg
tactgatggc
cetggggeca
ggcectotagt
aggagcagaa
agtgcaacat

ctctgatgtt

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580



10

gacctggaaa
acactgaacc
atctttgatg
ccoctgeaata
aatggctaca
tggtatctge
gtgttcactg
gtttttgaga
attggcgagce
cagactcccce
caatatggac
tggagcacca
cacggcatca
atcatcatgt
accttaatgg
cctccaatta
cttcgcatgg
agtaaagcaa
acctggtcte
caggtgaata
ggagtaacta
atctccagea
gttttteagyg
ctgacteget

gaggtteotgg

<210> 18
<211> 1438
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> BDD FVIII

<400> 18

aagatgtgca
ctgctcatgg
agaccaaaag
tccagatgga
taatggatac
tcagcatggg
tacgaaaaaa
cagtggaaat
atctacatge
tgggaatggce

agtgggccce
aggagccctt
agacccaggg
atagtcttga
tcttectttgg
ttgctcgata
agttgatggg
tatcagatge
cttcaaaagc
atccaaaaga
cteagggagt
gtcaagatgg
gaaatcaaga
accttcgaat

gctgegagge
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ctcaggcctg
gagacaagtg
ctggtacttc
agatcccact
actacctggce
cagcaatgaa
agaggagtat
gttaccatcc
tgggatgage
ttctggacac
aaagctggcee
ttettggate
tgccegtcag
tgggaagaag
caatgtggat
catccgtttg
ctgtgattta
acagattact
tecgacttcac
gtggctgeaa
aaaatctotg
ccatcagtgg
ctecttcaca
tcacececccag

acaggaccta

attggaccce
acagtacagg
actgaaaata
tttaaagaga
ttagtaatgg
aacatccatt
aaaatggcac
aaagctggaa
acacttttte
attagagatt
agacttcatt
aaggtggatc
aagttctcca
tggcagactt
tcatctggga
cacccaactc
aatagttgca
gettecatect
ctccaaggga
gtggacttee
cttaccagea
actctetttt
cctgtggtga

agttgggtge

tac

146

ttectggtctg
aatttgctct
tggaaagaaa
attatcgctt
ctcaggatca
ctattcattt
tgtacaatct
tttggcgggt

tggtgtacag

ttcagattac
attcecggatce
tgttggcacc
gcctctacat
atcgaggaaa
taaaacacaa
attatagcat
gcatgccatt
actttaccaa
ggagtaatgc
agaagacaat
tgtatgtgaa
ttcagaatgg
actetctaga

accagattge

ccacactaac
gtttttecace
ctgcagggcect
ccatgraatc
aaggattcga
cagtggacat
ctatccaggt
ggaatgcctt
caataagtgt
agcttcagga
aatcaatgcc
aatgattatt
ctctcagttt
ttecactgga
tatttttaac
tcgcagcact
gggaatggag
tatgtttgee
ctggagacct
gaaagtcaca
ggagttcocte
caaagtaaag
cccacegtta

cetgaggatg

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7053
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Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser Trp Asp Tyr

1

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

5
Gln

val

Leu

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

130

Pro

val

val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Asp

20

Lys

val

Trp

val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met

Leu

Ser

Glu

Met

Val

85

Val

Gln

Ser

Ser

val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

10

Gly Glu Leu

FPhe

Fhe

Gly

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

Pro

Thr

55

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Fhe

40

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

val

Cys

Asn

Ala

185

val

Met

Thr

His

Glu

147

Vval

Thr

Leu

Pro

Asn

S0

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

val

Arg

250

Val

15

Asp Ala Arg Phe

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Val

Ile

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

val

Tyr

Phe

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

255

Leu

Pro

Lys

Pro

Val

80

val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu



Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Lys

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Asp
500

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe
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Val

Leu

Cys

310

val

Glu

Val

Val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

170

Leu

Pro

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

val

Tyr

Arg

Pro
505

148

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Agp

Pro

Tyr

385

Tyxr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys
510

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile

Ile

480

Lys

Lys



Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Ieu

Ser

@lu

Arg

Val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyxr

Pro

Glu
755

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

Val

Glu

Arg

740

Ile

Val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Thr
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Glu

Ser

Dro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

val

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Arg

AsBp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

Gly

520

Fhe

Leu

Ser

Ser

Gly

€00

Ser

His

Fhe

Tyr

Met

€80

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr
760

Pro

Val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Leu

149

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Val

Ser

650

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

730

Pro

Gln

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Pro

Ser

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

Val

Asp

Asp

525

Arg

Glu

val

Glu

Asp

605

val

Trp

Phe

Thr

Pro

€85

Gly

Asp

Lysg

Leu

Gln
765

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Asn

Lys

750

Glu

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Arg

Glu

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Proc

Trp

Ala

Glu

720

Ala

His

Ile



ES 2753124713

Asp Tyr Asp Asp Thr Ile Ser Val Glu Met Lys Lys Glu Asp Phe Asp
770 775 780

Tle Tyr Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys
785 750 795 800

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

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

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

Phe Thr Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu
850 855 B€0

Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr
865 870 875 880

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

Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe
300 905 S1¢0

Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His
915 320 925

Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Rla Tyr Phe
930 235 940

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

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

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

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

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

150



Phe

val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro

His
1025

Met
1040

Ser
1055

Thr
1070

Tyr
1085

Gly
1100

Gly
1115

Pro
1130

Ala
1145

His
1160

Ser
1175

Ile
1190

Ser
1205

Thr
1220

Asn
1235

Ile

Ala

Ala

Asn

Val

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gln

Tyr

Val

Ile

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Asn

Asp

Asn

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

ES 2753124713

Gly

Gln

Ile

Lys

Phe

val

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyr

Tyr
1030

Arg
1045

His
1060

Glu
1075

Glu
1080

Glu
11058

Phe
1120

Ser
11358

Gly
1150

Ile
1165

Asp
1180

Ala
1185

Met
1210

Ser
122%

Gly
1240

Ile

Ile

Ile

Ser

Glu

Thr

Cys

Leu

Gly

Gln

Asn

Leu

Arg

Tyr

Thr

Ile

Arg

151

Met

Arg

Ile

Tyr

Val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Len

Thr

His

His

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Len
1035

Leu
1050

Ser
1065

Ala
1080

Leu
1095

Glu
1110

Asn
1125

AsSp
1140

Lys
1155

Thr
1170

Met
1185

Ser
1200

Gly
1215

Met
1230

Ile
1245

Thr

Pro

Leu

Gly

Lau

Pro

His

Lys

Phe

Leun

Lys

Ile

Ser

Lys

Val

Phe

His

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser
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Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

val

Ile

Val

<210>19
<211> 4371
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> BDD FVIII

<400> 19

1250

Arg
1265

Cys
1280

Gln
1295

Ser
1310

Trp
1325

Phe
1340

Lys
1355

Ser
1370

Lys
1385

Val
1400

His
1415

Leu
1430

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

Gln

Ser

Ser

val

Asn

Pro

Gly

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

ES 2753124713

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

1255

Met
1270

Gly
1285

Ser
1300

Arg
1315

Asn
1330

Lys
1345

Ser
1360

His
1375

Gln
1390

Pro
1405

Val
1420

Gln
1435

Glu

Met

Tyr

Leu

Asn

Val

Met

Gln

Gly

Pro

His

Asp

152

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

1260

Cys
1275

Ala
1290

Met
1305

Gly
1320

Trp
1335

Thr
1350

Glu
1365

FPhe
1380

Ser
1395

Arg
1410

Leu
1425

Asp

Ile

Phe

Arg

Leu

Thr

Phe

Phe

Phe

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu



atgcaaatag agctctccac

accagaagat actacctggg

ggtgagetge
acctcagtcg
gctaagecaa
gatacagtgg
ggtgtateet
gagaaagaag
aaagagaatg
gtggacctgy
gggagtetgg
tttgatgaag
gctgcatcotg
ctgececaggte
accactcctg
cgecaggegt
gaccttggac
gettatgtea
gaagcggaag
gatgacaact
tgggtacatt
cccagatgaca
aagtacaaaa
attcagecatg
ttgattatat
gatgtcegtce
ccaattctge
actaaatcag
gatctagett
agaggaaacc
aaccgaaget
cagettgagyg

tttgatagtt

ctgtggacge
tgtacaaaaa
ggccaccetg
teattacact
actggaaage
atgataaagt
gtccaatggce
taaaagactt
ccaaggaaaa
ggaaaagttg
ctogggectg
tgattggatg
aagtgcactc
ccttggaaat
agtttctact
aagtagacag
actatgatga
ctcettectt
acattgctgc
gaagttataa
aagtccgatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtatte
caggagaaat
atcecteggtg
caggactcat
agataatgtce
ggtacctcac
atccagagtt

tgcagttgtc
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ctgcttcttt
tgcagtggaa
aagatttect
gactctgttt
gatgggtctg
taagaacatg
ttetgaggga
ctteectggt
ctctgaccca
gaattecagyge
gacacagacc
gcactcagaa
gcctaaaatyg
ccacaggaaa
aatattcctc
ctegecaata
gttttgtcat
ctgtacagag
tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggag
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacct
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
cctgaceccge
tggceetete
agacaagagqg
agagaatata
ccaagectee

agtttgtttg

ctgtgcettt
ctgtcatggg
cctagagtge
gtagaattca
ctaggtccta
gottcocecate
gotgaatatg
ggaageccata
ctgtgcctta
cteattyggag
ttgcacaaat
acaaagaact
cacacagtca
tcagtctatt
gaaggtcaca
actttectta
atctecttecece
gaacaoccaac
gattcotgaaa
cgctcagttg
gactgggact
ttgaacaatyg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggtg
aaatggacag
tattactcta
ctecatetget
aatgteatcc
caacgectttc
aacatecatge

catgaggtgg

153

tgcgattctg
actatatgca
caaaatettt
cggatcacct
ccatccaggce
ctgtecagtet
atgatcagac
catatgtctg
cctactcata
coctactagt
ttatactact
ccttgatgca
atggttatgt
ggcatgtgat
catttcttgt
ctgctcaaac
accaacatga
tacgaatgaa
tggatgtggt
ccaagaagca
atgctccett
gecctcageg
cctttaagac
gggaagttgg
tctaccetea
taaaacattt
tgactgtaga
gtttcgttaa
acaaagaatce
tgttttetgt
tccccaatee
acagcatcaa

catactggta

ctttagtgcc
aagtgatctc
tecattcaac
tttcaacatc
tgaggtttat
tcatgetgtt
cagtcaaagg
gecaggteoctg
tcttteteat
atgtagagaa
ttttgectgta
ggatagggat
aaacaggtct
tggaatgggc
gaggaaccat
actcttgatg
tggcatggaa
aaataatgaa
caggtttgat
tcctaaaact
agtcctcgec
gattggtagy
tegtgaaget
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa
atttgatgag
agctggagtg
tggctatgtt

cattctaage

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



attggagcac
atggtctatg
atggaaaacc
atgacegect
agttatgaag
ttctctcaaa
cagtcagatc
gattttgaca
cgacactatt
catgttctaa
caggaattta
ttgggactcc
agaaatcagg
cagaggcaag
ttttggaaag
gcttatttct
ctggtectgee
tttgctectgt
gaaagaaact
tatecgettece
caggatcaaa
attcattteca
tacaatctct
tggcgggtag
gtgtacagca
cagattacag
teoggatcaa
ttggcaccaa
ctctacatct
cgaggaaatt
aaacacaata

tatagcattc

agactgactt
aagacacact
caggtctatg
tactgaaggt
atatttcagc
acccaccagt
aagaggaaat
tttatgatga
ttattgectgc
gaaacagggc
ctgatggote
tggggccata
cctctogtec
gagcagaacc
tgcaacatca
ctgatgttga
acactaacac
ttttcaccat
gcagggctcc
atgcaatcaa
ggattcgatg
gtggacatgt
atccaggtgt
aatgccttat
ataagtgtca
cttcaggaca
tecaatgeeotg
tgattattea
ctcagtttat
ccactyggaac
tttttaacce

gcagcactct
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cotttetgte
caccctattc
gattctgggg
ttetagttgt
atacttgctg
cttgaaacge
tgactatgat
ggatgaaaat
agtggagagg
tecagagtgge
ctttactcag
tataagagca
ctattccttc
tagaaaaaac
tatggcaccc
cctggaaaaa
actgaaccct
ctttgatgag
ctgcaatatc
tggctacata
gtatctgcectce
gttcactgta
ttttgagaca
tggegageoat
gactccoctg
atatggacag
gagcaccaag
aggoatcaag
catcatgtat
cttaatggte
teocaattatt

tcgecatggag

ttettetetg
ccattctcag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
catcaacggg
gataccatat
cagagcacac
ctctgggatt
agtgtecete
ccottatace
gaagttgaag
tattctagcc
tttgtcaagc
actaaagatg
gatgtgcact
gctecatggga
accaaaagct
cagatggaag
atggatacac
agcatgggca
cgaaaaaaag
gtggaaatgt
ctacatgetyg
ggaatggctt
tgggccccaa
gagccocotttt
acocagggtyg
agtcttgatg
ttetttggea
gectegataca

ttgatgggct

154

gatatacctt
gagaaactgt
cagactttcg
ctggtgatta
atgccattga
aaataactcg
cagttgaaat
goagettteoa
atgggatgag
agttcaagaa
gtggagaact
ataatatcat
ttatttctta
ctaatgaaac
agtttgactg
caggcctgat
gacaagtgac
ggtacttcac
atcccacttt
tacctggett
gcaatgaaaa
aggagtataa
taccatccaa
ggatgagcac
ctggacacat
agctggceag
cttggatcaa
cacgtcagaa
ggaagaagtg
atgtggatte
teoegtttgea

gtgatttaaa

caaacacaaa
cttcatgtcg
gaacagaggc
ttacgaggac
accaagaagc
tactactctt
gaagaaggaa
aaagaaaaca
tagctcccca
agttgtttte
aaatgaacat
ggtaactttc
tgaggaagat
caaaacttac
caaagcctgg
tggacccctt
agtacaggaa
tgaaaatatg
taaagagaat
agtaatgget
catccattct
aatggcactg
agctggaatt
actttttetg
tagagatttt
acttcattat
ggtggatetg
gttotecage
gcagacttat
atetgggata

cccaacteat

tagttgcage

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2%40
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840

3800
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atgccattgg
tttaccaata
agtaatgcct
aagacaatga
tatgtgaagyg
cagaatggca
tctctagace

cagattgcce

<210> 20
<211> 500
<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> conector

<400> 20

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

gaatggagag
tgtttgccac
ggagacctca
aagtcacagg
agttacteat
aagtaaaggt

caccgttact

tgaggatgga

Gly Gly

Gly Ser

20

Ser
35

Gly

Gly Gly

50

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly Gly

Gly Gly

Gly Ser

100

Ser
115

Gly

Gly Gly

130
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taaagcaata
ctggtctect
ggtgaataat
agtaactact
ctecageagt
ttttcaggga
gactcgctac

ggttctggge

Ser Gly Gly

Gly Gly Gly

Gly Glv Gly

Ser
55

Gly Gly

Gly Ser Gly

Ser

85

Gly Gly

Gly Gly Gly

Gly Gly Gly

Ser
135

Gly Gly

tcagatgcac
tcaaaagctc
ccaaaagagt
cagggagtaa
caagatggec
aatcaagact
cttcgaatte

tgcgaggeac

Gly Gly

Ser
25

Gly

Ser
40

Gly
Gly Gly
Gly Gly
Gly

Gly

Ser
105

Gly

Ser
120

Gly

Gly Gly

155

Ser

10

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

a0

Gly

Gly

Gly

agattactge
gacttcacct
ggctgcaagt
aatctetget
atcagtggac
cctteoacace
acccccagag

aggacctcta

Gly Gly

Gly

Gly

Gly Gly

Gly

Gly

Ser

ttcatecctac
ccaagggagyg
ggacttccag
taccagcatg
tetetttttt
tgtggtgaac

ttgggtgcac

C

Ser
15

Gly

Ser
30

Gly

Gly Gly

45

Ser
60

Gly

Ser
75

Gly
Gly Gly
Gly

Gly

Gly Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly Gly

Gly

Gly

Ser

95

Gly

Ser
110

Gly

Gly Gly

125

Ser
140

Gly

Gly

Gly Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4371



Ser

145

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

225

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

305

Cly

Gly

Gly

Gly

Ser
385

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

210

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

290

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

370

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

185

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

275

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

355

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

180

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

260

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

340

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

165

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

245

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

325

Gly

Gly

Gly

Gly
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Ser

150

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

230

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

310

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
390

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

215

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

285

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

375

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

200

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

280

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

360

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

185

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

265

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

345

Gly

Gly

Gly

156

Gly

Ser

170

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

250

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

330

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

155

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

235

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

315

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
395

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

220

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

300

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

380

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

205

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

285

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

365

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

150

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

270

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

350

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

175

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

255

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

335

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

160

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

240

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

320

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
400
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15

20
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Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
405

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
420 425

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
4358 440

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
450 455

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly
465 470

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
485

Gly Gly Gly Ser
500

<210> 21
<211> 800
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector

<220>

<221> REPETIR

<222> (1)..(300)

<223> Repeticiones de Gly-Gly-Ser 1 a 100 veces

<220>
<221> REPETIR
<222> (301)..(800)

<223> Gly-Gly-Repeticiones de Gly-Gly-Ser 1 a 100 veces

<400> 21

157

T3

Ser

410

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
490

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

475

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

460

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

445

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

430

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

415

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
485

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

480

Gly



ES 2753124713

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
1 5 10 15

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
35 40 45

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
50 55 60

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
100 105 110

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
115 120 125

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
130 135 140

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
145 150 155 160

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
165 170 175

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
180 185 150

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
185 200 205

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
210 215 220

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
225 230 235 240

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly
245 250 255

Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly
260 265 270

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
275 280 285

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
290 285 300

158



Ser

305

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

385

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

465

Cly

Gly

Gly

Gly

Ser
545

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

370

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

450

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

530

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

355

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

435

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

515

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

340

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

420

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

500

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

325

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

405

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

485

Gly

Gly

Gly

Gly

ES 2753124713

Ser

310

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

390

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

470

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
550

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

375

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

455

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

535

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

360

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

440

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

520

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

345

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

425

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

505

Gly

Gly

Gly

159

Gly

Ser

330

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

410

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

490

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

315

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

395

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

475

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
555

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

380

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

460

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

540

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

365

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

445

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

525

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

350

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

430

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

510

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

335

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

415

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

495

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

320

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

400

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

480

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
560



Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

625

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

705

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
785

<210> 22
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

Gly

Gly

Gly

Ser

610

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

690

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

770

Gly

Gly

Gly

Ser

595

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

675

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

755

Gly

Gly

Gly

Sar

580

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

660

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

740

Gly

Gly

Gly

Ser

565

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

645

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

725

Gly

Gly

Gly

Gly

ES 2753124713

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

€30

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

710

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
790

Gly

Gly

Gly

Ser

615

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

695

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

175

Gly

Gly

Gly

Ser

600

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

680

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

760

Gly

Gly

Gly

Ser

585

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

665

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

745

Gly

Gly

Gly

160

Ser

570

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

650

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

730

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

635

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

715

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
795

Gly

Gly

Gly

Ser

620

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

700

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

780

Gly

Gly

Gly

Ser

605

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

685

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

765

Gly

Gly

Gly

Ser

590

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

670

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

750

Gly

Gly

Gly

Ser

575

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

655

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

735

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

640

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

720

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
800
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<223> conector

<400> 22

Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser
1 5

<210> 23
<211>15
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector

<400> 23

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly
1 5 10 15

<210> 24
<211> 16
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector

<400> 24

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
1 5 10 15

<210> 25
<211>18
<212> PRT
<213> Artificial
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<220>

<223> conector

<400> 25

Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly Gly Ser Gly

1 5

Gly Ser

<210> 26
<211>15
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector

<220>
<221> REPETIR
<222> (1)..(15)

<223> Repeticiones de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser 1 a 3 veces

<400> 26

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

<210> 27
<211>100
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector

<220>
<221> REPETIR

162
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ES 2753124713

<223> Repeticiones de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser 1 a 20 veces

<400> 27
Gly
1
Gly
Gly
Gly
Ser
65
Gly
Gly
<210> 28
<211> 15
<212>PRT
<213> Atrtificial
<220>

<223> conector

<220>

<221> REPETIR

<2225 (1)..(15)

<223> Gly-Gly-Gly-Gly-Ser se repite 1 a 3 veces

<400> 28

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

Gly

Gly

Gly

Ser

50

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

35

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

20

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
100

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
85

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

70

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

55

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

40

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

25

Gly

Gly

Gly

Gly

163

Ser

10

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
90

10

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

75

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

60

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

45

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

30

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

15

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser
95

15

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

g0

Gly

Ser Gly Gly Gly Gly Ser
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<210> 29
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de FXla

<400> 29

Lys Leu Thr Arg aAla Glu Thr
1 5

<210> 30
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de FXla

<400> 30

Asp Phe Thr Arg Val Val Gly
1 5

<210> 31

<211>8
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de FXlla

<400> 31

Thr Met Thr Arg Ile val Gly Gly
1 5

<210> 32
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> CARACTERISTICA_MISC
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de calicreina

<400> 32
Ser Pro Phe Arg Ser Thr Gly Gly
1 5

<210> 33

<211>8

<212> PRT

<213> Artificial
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<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisiéon de FVlla

<400> 33

<210> 34
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisiéon de FIXa

<400> 34

<210> 35
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

ES 2753124713

Leu Gln Val Arg Ile Val Gly Gly

5

Pro Leu Gly Arg Ile Val Gly Gly

5
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<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisiéon de FXa

<400> 35

Ile Glu Gly Arg Thr val Gly Gly

1

<210> 36
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisiéon de Flla (trombina)

<400> 36

Leu Thr Pro Arg Ser Leu Leu Val

1

<210> 37
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> caracteristica_misc
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<2225 (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de elastasa-2

<400> 37

Leu Gly Pro Val Ser Gly val Pro

1

<210> 38
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de granzima-B

<400> 38

val Ala Gly Asp Ser Leu Glu Glu

1

<210> 39
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de MMP-12

ES 2753124713

5

5
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<400> 39

Gly Pro Ala Gly Leu Gly Gly Ala

1

<210> 40
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de MMP-13

<400> 40

Gly Pro Ala Gly Leu Arg Gly Ala

1

<210> 41
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> caracteristica_misc

<222> (4)..(5)

<223> Sitio de escisién de MMP-17

<400> 41

ES 2753124713

5

5
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<210> 42
<211>8
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc

<2225 (4)..(5)

<223> Sitio de escisiéon de MMP-20

<400> 42

<210> 43
<211>7
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (6)..(7)

<223> Sitio de escision de TEV

<400> 43

Ala Pro Leu Gly Leu Arg Leu Arg

1

Pro aAla Leu Pro Leu Val Ala Gln

1

Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly

1

ES 2753124713

5

5
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<210> 44
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc

<2225 (4)..(5)

ES 2753124713

<223> Sitio de escision de enterocinasa

<400> 44

<210> 45
<211>8
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<220>
<221> caracteristica_misc

<2225 (6)..(7)

Asp Asp Asp Lys Ile val Gly Gly

1

5

<223> Sitio de escisién de proteasa C (PRESCISSION)

<400> 45

<210> 46
<211>8

Leu Glu Vval Leu Phe Gln Gly Pro

1

5
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<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector escindible

<220>

<221> caracteristica_misc
<222> (4)..(5)

<223> sortasa A

<400> 46

<210> 47
<211>9
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector escindible

<400> 47

<210> 48
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 48

Thr Gln Ser Phe Asn Asp Phe Thr Arg

1

Leu Pro Lys Thr Gly Ser Glu Ser

1

ES 2753124713

5

5
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<210> 49
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 49

<210> 50
<211>7
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 50

<210> 51
<211>10
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 51

ES 2753124713

Ser val Ser Gln Thr Ser Lys Leu Thr Arg

1

5

10

Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly val Arg

1

Thr Thr Lys Ile Lys Pro Arg

1

5

5

173
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<210> 52
<211>4
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 52

Arg Arg Arg Arg
1

<210> 53
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 53

<210> 54
<211>5
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 54

ES 2753124713

Ala Leu Arg Pro Arg Val Val Gly Gly Ala

1

Arg Lys Arg Arg Lys Arg

1

5

5
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Arg Arg Arg Arg Ser
1 5

<210> 55
<211>5
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> sitio de escisiéon

<400> 55

Leu Val Pro Arg Gly
1 5

<210> 56
<211>25
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> sitio de escision y conector

<400> 56

Thr Leu Asp Pro Arg Ser Phe Leu Leu Arg Asn Pro Asn Asp Lys Tyr
1 ] 10 15

Glu Pro Phe Trp Glu Asp Glu Glu lys
20 25

<210> 57
<211>99
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ESC48-Fwd-VWF-D'D3 con sefal de VIl y sitio BsiW1 para pSYN VWF-001
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<400> 57

tcgcgacgta cggccgccac catgcaaata gagctctcca cctgettett tctgtgectt

ttgcgattet gectttagect atcctgtecgg ccccccatg

<210> 58
<211> 68
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>

<223> ESC50- Rev- VWF- D'D3 parcial (1-276 amino&cidos) con 6 His y sitio Not1 para pSYN VWF- 001

<400> 58

tgacctcgag cggcegctca gtggtgatgg tgatgatgca gaggcacttt tetggtgtcea

gcacactg

<210> 59
<211>99
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefial de VIl y sitio BsiW1 para pSYN VWF- 002

<400> 59

tcgcgacgta cggccgeccac catgcaaata gagctctcca cctgettett tctgtgectt

ttgcgattect gctttagect atcctgtegg ccccccatg

<210> 60
<211>71
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
176
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<223> ESC51- Rev- VWF D'D3 (1-477 aminoacidos) con 6His y sitio Not 1 para pSYN VWF- 002

<400> 60

tgacctcgag cggcegctca gtggtgatgg tgatgatgce tgctgcagta gaaatcgtge &0

aacggcggtt c 71

<210> 61
<211> 99
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefial de VIl y sitio BsiW1 para pSYN VWF- 003

<400> 61

tcgcgacgta cggccgeccac catgcaaata gagctctcca cctgettett tctgtgectt 60

ttgcgattect gctttagect atcctgtegg ccccccatg 99

<210> 62
<211> 65
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ESC52- Rev-VWF-D'D3 A1 parcial (1-511 aminoécidos) con 6His y sitio Not1 para pSYN VWF- 003

<400> 62

tgacctcgag cggccgctca gtggtgatgg tgatgatgge ccacagtgac ttgtgccatg 60

tgggg 65

<210> 63
<211>99
<212> ADN
<213> Artificial
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<220>
<223> ESC48- Fwd - VWF-D'D3 con sefial de VIl y sitio BsiW1 para pSYN VWF- 004

<400> 63

tcgcgacgta cggccgeccac catgcaaata gagctctcca cctgettett tctgtgectt 60

ttgcgattect gctttagect atcctgtegg ccccccatg 99

<210> 64
<211> 65
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ESC53-Rev- VWF-D'D3A1 (1-716 amino&cidos) con 6His y sitio Not1 para pSYN VWF- 004

<400> 64

tgacctogag cggecgetea gtggtgatgyg tgatgatgge ccacagtgac ttgtgecatg 60
tgggy 65
<210> 65
<211> 1313
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> vector clonado

<400> 65

178
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ggatcctagt
ccatcctggt
ccatgaagga
tgggcaaage
agacatacca
acctcaccag
aagtgagctc
gccataacaa
acgtcttcca
acgacacctg
cctatgecca
gocceccagag
ataacagetg
ctgtgcagtg
ttttgcagac
ttgecteagg
actgtgatgt
ctceccacaga
goetgtgatac
tcacaggctg
aaattccagg

ggctgeagta

<210> 66
<211> 32
<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> ESC 89-fwd con sitio Nhel

<400> 66

ggggaataag
ggagggagga
tgagactcac
ccteteogtyg
ggagaaagtg
cagcaacctc
gcagtgtget
catcatgaaqg
ggactgcaac
ctectgtgag
cgtgtgtgee
ctgcgaggag
tgeacctgee
tgtggaggge
ctgcgttgac
aaagaaagtc
tgtcaaccte
tgeccocggtg
tcacttctge
ceccaccettt
cacctgetgt

tgtcaaggtg

ES 2753124713

ggatgcagcc
gagattgagc
tttgaggtgg
gtectgggace
tgtggectgt
caagtggagg
gacaccagaa
cagacgatgg
aagctggtgyg
tccattgggg
cagcatggca
aggaatctee
tgtcaagtea
tgccatgeee
cctgaagact
accttgaatce
acctgtgaag
agcceccacea
aaggtcaatg
gatgaacaca
gacacatgtg

ggaagetgta

ctcactatag ggagacccaa gctggetage cg 32

<210> 67
<211>43

accccteagt
tgtttgacgg
tggagtctgg
gecacctgag
gtgggaattt
aagaccctgt
aagtgcctct
tggattcocte
acccogagec
actgcgectg
aggtggtgac
gggagaacgg
cgtgtecagea
actgeocctec
gtccagtgtg
ccagtgacec
cctgccagga
ctectgtatgt
agagaggaga
agtgtcttge
aggagcctga

agtctgaagt

179

gaaatgcaag
ggaggtgaat
ccggtacate
catctcegtg
tgatggcatc
ggactttggg
ggactcatcc
ctgtagaatc
atatctggat
cttetgegac
ctggaggacg
gtatgagtgt
ccctgageoca
agggaaaatc
tgaggtggct
tgagcactge
gccgggagygce
ggatgagacg
gtacttetgg
tgagggaggt
gtgcaacgac

agaggtggat

aaacgggtca
gtgaagaggc
attctgetge
gtectgaage
cagaacaatg
aactcctgga
cctgocaccet
cttaccagtg
gtectgcattt
accattgctyg
gccacattgt
gagtggcget
ctggectgee
ctggatgage
ggccggcgtt
cagatttgce
ctggtggtge
ctccaggatg
gagaagaggyg
aaaattatga
atcactgcca

ate

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1313



10

15

20

25

30

35

ES 2753124713

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> ESC 91-rev con Sall

<400> 67

ctggatcccg ggagtcgact cgtcagtggt gatggtgatg atg 43

<210> 68
<211> 92
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> LW 22-FWD-VWF-D'D3 con la secuencia senal de FVIIl y sitio BsiW1

<400> 68

gcgecggecg tacgatgcaa atagagetet ccacctgett ctttetgtge cttttgegat

tctgetttag cctatcectgt cggecccccca tg

<210> 69
<211> 47
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> LW 23-Rev- Fc con coddn de terminacion y sitio Not1

<400> 69

tcatcaatgt atcttatcat gtctgaattc gcggecgctc atttace 47

<210> 70
<211> 41
<212> ADN

<213> Artificial
180

60

92
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15

20

25

ES 2753124713

<220>

<223> Oligonucledtido de clonacién LW24- Fwd- VWF D1D2D'D3 con sitio BsiW1

<400> 70

gcgecggecg tacgatgatt cetgecagat ttgecggggt g 41

<210> 71
<211> 41
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido LW27-Rev-VWF D'D3 con EcoRV

<400> 71

ccaccgcecag atatcggcete ctggeaggct tcacaggtga g 41
<210>72

<211> 1240

<212> PRT

<213> Artificial

<220>
<223> VWF-D1D2D'D3

<400> 72

181



Met

Leu

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe

Tyr

Leu

Asn
145

Ile

Pro

Arg

Met

50

Gln

Val

Val

Ala

Ser

130

Phe

Pro

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Ala

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

val

Arg

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Ala

Leu

ES 2753124713

Phe

Cys

Phe

Ala

Phe

70

Val

Val

Leu

Tyr

Leu
150

Ala

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Gly

Glu

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

val

Gly

25

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

105

Glu

val

Arg

182

Leu

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu

90

Asp

Thr

Ala

Tyr

Leu

Arg

val

Tyr

Asp

Phe

Gln

Glu

Arg

Phe
155

Ala

Gly

Asn

Leu

60

Phe

Phe

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Leu

Arg

Thr

45

Leu

Gln

Asp

val

Gly

125

Asp

Lys

Ala

Ser

30

Phe

Ala

Asn

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Leu

Ser

Asp

Gly

Gly

His

95

Met

Tyr

Ser

Cys

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

80

Leu

Pro

Lys

Gly

Gly
160



Leu

Glu

Leu

Ser

Cys

225

Val

Cys

Arg

Ser

Val

305

Cys

Leu

Ser

Thr

Pro

385

Asn

Cys

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Asp

Ala

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Gly

Thr

Ser

195

Asn

Leu

Pro

Gly

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu

Iyr

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly

260

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly

340

Arg

Cys

Cys

Phe

Phe

165

Thr

Glu

Ser

Lys

Pro

245

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

325

Leu

Tyr

Arg

Leu

Thr
405

ES 2753124713

Asn

Ser

Gln

Ser

Ser

230

FPhe

Glu

Glu

Val

Arg

310

val

Cys

Pro

Asn

val

390

Phe

Ile

Asp

Trp

Gly

215

Thr

Val

Cys

Gly

Cys

295

Thr

Asp

Val

Pro

Ser

375

Thr

Ser

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

Ala

Ala

Met

280

Pro

Cys

Gly

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ala

Tyr

185

Glu

Met

val

Leu

Cys

265

Val

Ala

Gln

Cys

Ser

345

Thr

Trp

Gln

Ile

183

Glu

170

Asp

Arg

Gln

Fhe

Cys

250

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

330

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys
410

Asp

Phe

Ala

Lys

Ala

235

Glu

Ala

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Lys

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

Ser

Ser

380

Phe

Tyr

Phe

Asn

Pro

205

Leu

Cys

Thr

Leu

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Arg

365

Asn

Lys

Leu

Met

Ser

130

Dro

Trp

His

Leu

Glu

270

Thr

Arg

Asn

Gly

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

Thr

175

Trp

Ser

Glu

Pro

Cys

255

Tyr

Asp

Gln

Glu

Gln

335

Val

Cys

Glu

Phe

Ala
415

Gln

Ala

Ser

Gln

Leu

240

Glu

Ala

His

Cys

Met

320

Leu

His

Asn

Cys

AsSp

400

Arg



Asp

Ala

Pro

Ala

465

Arg

Asp

Ser

Gly

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Arg

Ala

625

Ala

Val

Cys

Asp

Gly

450

Met

Ile

Leu

Pro

Asn

530

Val

Leu

Arg

Ala

Tyr

610

Leu

Trp

Tyr

Gln

Asp

435

Leu

Asp

Gln

Gln

val

515

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leu

Asp

420

Arg

Hisg

Gly

His

Met

500

Tyr

Gly

Asp

Lys

Ser

580

His

Val

Ser

Glu

Gln
660

His

Asp

Asn

Gln

Thr

485

Asp

Ala

Asp

Phe

Gln

565

Glu

Arg

Cys

Tyxr

Pro

845

Cys

ES 2753124713

Ser

Ala

Ser

Asp

470

val

Trp

Gly

Asp

Gly

550

His

Glu

Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Phe

Vval

Leu

455

Ile

Thr

Asp

Lyvs

Phe

535

Asn

Ser

Ala

Val

Cys

615

Ala

Arg

Thr

Ser

Cys

440

val

Gln

ala

Gly

Thr

520

Leu

Ala

Asp

Cys

Ser

€00

Ser

Ala

Cys

Pro

Ile

425

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

505

Cys

Thr

Trp

Pro

Ala

585

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys
665

184

Val

Arg

Leu

Pro

val

490

Gly

Gly

Pro

Lys

Cys

570

Val

Leu

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ile

Ser

Lys

Leu

475

Arg

Arg

Leu

Ser

Leu

555

aAla

Leu

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Glu

val

His

460

Leu

Leu

Leu

Cys

Gly

540

His

Leu

Thr

Tyr

Glu

620

Arg

Cys

Thr

Thr

Thr

445

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

605

Cys

Gly

Pro

Cys

Val

430

Val

Ala

Gly

Tyr

val

510

Asn

Ala

Asp

Pro

Pro

590

Arg

Leu

Val

Lys

Arg
670

Gln

Arg

Gly

Asp

Gly

495

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Leu

Val

Leu

480

Glu

Leu

Asn

Pro

Gln

560

Met

Phe

Cys

Gly

Val

640

Gln

Leu



Ser

Cys

Ala

705

Ile

His

Leu

Pro

Gly

785

Ser

His

Gly

Cys

Ala

865

Leu

Tyr

Gly

Tyr

Pro

690

Gln

Phe

Cys

Ser

Pro

770

Leu

Met

Glu

Lys

val

850

Thr

Lys

Cys

Cys

Pro

675

Pro

Cys

Ser

Thr

Ser

755

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

835

Cys

Cys

Tyr

Gly

Ser

Asp

Gly

Pro

Asp

Met

740

Pro

Val

Cys

Cys

Arg

820

Tyr

Arg

Ser

Leu

Ser

200

His

Glu

Leu

Cys

His

725

Ser

Leu

Lys

Thr

Val

805

Cys

Ala

Asp

Thr

Phe

885

Asn

Pro

ES 2753124713

Glu

Iyr

Tyr

710

His

Gly

Ser

Leu

Lys

790

Ser

val

Pro

Arg

Ile

870

Pro

Pro

Ser

Cys

Met

695

Tyr

Thr

val

His

val

775

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

855

Gly

Gly

Gly

Val

Asn

€80

Asp

Asp

Met

Fro

Arg

760

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu

840

Trp

Met

Glu

Thr

Lys

Glu

Glu

Gly

Cys

Gly

745

Ser

Pro

Gln

Leu

Glu

825

Thr

Asn

Ala

Cys

Phe

905

Cys

185

Ala

Arg

Glu

Tyr

730

Ser

Lys

aAla

Asn

Cys

810

Arg

Val

Cys

Eis

Gln

890

Arg

Lys

Cys

Gly

Ile

715

Cys

Leu

Arg

Asp

Tyr

7395

Pro

Cys

Lys

Thr

Tyr

875

Tyr

Ile

Lys

Leu

Asp

700

Phe

Glu

Leu

Ser

Asn

780

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

860

Leu

Val

Leu

Arg

Glu

685

Cys

Gln

Asgp

Pro

Leu

765

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

845

His

Thr

Leu

Val

Val

Gly

val

Pro

Gly

Asp

750

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

830

Cys

val

Phe

val

Gly

910

Thr

Cys

Pro

Glu

Phe

735

Ala

Cys

Ala

Cys

val

815

His

Asn

Cys

Asp

Gln

895

Asn

Ile

Phe

Lys

Asp

720

Met

vVal

Arg

Glu

Met

800

Arg

Gln

Thr

Asp

Gly

880

Asp

Lys

Leu
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915 920 925

Vval 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
980 985 990

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

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

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

Leu Asp Ser Ser Pro Ala Thr Cys His Asn Asn Ile Met Lys Gln
1040 1045 1080

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

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

Cys Ile Tyr Asp Thr Cys Ser Cys Glu Ser Ile Gly Asp Cys Ala
1085 1080 1085

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

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

Ser Cys Glu Glu Arg Asn Leu Arg Glu Asn Gly Tyr Glu Cys Glu
1130 1135 1140

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

186



10

His
His
Thr
Arg
Pro
Cys
<210> 73
<211> 477
<212> PRT
<213> Artificial
<220>

<223> VWF-D'D3

<400> 73

Pro
1160

Ala
1175

Cys
1130

Arg
1205

Glu
1220

Glu
1235

Glu

His

Val

Phe

His

Ala

Pro

Cys

Asp

Ala

Cys

Cys

Leu

Pro

Pro

Ser

Gln

Gln

ES 2753124713

Ala

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

Cys
1165

Gly
1180

Asp
1195

Lys
1210

Cys
1225

Pro
1240

Pro

Lys

Cys

Lys

His

187

Val

Ile

Pro

Val

Cys

Gln

Leu

Val

Thr

Asp

Cys

Asp

Cys

Leu

val

Val
1170

Glu
1185

Glu
1200

Asn
1215

val
1230

Glu

Len

Val

Pro

Asn

Gly

Len

Ala

Ser

Leu

Cys

Gln

Gly

Asp

Thr



Ser

Asn

Asp

Pro

Pro

65

Ile

Asp

Leu

Leu

Leu

Leu

Gly

50

Cys

Gly

His

Thr

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

Cys

Val

Phe

Cys

Ala

20

Cys

Val

His

Asn

Cys

100

Asp

Arg

Glu

Met

Arg

Gln

Thr

85

Asp

Gly
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Pro

Gly

Ser

His

Gly

70

Cys

Ala

Lau

Pro

Leu

Met

Glu

55

Lys

val

Thr

Lys

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

Cys

Cys

Tyr

Val

Cys

25

Cys

Arg

Tyr

Arg

Ser

105

Leu

188

Lys

10

Thr

vVal

Cys

Ala

Asp

20

Thr

Phe

Leu

Lys

Ser

Val

Pro

15

Arg

Ile

Pro

val

Thr

Gly

Ala

60

Gly

Lys

Gly

Gly

Cys

Cys

Cys

45

Leu

Glu

Trp

Met

Glu

Pro

Gln

30

Leu

Glu

Thr

Asn

Ala

110

Cys

Ala

15

Asn

Cys

Arg

Val

Cys

95

His

Gln

Asp

Tyr

Pro

Cys

Lys

80

Thr

Tyr

Tyr



val

Leu

145

Arg

Glu

Val

Val

Tyr

225

Asn

Asp

Lys

LysS

Phe

305

Cys

Phe

Lys

Leu

130

Val

val

Val

Glu

Val

210

Gln

Asn

Phe

val

Gln

290

Gln

Ile

Cys

Val

115

val

Gly

Thr

Asn

Ser

195

Trp

Glu

Asp

Gly

Pro

275

Thr

Asp

Tyr

Asp

Val
355

Gln

Asn

Ile

val

180

Gly

Asp

Lys

Leu

Asn

260

Leu

Met

Cys

Asp

Thr

340

Thr

Asp

Lys

Leu

165

Lys

Arg

Arg

Val

Thr

245

Ser

Asp

val

Asn

Thr

325

Ile

Trp
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Tyr

Gly

150

val

Arg

Tyr

His

Cys

230

Ser

Trp

Ser

Asp

Lys

310

Cys

Ala

Arg

Cys

135

Cys

Glu

Pro

Ile

Leu

215

Gly

Ser

Lys

Ser

Ser

295

Leu

Ser

Ala

Thr

120

Gly

Ser

Gly

Met

Ile

200

Ser

Leu

Asn

Val

Pro

280

Ser

val

Cys

Tyr

Ala
360

Ser

His

Gly

Lys

185

Leu

Ile

Cys

Leu

Ser

265

Ala

Cys

Asp

Glu

Ala

345

Thr

189

Asn

Pro

Glu

170

Asp

Leu

Ser

Gly

Gln

250

Ser

Thr

Arg

Pro

Ser

330

His

Leu

Pro

Ser

155

Ile

Glu

Leu

Val

Asn

235

val

Gln

Cys

Ile

Glu

315

Ile

Val

Cys

Gly

140

Val

Glu

Thr

Gly

val

220

Phe

Glu

Cys

His

Leu

300

Pro

Gly

Cys

Pro

125

Thr

Lys

Leu

His

Lys

205

Leu

Asp

Glu

Ala

Asn

285

Thr

Tyr

Asp

Ala

Gln
365

Phe

Cys

Phe

Phe

190

Ala

Lys

Gly

Asp

Asp

270

Asn

Ser

Leu

Cys

Gln

350

Ser

Arg

Lys

Asp

175

Glu

Leu

Gln

Ile

Pro

255

Thr

Ile

Asp

Asp

Ala

335

His

Cys

Ile

Lys

160

Gly

Val

Ser

Thr

Gln

240

val

Arg

Met

val

Val

320

Cys

Gly

Glu



10

15

Glu
Ser
385
Ala
Gly
Cys
Val
Asp
465
<210> 74
<211> 30
<212> PRT
<213> Attificial
<220>

Arg

370

Cys

Cys

Lys

Pro

Thr

450

val

Asn

Ala

Pro

Ile

Val

435

Leu

val

Leu

Preo

Val

Leu

420

Cys

Asn

Asn

Arg

Ala

Gln

405

Asp

Glu

Pro

Leu

ES 2753124713

Glu

Cys

390

Cys

Glu

val

Ser

Thr
470

hsn

375

Gln

Val

Leu

Ala

Asp

455

Cys

Gly

val

Glu

Leu

Gly

440

Pro

Glu

Tyr

Thr

Gly

Gln

425

Arg

Glu

Ala

Glu

Cys

Cys

410

Thr

Arg

His

Cys

<223> VWF- dominio D'D3 (1-477 aa; mutacién C336A/C379A)

<220>

<221> REPETIR

<2225 (1)..(30)

<223> Repeticiones de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser 6 veces

<400> 74

Cys

Gln

395

His

Cys

Phe

Cys

Gln
475

Glu

380

His

Ala

Val

Ala

Gln

460

Glu

Trp

Pro

His

Asp

Ser

445

Ile

Pro

Arg

Glu

Cys

Pro

430

Gly

Cys

Tyr

Pro

Pro

415

Glu

Lys

His

Asn

Leu

400

Pro

Asp

Lys

Cys

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1

5

10

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

<210> 75
<211>5
<212> PRT

20

25

190

30

15



10

15

20

25

30

35

ES 2753124713

<213> Artificial

<220>

<223> conector

<400> 75

Arg Arg Arg Arg Ser

1 5

<210> 76
<211>6
<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> conector

<400> 76

Arg Lys Arg Arg Lys Arg
1 5

<210> 77
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Oligonucleétido de clonacion ESC17-Fwd- VWF con Clal

<400> 77

gtccggcatg agaatcgatg tgtg 24

<210> 78
<211> 31
<212> ADN

191
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<213> Artificial

<220>
<223> ESC41-Rev-VWF con EcoRV

<400> 78

ccteccaccge cagatatcag aggceactttt ¢ 31

<210>79
<211>105
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> ESC78- Fwd con sitio EcoRV

<400> 79

aaagtgcctc tgatatctgg cggtggaggt tccggtggcg ggggatccgg tggcggggga

teecggtggeg ggggatccgg tggeggggga tcoetggtce coegg

<210> 80
<211> 107
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> ESC79- Rev con sitio RsRlI

<400> 80

gaagaggaag actgacggtc cgcccaggag ttctggaget gggcacggtg ggcatgtgtg

agttttgtecg cctecgetge ccocecgggggac cagggatccoe cogcecac

<210> 81
<211> 48
<212> PRT
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<213> Artificial

<220>

<223> conector

<400> 81

Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40 45

<210> 82
<211> 1781
<212> ADN
<213> Artificial

<220>

<223> pSYN-FVIII-049, que es construccién FVIII-Fc con un conector escindible entre dos dominios Fc;
secuencia de Genscript nimero 103069

20

193

<400> 82
ccgtcgacaa gagcaggtgg cagcagggga acgtcttcte atgectcegtg atgecatgagg 60
ctctgcacaa ccactacacg cagaagagcc tctcecctgtc tccgggtaaa cggocgeccgec 120
ggagcggtgy cggcggatca ggtgggggtg gatcaggegy tggaggttcc ggtggcgggy 180
gatececggegg tggaggttee ggtgggggtg gatcaaggaa gaggaggaag agaagcectat 240
cotgteggee coccatggte aagetggtgt gteccegetga caacctgegg gotgaaggge 300
tcgagtgtac caaaacgtge cagaactatg acctggagtg catgagcatg ggetgtgtet 360
ctggetgeet ctgeocceceg ggecatggtec ggcatgagaa tcecgatgtgtg gecctggaaa 420
ggtgtccctg cttcecatcag ggcaaggagt atgcccctgg agaaacagtg aagattgget 480
gcaacacttyg tgtctgtcgg gaccggaagt ggaactgcac agaccatgtg tgtgatgcca 540
cgtgcteccac gatcggcatg geccactacc tcaccttcga cgggctcaaa tacctgttcee 600
ccggggagtg ccagtacgtt ctggtgcagg attactgegg cagtaaccct gggaccttte 660
ggatcctagt ggggaataag ggatgcagece acccctcagt gaaatgeaag aaacgggtca 720
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ccatcctggt ggagggagga gagattgagce tgtttgacgg ggaggtgaat gtgaagaggce 780
ccatgaagga tgagactcac tttgaggtgg tggagtctgg ccggtacate attctgectge 840
tgggcaaage cctctecegtg gtctgggace geccacctgag catctececgtg ghtectgaage 900
agacatacca ggagaaagtg tgtggcctgt gtgggaattt tgatggecate cagaacaatg 960
acctcaccag cagcaacctce caagtggagg aagaccctgt ggactttggg aactcctgga 1020
aagtgagctc gcagtgtget gacaccagaa aagtgectct ggactcatce cctgecaccet 1080
gccataacaa catcatgaag cagacgatgg tggattccte ctgtagaate cttaccagtg 1140
acgtcttcca ggactgcaac aagetggtgg accccgagec atatctggat gtotgeattt 1200
acgacacctg ctectgtgag tecattgggg actgegeege attctgegac accattgetg 1260
cctatgecca cgtgtgtgee cagcatggeca aggtggtgac ctggaggacg gcecacattgt 1320
goeccccagag ctgocgaggag aggaatctcc gggagaacgg gtatgagget gagtggeget 1380
ataacagcty tgcacctgec tgtcaagtca cgtgtcageca coctgagcca ctggectgeco 1440
ctgtgcagtg tgtggaggge tgccatgece actgccctce agggaaaatc ctggatgage 1500
ttttgecagac ctgcgttgac cctgaagact gtcocagtgtg tgaggtgget ggecggegtt 1560
ttgcctcagg aaagaaagtc accttgaatc ccagtgacce tgagcactge cagatttgece 1620
actgtgatgt tgtcaaccte acctgtgaag cctgecagga gecgategat ggeggtggag 1680
gtteecggtgg cgggggatce ctggtcoccece ggggcagoegg aggegacaaa actcacacat 1740
gocccacegtyg cccagetcca gaactcetgg geggacegte a 1781

<210> 83

<211> 220

<212> ADN

<213> Artificial

<220>

<223> Se subcloné un fragmento de la construccion de Genscript en pSYN-FVIII-0159 digerido con
EcoRV/RsRIl; N® de secuencia de Genscript 132601

<400> 83
aaagtgccte tgatatctgg cggtggaggt tccggtggeg ggggatccgg cggtggaggt 60
tccggeggty gaggttccagg tggcggggga tceggtggeg ggggatccet ggtececcegg 120
ggcagcggeg gtggaggttce cggtggcggg ggatccgaca aaactcacac atgcccaceg 180
tgcccagetce cagaactcect gggeggaceg tcagtetteo 220

<210> 84

<211>73

194
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15

20

<212> PRT
<213> Artificial

<220>

<223> pSYN-VIII-178 tiene un conector de 73 aminodcidos entre el fragmento de VWF y la regién Fc; sintesis

ES 2753124713

de fragmento de ADN que codifica el conector de 73 aminoacidos

<400> 84
Ile
1
Ser
Gly
Gly
Gly
65
<210> 85
<211> 299
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

Ser

Gly

Gly

Gly

50

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly Gly

Gly Gly

20

Gly Ser

Ser Gly

Ser Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly
70

<223> Secuencia de Genscript N2 144849

<400> 85

gcctgecagg ageccgatatce
ggttceggeg gtggaggtte
ggatceggey gtggaggtte
ggatceectgg tcccecgggg

actcacacat gecceegtge

<210> 86

Ser

Gly

Gly

Gly

55

Gly

Gly Gly

Gly Gly

25

Gly Gly

Gly Ser

Gly Ser

195

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
10 15

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
30

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly
45

Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly
60

tggcggtgga ggttccggtg gegggggatce cggeggtgga
cggtggcggy ggatccggeg gtggaggtte cggtggeggg
cggcggtgga ggttecgatyg geggaggate cggtggeggg
cagcggeggt ggaggttceeg gtggeggggg atccgacaaa

ccagcetocag aactectggg cggaccegtea gtettecte

60

120

180

240

299
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<211>98
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

<223> conector

<400> 86

Ile Ser Gly Gly Gly Gly
1 5

Ser Gly Gly Gly Gly Ser

Gly Gly Gly Gly Ser Gly
35

Gly Gly Gly Ser Gly Gly
50

Gly Gly Ser Gly Gly Gly
65 70

Gly Ser Leu Val Pro Arg
85

Gly Ser
<210> 87
<211> 380

<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Secuencia de Genscript N® -144849

<400> 87

Ser

Gly

Gly

Gly

25

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

490

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Sear

Gly

Gly

196

Gly
10

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

75

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

60

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

45

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly
15

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

80

Gly



10

gcctgecagg
ggttecggeyg
ggateeggeyg
ggttceggty
ggatceggtyg

gggggatccg

cogteoagtet

agccgatate
gtggaggttc
gtggaggtte
gegggggate

gcgggggatc

acaaaacktca

tcetetteece

ES 2753124713

tggcggtgga
cggtggcggyg
cggeggtgga
cggeggtgga
cctggtccce

cacatgcceca

<210> 88
<211> 2449
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Heterodimero FVIII-VWF-Fc

<400> 88

Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe

1

Cys Phe Ser Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser

20

5

ggttccggtg
ggatccggeg
ggtteeggtyg
ggttccggeg
cggggcageg

ccgtgeceag

10

25

197

gcgggggatc
gtggaggttc
gegggggate
gtggaggtte
gcggtggagg

ctccagaact

cggcggtgga
cggtggeggg
cggeggtgga
cggtggcggg
ttccggtgge

cctgggegga

15

30

60

120

180

240

300

360

380



Trp

Phe

Tyr

65

Ala

aAla

His

Glu

Asp

145

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys

225

Ala

Val

Tyr

Asp

Pro

50

Lys

Lys

Glu

Pro

Gly

130

lys

Glu

Leu

Ala

Thr

210

Ser

Ala

Asn

Trp

Tyr

35

Pro

Lys

Pro

val

Val

115

Ala

val

Asn

Ser

Leu

195

Leu

Trp

Ser

Arg

His
275

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

100

Ser

Glu

Phe

Gly

His

180

Leu

His

His

Ala

Sex

260

val

Gln

val

Leu

Pro

85

Asp

Leu

Tyr

Pro

Pro

165

val

Val

Lys

Ser

Arg

245

Leu

Ile

ES 2753124713

Ser

Pro

Phe

70

Pro

Thr

His

Asp

Gly

150

Met

Asp

Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

Asp

Lys

55

val

Trp

val

Ala

Asp

135

Gly

Ala

Leu

Arg

Ile

215

Thr

Trp

Gly

Met

Leu

40

Ser

Glu

Met

val

Val

120

Gln

Ser

Ser

val

Glu

200

Leu

Lys

Pro

Leu

Gly
280

Gly

Phe

Phe

Gly

Ile

105

Gly

Thr

His

Asp

Lys

185

Gly

Leu

Asn

Lys

Ile

285

Thr

198

Glu

Pro

Thr

Leu

30

Thr

val

Ser

Thr

Pro

170

Asp

Ser

Phe

Ser

Met

250

Gly

Thr

Leu

Phe

Asp

75

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

155

Leu

Leu

Leu

Ala

Leu

235

His

Cys

Pro

Pro

Asn

60

His

Gly

Lys

Tyr

Arg

140

val

Cys

Asn

Ala

Val

220

Met

Thr

His

Glu

val

45

Thr

Leu

Pro

Asn

Trp

125

Glu

Trp

Leu

Ser

Lys

205

Phe

Gln

val

Arg

val
285

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

110

Lys

Lys

Gln

Thr

Gly

150

Glu

Aszp

Asp

Asn

Lys

270

His

Ala

val

Asn

Ile

95

Ala

Ala

Glu

Val

Tyr

175

Leu

Lys

Glu

Arg

Gly

255

Ser

Ser

Arg

Val

Ile

80

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

160

Ser

Ile

Thr

Gly

Asp

240

Tyxr

val

Ile



Phe

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro

385

Trp

Leu

Asn

Ala

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr

370

Ser

val

Val

Gly

Tyr

450

Gly

Tle

Gly

Val

Tyr
530

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

355

Asp

Phe

His

Leu

Pro

435

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Gly

Ser

Gln

Glu

340

Met

Ser

Ile

Tyr

Ala

420

Gln

Asp

Leu

Phe

Thr

500

His

Trp

His

Pro

Phe

325

Ala

Lys

Glu

Gln

Ile

405

Pro

Arg

Glu

Gly

Lys

485

Asp

Leu

Thr
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Thr

Ile

310

Leu

Tyxr

Asn

Met

Ile

330

Ala

Asp

Ile

Thr

Pro

470

Asn

Val

Lys

val

Phe

295

Thr

Leu

val

Asn

Asp

375

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

455

Leu

Gln

Arg

Asp

Thr
535

Leu

Fhe

Phe

Lys

Glu

360

Val

Ser

Glu

Arg

Arg

440

Lys

Leu

Ala

Pro

Fhe

520

val

Val

Leu

Cys

val

345

Glu

Val

val

Glu

Ser

425

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

505

Pro

Glu

199

Arg

Thr

His

330

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

410

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

4990

Tyr

Ile

Asp

Asn

Ala

315

Ile

Ser

Glu

Phe

Lys

395

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu

475

Pro

Ser

Leu

Gly

His

300

Gln

Ser

Cys

Asp

Asp

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Ala

460

Val

Tyr

Arg

Pro

Pro
540

Arg

Thr

Ser

Pro

Tyr

365

Asp

Hisg

Asp

Gln

val

445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

525

Thr

Gln

Leu

His

Glu

350

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

430

Arg

Gln

Asp

Tle

Leu

510

Glu

Lys

Ala

Leu

Gln

335

Glu

Asp

Asn

Lys

Ala

415

Leu

Phe

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ile

Ser

Ser

Met

320

His

Pro

Asp

Ser

Thr

400

Pro

Asn

Met

Glu

Leu

480

Pro

Lys

FPhe

Asp



Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Pro

625

Phe

Tyr

Ser

Leu

Gly

705

Met

Tyr

Asn

Lys

Glu

Arg

Leu

val

Leu

Ile

610

Glu

Asp

Ile

Gly

Phe

620

Leu

Thr

Tyr

Asn

Arg

770

Glu

Cys

Ala

Asp

Phea

595

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyr

675

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala

755

His

Ile

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

660

Thr

Fhe

Ile

Leu

Asp

740

Ile

Gln

Asp

Thr

Gly

565

Arg

Val

Phe

Ala

Gln

€645

Ile

Phe

Ser

Leu

Leu

725

Ser

Glu

Arg

Tyr

ES 2753124713

Arg

550

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

€30

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Glu

Asp

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His

Glu

695

Cys

val

Glu

Arg

Ile

775

Asp

Tyr

Gly

Gln

Glu

€00

Asn

Ile

Val

Gln

Lys

€80

Thr

His

Ser

Asp

Ser

760

Thr

Thr

Ser

Pro

Ile

585

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

665

Met

val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Arg

Ile

200

Ser

Leu

570

Met

Arg

Ala

Eis

Leu

€50

Asp

Val

Phe

Ser

Cys

730

Ser

Ser

Thr

Ser

Phe

555

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

635

His

Phe

Tyr

Met

Asp

715

Asp

Ala

Gln

Thr

Val

Val

Ile

Asp

Trp

val

620

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

700

Phe

Lys

Tyr

Asn

Leu

780

Glu

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Asn

Val

Ser

Asp

685

Met

Arg

Asn

Leu

Pro

765

Gln

Met

Met

Tyr

Arg

580

Leu

Leu

Gly

Ala

val

670

Thr

Glu

Agn

Thr

Leu

750

Pro

Ser

Lys

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

655

Fhe

Leu

Asn

Arg

Gly

735

Ser

val

Asp

Lys

Arg

560

Glu

val

Glu

Asp

val

640

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly

720

Asp

Lys

Leu

Gln

Glu



ES 2753124713

785 790 795 800

Asp Phe Asp Ile Tyr Asp Glu Asp Glu Asn Gln Ser Pro Arg Ser Phe
805 810 815

Gln Lys Lys Thr Arg His Tyr Phe Ile Ala Ala Val Glu Arg Leu Trp
820 825 830

Asp Tyr Gly Met Ser Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn Arg Ala Gln
835 840 845

Ser Gly Ser Val Pro Gln Phe Lys Lys Val Val Phe Gln Glu Phe Thr
850 855 860

Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro Leu Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His
865 870 B75 880

Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile
885 890 895

Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser
900 205 910

Ser Leu Ile Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg
915 920 925

Lys Asn Phe Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val
930 935 940

Gln His His Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp
945 950 955 960

Ala Tyr Phe Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu
965 970 975

Ile Gly Pro Leu Leu Val Cys His Thr Asn Thr Leu Asn Pro Ala His
980 985 990

Gly Arg Gln Val Thr val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe Thr Ile Phe
895 1000 1005

Agsp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu Asn Met Glu Arg Asn
1010 1015 1020

Cys Arg Ala Pro Cys Asn Ile Gln Met Glu Asp Pre Thr Phe Lys
1025 1030 1035

201



Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Asn
1040

Pro
1055

Leu
1070

Gly
1085

Leu
1100

Pro
1115

His
1139

Lys
1145

Phe
1160

Leu
1175

Lys
1190

Ile
1205

Ser
1220

Lys
1235

Val
1250

Phe
1265

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Fhe

Asgn

Arg

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Phe

Vval

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro
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His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Ala
1045

Ala
1060

Asn
1075

val
1080

Pro
1105

Ile
1120

Met
1135

Leu
1150

Ser
1165

Tyr
1180

Trp
1185

Lys
1210

Gln
1225

Tyr
1240

Val
1255

Ile
1270

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

202

Asn

Asp

Asn

Lys

val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Tle

Gly

Ser

Arg

Gly

Gln

Ile

Lys

Phe

Val

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Tle

Asn

Ser

Tyr

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Ile
1050

Ile
1065

Ser
1080

Glu
1085

Thr
1110

Cys
1125

Leu
1140

Gly
1155

Gln
1170

Asn
1185

Leu
1200

Arg
1215

Tyr
1230

Thr
1245

Ile
1260

Arg
1275

Met

Arg

Ile

Tyr

val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Asp

Trp

Hig

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thz

His

His

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro



Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Lys

Gly

Met

Ser

His
1280

Asp
1295

Ile
1310

FPhe
1325

Arg
1340

Leu
1355

Thr
1370

Phe
1385

Phe
1400

Phe
1415

Tyr
1430

Arg
1445

Thr
1460

Pro
1475

Ile
1490

His
1505

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

His

Ser

Ser

Glu

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

Vval

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Thr

Val

Arg

Asp

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Gly

val

Ile

Val

Cys

Phe

Thr

Pro
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Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Val

His

Leu

Pro

Leu

Pro

Glu

Ser
1285

Ser
1300

Ile
1315

Pro
1330

Arg
1345

Gln
1360

Ser
1375

Ser
1350

Val
1405

Asn
1420

Pro
1435

Gly
1450

Pro
1465

Phe
1480

Glu
14585

val
1510

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Cys

Pro

Val

Lys
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Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

Thr

Phe

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

Ala

Lysg

Cys

Asn

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

Val

Gln

Pro

Pro

val

Trp

Glu
1290

Met
1305

Tyr
1320

Leu
1335

Asn
1350

Val
1365

Met
1380

Gln
1395

Gly
1410

Pro
1425

His
1440

Asp
1455

Glu
1470

Lys
1485

Val
1500

Tyr
1515

Leu

Glu

Phe

His

Fro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

Leu

Asp

Val

val

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Leu

Thr

Asp

Asp

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

Asp

Gly

Leu

Val

Gly



val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Ser

Ser

Cys

Arg

Glu
1520

Ser
1535

Trp
1550

Leu
1565

Pro
1580

Leu
1595

Tyr
1610

Glu
1625

Ser
1640

Gln
1655

Hisg
1670

Arg
1685

Gly
1700

Gly
1715

Arg
1730

Ala

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Arg

Gly

Gly

Pro

Glu

His

Tyxr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

Hisg

Arg

Gly

Gly

Pro

Gly

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr

Arg

Gly

Gly

Met

Leu
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Ala

val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

val

Thr

Ser

Ser

Ser

Val

Glu

Lys
1525

val
1540

Glu
1555

Glu
1570

Val
1585

val
1600

Ala
1615

Thr
1630

Ser
1645

Fhe
1660

Gln
1675

Gly
1650

Gly
1705

Arg
1720

Lys
1735

Cys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

val

Thr

Lys

Ser

Lys

Gly

Gly

Lys

Leu

Thr
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Lys

val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Gly

Gly

Arg

Val

Lys

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

Gly

Gly

Arg

Cys

Thr

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

Val

val

Ser

Ser

Ser

Lys

Pro

Cys

Glu
1530

val
1545

val
1560

Lys
1575

Pro
1590

Leu
1605

Ser
1620

Leu
1635

Asp
1650

Met
1665

Leu
1680

Gly
1695

Gly
1710

Arg
1725

Ala
1740

Gln

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Gly

Gly

Ser

Asp

Asn

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Gly

Gly

Leu

Asn

Tyr

Tyr

Gln

Lys

Gly

Asp

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Gly

Gly

Ser

Leu

Asp



Leu

Pro

Cys

val

Asn

Met

Gly

Pro

Pro

Gly

Met

Ile

His

Val

Leu

1745

Glu
1760

Gly
1775

Pro
1790

Lys
1805

Cys
1820

Ala
1835

Glu
1850

Gly
1865

Ser
1880

Glu
1895

Lys
1910

Ile
1925

Leu
1940

Cys
1955

Thr
1970

Cys

Met

Cys

Ile

Thr

His

Cys

Thr

Val

Ile

Asp

Leu

Ser

Gly

Ser

Met

Val

Fhe

Gly

Asp

Tyr

Gln

Fhe

Lys

Glu

Glu

Leu

Ile

Leu

Ser

Ser

Arg

His

Cys

Hisg

Leu

Tyr

Arg

Cys

Leu

Thr

Leu

Ser

Cys

Asn
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Met

His

Gln

Asn

Val

Thr

Val

Ile

Lys

Phe

His

Gly

val

Gly

Leu

1750

Gly
1765

Glu
1780

Gly
1795

Thr
1810

Cys
1825

Phe
1840

Leu
1855

Leu
1870

Lys
1885

Asp
1500

Phe
1915

Lys
1930

val
1945

Asn
1960

Gln
1975

Cys

Asn

Lys

Cys

Asp

Agp

Val

val

Arg

Gly

Glu

Ala

Leu

Phe

val
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val

Arg

Glu

val

Ala

Gly

Gln

Gly

Val

Glu

val

Leu

Lys

Asp

Glu

Ser

Cys

Tyr

Cys

Thr

Leu

Asp

Asn

Thr

val

val

Ser

Gln

Gly

Glu

Gly

Val

Ala

Arg

Cys

Lys

Tyr

Lys

Ile

Asn

Glu

Val

Thr

Ile

Asp

1755

Cys
1770

Ala
1785

Pro
1800

Asp
1815

Ser
1830

Tyr
1845

Cys
1860

Gly
1875

Leu
1890

val
1905

Ser
1920

val
1935

Tyr
1950

Gln
1965

Pro
1980

Leu

Leu

Gly

Arg

Thr

Leu

Gly

Cys

Val

Llys

Gly

Trp

Gln

Asn

val

Cys

Glu

Glu

Lys

Ile

Phe

Ser

Ser

Glu

Arg

Arg

Asp

Glu

Asn

Asp

Pro

Arg

Thr

Trp

Gly

Pro

Asn

His

Gly

Pro

Tyr

Arg

Lys

Asp

Phe



Gly

Val

Lys

val

Asp

Cys

Ala

Pro

Ala

Cys

Gly

Leu

Ala

Ser

Leu

Ser

Asn
1985

Pro
2000

Gln
2015

FPhe
2030

val
2045

Ala
2060

Gln
2075

Gln
2090

Glu
2105

Gln
2120

Cys
2135

Gln
2150

Gly
2165

Asp
2180

Thr
2195

Gly
2210

Ser

Leu

Thr

Gln

Cys

Ala

His

Ser

Trp

His

His

Thr

Arg

Pro

Cys

Gly

Trp

Asp

Met

Asp

Ile

Phe

Gly

Cys

Arg

Pro

Ala

Cys

Arg

Glu

Elu

Gly

Lys

Ser

val

Cys

Tyr

Cys

Lys

Glu

Tyr

Glu

His

Val

Fhe

Hisg

Ala

Gly
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Val

Ser

Asp

Asn

Asp

Asp

val

Glu

Asn

Preo

Cys

Asp

Ala

Cys

Cys

Ser

Ser
19%0

Pro
2005

Ser
2020

Lys
2035

Thr
2050

Thr
2065

Val
2080

Arg
2085

Ser
2110

Leu
2125

Pro
2140

Pro
2155

Ser
2170

Gln
2185

Gln
2200

Leu
2215

Ser

Ala

Ser

Leu

Cys

Ile

Thr

Asn

Cys

Ala

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

val
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Gln

Thr

Cys

val

Ser

Ala

Trp

Leu

Ala

Cys

Gly

Asp

Lys

Cys

Pro

Pro

Cys

Cys

Arg

Asp

Cys

Ala

Arg

Arg

Pro

Pro

Lys

Cys

Lys

Hisg

Ile

Arg

Ala

His

Ile

Pro

Glu

Tyr

Thr

Glu

Ala

val

Ile

Pro

Val

Cys

Asp

Gly

Asp
1995

Asn
2019

Leu
2025

Glu
2040

Ser
2055

Ala
2070

Ala
2085

Asn
2100

Cys
2115

Gln
2130

Leu
2145

Val
2160

Thr
2175

Agp
2190

Gly
2205

Ser
2220

Thr

Asn

Thr

Pro

Ile

His

Thr

Gly

Gln

Cys

Asp

Cys

Leu

Val

Gly

Gly

Arg

Ile

Ser

Tyxr

Gly

Val

Leu

Tyr

Val

val

Glu

Glu

Asn

Val

Gly

Gly

Lys

Met

Asp

Leu

Asp

Cys

Cys

Glu

Thr

Glu

Leu

Val

Pro

Asn

Gly

Asp



Lys

Gly

Met

Ser

val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

<210> 89

<211> 48

<212> PRT
<213> Artificial

Thr
2225

Pro
2240

Ile
2255

His
2270

Glu
2285

Ser
2300

Trp
2315

Leu
2330

Pro
2345

Leu
2360

Tyr
2375

Glu
2390

Ser
2405

Gln
2420

His
2435

His

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Thr

val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Asp

Tyr

Leu

Asn

Tyr
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Pro

Leu

Pro

Glu

Ala

val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

Val

Thr

Fro
2230

Fhe
2245

Glu
2260

Val
2275

Lys
22%0

val
2305

Glu
2320

Glu
2335

Val
2350

val
2365

Ala
2380

Thr
2355

Ser
2410

FPhe
24285

Gln
2440

Cys

Pro

val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Lys

Ser

Lys
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Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Len

Pro

Pro

val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

val

Val

Ser

Glu
2235

Lys
2250

val
2265

Tyr
2280

Glu
2295

val
2310

Val
2325

Lys
2340

Pro
2355

Leu
2370

Ser
2385

Leu
2400

Asp
2415

Met
2430

Leu
2445

Leu

Asp

val

Val

Glu

Lau

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Gly

Leu

val

Gly

Tyxr

Gln

Lys

Gly

Asp

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly



10

15
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<220>

<223> un conector de 48 aminoacidos

<400> 89

Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

1 3

10

13

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

35

<210> 90
<211> 1665
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Proteina madura pSYN-FVIII-155

<400> 90

Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr

Met Gln Ser Asp Leu Gly
20

Arg Val Pro Lys Ser Phe
35

Thr Leu Phe Val Glu Phe
50

Arg Pro Pro Trp Met Gly
65 70

Tyr Asp Thr val Val Ile
85

Ser Leu His Ala Val Gly
100

Glu Tyr Asp Asp Gln Thr

Leu

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

Val

Ser

40

Gly Ala

Leu Pro
25

Phe Asn
40

Asp His

Leu Gly

Leu Lys

Ser Tyr

105

Gln Arg

208

Val

10

val

Thr

Leu

Pro

Asn

20

Trp

Glu

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

15

Met

Lys

Lys

Leu

Ala

val

Asn

Ile

Ala

Ala

Glu

45

Ser

Arg

val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

Trp

Phe

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Tyr

Pro

Lys

Pro

val

80

val

Ala

val



Phe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Pro

130

Pro

val

Val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met
355

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Ser

Ser

val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

val
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His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

Cys

310

Val

Glu

Val

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe
360

Val

Cys

Asn

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

209

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

Val

Arg

250

Val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Agp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Agp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser
365

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe



Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Gln

370

Tle

Prg

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

Val

Phe

Ala
610

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Aan

Azp

580

Pro

Asn

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile
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Val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Ala

375

Glu

Tyr

Tyxr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His
615

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

FPhe

Leu

Ser

Ser

Gly

€00

Ser

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

Val

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

Val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

210

His

Asp

Gln

410

val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr
620

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Fro

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

Val

Glu

Asp

€05

val

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Tle

Asn

580

Pro

Phe

Val

Val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

Val

495

Tyr

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

His

Leu

400

Pre

Thr

Ile

Ile

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

FPhe

Ser



Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Asp

Ile

785

Thr

Met

Val

Fhe

Leu
865

Gln

Tle

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Glu

Ala

Tyr

770

Tyr

Arg

Ser

Pro

Thr

850

Gly

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Pro

Glu

755

Asp

Asp

His

Ser

Gln

835

Gln

Pro

Ser

Ala

Hisg

660

Glu

Cys

Val

Glu

Arg

740

Ile

Asp

Glu

Tyr

Ser

820

Phe

Pro

Tyr

Val

Gln

645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Thr

Thr

Asp

Phe

805

Pro

Lys

Leu

Ile

ES 2753124713

Cys

630

Thr

Met

val

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Arg

Ile

Glu

790

Ile

His

Lys

Tyr

Arg
870

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

Ser

775

Asn

Ala

Vval

Val

Arg

855

Ala

His

Fhe

Tyr

Met

€80

Bsp

Asp

Ala

Gln

Thr

160

val

Gln

Ala

Leu

Val

840

Gly

Glu

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Leu

Glu

Ser

Val

Arg

825

Phe

Glu

val

211

Val

Ser

650

Asp

Met

Arg

Agn

Leu

730

Pro

Gln

Met

Pro

Glu

810

Asn

Gln

Leu

Glu

Ala

€635

Vval

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Pro

Ser

Lys

Arg

795

Arg

Arg

Glu

Asn

Asp
875

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

Vval

Asp

Lys

780

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu

860

Asn

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Leu

Gln

765

Glu

Phe

Trp

Gln

Thr

845

His

Ile

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Asn

Lys

750

Glu

Asp

Gln

Asp

Ser

830

Asp

Leu

Met

Ile

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Ala

Glu

Phe

Lys

Tyr

815

Gly

Gly

Gly

val

Leu

640

Tyr

Pre

Trp

Ala

Glu

720

Ala

His

Ile

Asp

Lys

800

Gly

Ser

Ser

Leu

Thr
880
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Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile
885 890 895

Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe
900 905 910

Vval Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His
915 920 925

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

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

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

Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr
980 9285 990

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

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

Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu
1025 1030 1035

Val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met
1040 1045 1050

Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe Ser Gly His Vval
1055 1060 1065

Phe Thr Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn
1070 1075 1080

Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr Val Glu Met Leu Pro Ser Lys
1085 1090 1095

Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu His
1100 1105 1110

Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe ILeu Val Tyr Ser Asn Lys Cys Gln

212



Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

1115

Pro
1130

Ala
1145

His
1160

Ser
1175

Ile
1190

Ser
1205

Thr
1220

Asn
1235

Ile
1259

Arg
1265

Cys
1280

Gln
1295

Ser
1310

Trp
1325

Phe
1340

Leu

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gln

Tyr

val

Ile

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

Gln

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr
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Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

Val

Met

1120

Ser
1135

Gly
1150

Ile
1165

Asp
1180

Ala
1195

Met
1210

Ser
1225

Gly
1240

Ile
1255

Met
1270

Gly
1285

Ser
1300

Arg
1315

Asn
1330

Lys
1345

Gly

Gln

Asn

Leu

Arg

Tyr

Thr

Ile

Arg

Glu

Met

Tyr

Leu

Asgn

val

213

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Vval

1125

Asp
1140

Lys
1155

Thr
1170

Met
1185

Ser
1200

Gly
1215

Met
1230

Ile
1245

Thr
1260

Cys
1275

Ala
12390

Met
1305

Gly
1320

Trp
1335

Thr
1350

Phe

Leu

Lys

Ile

Ser

Lys

Val

Phe

His

Asp

Ile

Phe

Arg

Leu

Thr

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

Val

Gly



Val

Ser

Gly

val

Ile

Val

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

Pro

Pro

Asn

Lys
1355

Ser
1370

Lys
1385

val
1400

His
1415

Leu
1430

Pro
1445

Leu
1460

Pro
1475

Glu
1490

aAla
1505

Val
1520

Lys
1535

Ile
1550

Gln
1565

Gln
1580

Ser

Ser

Val

Asn

Pro

Gly

Pro

Phe

Glu

Val

Lys

Val

Glu

Glu

Val

Vval

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

Val

Lys

Thr

Thr

Leu

ES 2753124713

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Leu

Thr

Ser
1360

His
1375

Gln
1350

Pro
1405

val
1420

Gln
1435

Pro
1450

Pro
1465

Val
1480

Trp
1485

Arg
1510

Thr
1525

Lys
1540

Ser
1555

Pro
1570

Cys
1585

Met

Gln

Gly

Pro

His

Agp

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

Val

val

Lys

Pro

Leu

214

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

Leu

Asp

Val

val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

val

Val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Lys

Lenu

Asp

Thr

Ala

Asp

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Asp

Gly

Glu
1365

Phe
1380

Ser
1355

Arg
1410

Leu
1425

Lys
1440

Gly
1455

Met
1470

Ser
1485

Vval
1500

Asn
1515

Asp
1530

Ala
1545

Gln
1560

Glu
1575

Phe
1580

Phe

Phe

Phe

Tyr

Arg

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Leu

Tyr

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

His

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Ile

Asn

Dro

Arg

Glu

Thr

val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser



10

Asp Ile
1595
Tyr Lys
1610
Leu Tyr
1625
Asn Val
1640
Tyr Thr
1655
<210> 91
<211> 5052
<212> ADN
<213> Artificial
<220>

<223> pSYN-FVIII-155

<400> 91

Ala Val Glu

Thr Thr Pro

Ser Lys Leu

Phe Ser Cys

Gln Lys Ser

ES 2753124713

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

Glu
1600

val
1615

val
1630

Val
le4b

Ser
1660

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

215

Asn Gly Gln

Asp Ser Asp

Lys Ser Arg

His Glu Ala

Ser Pro Gly

Pro Glu
1605

Gly Ser
1620

Trp Gln
1635

Leu His
1650

Lys
1665

Asn Asn

Phe Phe

Gln Gly

Asn His



atgcaaatag
accagaagat
ggtgagetge
acctcagteg
gotaagccaa
gatacagtgg
ggtgtatcct
gagaaagaag
aaagagaatg
gtggacctgy
gggagtetgy
tttgatgaag
getgeatetg
ctgecaggte
accactcctg
cgccaggegt

gaccttggac

agctctccac
actacctggg
ctgtggacge
tgtacaaaaa
ggccacactg
tcattacact
actggaaagc
atgataaagt
gtccaatgge
taaaagactt
ccaaggaaaa
ggaaaagttg
ctegggectg
tgattggatg
aagtgcactc
ccttggaaat

agtttctact

ES 2753124713

ctgettettt
tgcagtggaa
aagatttcct
gactctgttt
gatgggtctg
taagaacatqg
ttctgaggga
cttececctggt
ctctgacecca
gaattcagge
gacacagace
geactcagaa
gectaaaatg
ccacaggaaa
aatattcctc
ctegecaata

gttttgtecat

ctgtgcettt
ctgtcatggg
cctagagtge
gtagaattca
ctaggtcecta
gctteeccate
gctgaatatg
ggaagccata
ctgtgectta
ctcattggag
ttgcacaaat
acaaagaact
cacacagtea
tcagteotatt
gaaggtcaca
actttcctta

atctettece

216

tgcgattctg
actatatgca
caaaatcttt
cggatcacct
ccatccagge
ctgtcagtet
atgatcagac
catatgtectg
cctactcata
ccctactagt
ttatactact
ccttgatgea
atggttatgt
ggcatgtgat
catttcttgt
ctgctcaaac

accaacatga

ctttagtgece
aagtgatctc
tccattcaac
tttcaacate
tgaggtttat
tcatgetgtt
cagtcaaagg
gcaggtectg
tctttcteat
atgtagagaa
ttttgetgta
ggatagggat
aaacaggtct
tggaatgggc
gaggaaccat
actcttgatg

tggcatggaa

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gottatgtea
gaagcggaag
gatgacaact
tgggtacatt
cccgatgaca
aagtacaaaa
attcagcatg
ttgattatat
gatgtcegte
ccaattctgce
actaaatcag
gatctagett
agaggaaacc
aaccgaagcet
cagcttgagg
tttgatagtt
attggagecac
atggtctatg
atggaaaacc
atgacegect
agttatgaag
ttctctcaaa
cagtcagatc
gattttgaca
cgacactatt
catgttctaa
caggaattta
ttgggactce
agaaatcagg
cagaggcaag

ttttggaaag

aagtagacag
actatgatga
ctecectteett
acattgetge
gaagttataa
aagtcegatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtatte
caggagaaat
atccteggtyg
caggactcat
agataatgtc
ggtacctcac
atccagagtt
tgcagttgte
agactgactt
aagacacact
caggtctatg
tactgaaggt
atatttecage
acccaccagt
aagaggaaat
tttatgatga
ttattgectge
gaaacagggc
ctgatgygcte
tggggecata
cctetegteco
gagcagaacc

tgcaacatca
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ctgtecagag
tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggag
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacct
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
cctgaccoge
tggcectcete
agacaagagyg
agagaatata
ccaagectec
agtttgtttg
cctttetgte
caccctattc
gattctgggyg
ttetagttgt
atacttgetyg
cttgaaagecc
tgactatgat
ggatgaaaat
agtggagagg
tcagagtgge
ctttacteag
tataagagca
ctattcctte
tagaaaaaac

tatggcacce

gaaccccaac
gattctgaaa
cgctcagttg
gactgggact
ttgaacaatg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggty
aaatggacag
tattactcta
ctcatctget
aatgtcatcc
caacgettte
aacatcatgc
catgaggtgg
ttettetotg
ccattctcag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
catcaggcgg
gataccatat
cagagccccc
ctetgggatt
agtgtceccte
cecttatace
gaagttgaag
tattctagee
tttgtecaage

actaaagatg

217

tacgaatgaa
tggatgtggt
ccaagaagca
atgetecctt
gooctoageg
cetttaagac
gggaagttgg
totacoctea
taaaacattt
tgactgtaga
gtttegttaa
acaaagaatc
tgttttctgt
teeceaatee
acagcatcaa
catactggta
gatatacctt
gegaaactgt
cagactttcg
ctggtgatta
atgeocattga
aaataactcg
cagttgaaat
gocagctttca
atgggatgag
agttcaagaa
gtggagaact
ataatatcat
ttatttctta
ctaatgaaac

agtttgactg

aaataatgaa
caggtttgat
tcectaaaact
agtcoctagae
gattggtagg
tecgtgaaget
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa
atttgatgag
agctggagtg
tggctatgtt
cattetaage
caaacacaaa
cttcatgtcg
gaacagaggc
ttacgaggac
accaagaage
tactactctt
gaagaaggaa
aaagaaaaca
tagctececea
agttgttttc
aaatgaacat
ggtaacttte
tgaggaagat
caaaacttac

caaagcctgg

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1300

1860

1520

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



gettatttet
ctggtctgcc
tttgctctgt
gaaagaaact
tatcgcttcc
caggatcaaa
attcatttca
tacaatotet
tggegggtgyg
gtgtacagca
cagattacag
tccggatcaa
ttggcaccaa
ctctacatct
cgaggaaatt
aaacacaata
tatagcattc
atgccattgg
tttaccaata
agtaatgect
aagacaatga
tatgtgaagg
cagaatggca
tetetagace
cagattgeococ
cacacatgcce
cococcaaaac
gtggacgtga
gtgcataatyg
agegtoctea

tccaacaaag

ctgatgttga
acactaacac
ttttcaccat
geagggetee
atgcaatcaa
ggattcgatg
gtggacatgt
atacaggtygt
aatgccttat
ataagtgtca
attcaggaca
tcaatgcctg
tgattattca
ctcagtttat
ccactggaac
tttttaaccc
gcagcactct
gaatggagag
tgtttgcecac
ggagacctca
aagtcacagg
agttcctcat
aagtaaaggt
caccegttact
tgaggatgga
caccgtgecc
ccaaggacac
gocacgaaga
ccaagacaaa
caegtectgea

cacteccage
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cotggaaaaa
actgaaccct
ctttgatgag
ctgcaatate
tggctacata
gtatctgcecte
gttcactgta
ttttgagaca
tggcgagcat
gactccectg
atatggacag
gagcaccaag
cggcatcaag
catcatgtat
cttaatggtce
tccaattatt
tecgeatggag
taaagcaata
ctggtctect
ggtgaataat
agtaactact
ctccagcagt
ttttcaggga
gactegotac
ggttectggge
agctccagaa
cotecatgate
aactgaggta
gccgecgggag
cdaggactgy

ccocategag

gatgtgcoact
gctcatggga
accaaaagct
cagatggaag
atggatacac
agcatgggca
cgaaaaaaag
gtggaaatgt
ctacatgctg
ggaatggett
tgggacccaa
gagccctttt
acccagggtyg
agtcttgatg
ttctttggea
gctcgataca
ttgatgggct
tcagatgcac
tcaaaagctc
ccaaaagagt
cagggagtaa
caagatggcc
aatcaagact
cttegaatte
tgcgaggcac
ctectgggcg
tacoggacae
aagttcaact
gagcagtaca
ctgaatyggea

aaaaccatct

caggcectgat
gacaagtgac
ggtacttcac
atcccactet
tacctggctt
gcaatgaaaa
aggagtataa
taccatcocaa
ggatgagcac
ctggacacat
agoetggecag
cttggatcaa
cccgtcagaa
ggaagaagtg
atgtggattc
tccgtttgea
gtgatttaaa
agattactgc
gacttcacct
ggetgcaagt
aatctctgct
atcagtggac
ccttecacace
acocccagay
aggacctcta
gaccgtcagt
ctgaggtoac
ggtacgtgga
acagcacgta
aggagtacaa

ccaaagccaa

tggaccccett
agtacaggaa
tgaaaatatg
taaagagaat
agtaatggct
catccattct
aatggcactg
agoetggaatt
actttttctg
tagagatttt
actteattat
ggtggatctg
gttctccage
gcagacttat
atctgggata
cccaactcat
tagttgcage
ttecatcctac
ccaagggagyg
ggacttceag
taccagcatg
tectetttttt
tgtggtgaac
ttgggtgcac
cgacaaaact
cttectette
atgegtgatg
cggogtggag
cecgtgtggte
gtgcaaggte

agggcagecoc

cgagaaccac aggtgtacac cctgccccca tcccgggatg agectgaccaa gaaccaggte

agcctgacct gectggtcaa aggcecttctat cccagcgaca tcgecgtgga gtgggagage
aatgggcagce cggagaacaa ctacaagacc acgecteccg tgttggacte cgacggctec
ttecttectet acagcaaget caccgtggac aagagcaggt ggcocagcaggg gaacgtcette
tecatgetecg tgatgecatga ggeotcetgeac aaccactaca cgcagaagag cctetecctg

tctecggagta aa

218

2540
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3500
3260
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500
4560
4620
4680
4740
4800
4860
4320
4980
5040

5052
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<210> 92
<211>19
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> GFVIII-159

<400> 92
Ile Asp Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Val Pro Arg
1 5 10 15
Gly Ser Gly

<210> 93

<211> 34

<212> PRT

<213> Artificial

<220>

<223> GFVIII-160

<400> 93
Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15
Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Leu Val Pro Arg Gly
20 25 30
Ser Gly
<210> 94
<211>48
<212> PRT
<213> Atrtificial
<220>

219
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20
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<223> FVIII-064

<400> 94

<210> 95
<211>48

<212> PRT

Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly

1 5 10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40 45

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VWF031

<400> 95

<210> 96
<211> 73

<212> PRT

Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
35 40 45

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> VWF035

<400> 96

220
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15

Ile

Ser

Gly

Gly

Gly

<210> 97
<211>98
<212> PRT

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

35

Gly

Gly

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VWF036

<400> 97

Ile

Ser

Gly

Gly

Gly

65

Gly

Gly

<210> 98

Ser

Gly

Gly

Gly

50

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

Gly

35

Gly

Ser

Leu

Gly

Gly

20

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

20

Gly

Ser

Gly

Val

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Pro
85

ES 2753124713

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

70

Arg

Ser

Gly

Gly

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

55

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

490

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

40

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

25

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

25

Gly

Ser

Gly

Gly

221

10

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
15

Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
30

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

45

Leu Val Pro Arg Gly Ser Gly

Gly

10

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly
90

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

75

Gly

60

Ser

Gly

Gly

Gly

60

Gly

Gly

Gly

Gly

Gly

45

Gly

Ser

Ser

Gly

Gly

30

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

15

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly
95

Gly

Ser

Gly

Gly

Gly

80

Gly
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<211> 54
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Conector de pSYN-VWF-051

<400> 98

Ile Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly
1 5 10 15

Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser
20 25 30

Leu Pro Glu Thr Gly Ala Leu Arg Pro Arg Val Val Gly Gly Gly Gly
35 40 45

Ser Gly Gly Gly Gly Ser
50

<210> 99
<211> 232
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Secuencia de Genewiz N2 10-210746313

<400> 99

aggagccgat atctggecggt ggaggttceg gtggeggggg atccggeggt ggaggttceg
geggtggagg tteceggtgge gggggatceg gtggeggggg atccttaccet gaaactggag
ccctgcggee ccgggtcgtc ggcggtggag gttccggtgg cgggggatcc gacaaaactc

acacatgccce acecgtgcceca goctccagaac tcoctgggegg accgtcagte tt

<210> 100

<211> 4566

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

222

60

120

180

232
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<220>
<223> pSYN-VWF051

223

<400> 100
atgattcctg ccagatttge cggggtgetg cttgectetgg ccetcatttt gecagggacce 60
ctttgtgcag aaggaactcg cggcaggtca tccacggece gatgcagect ttteggaagt 120
gacttogtca acacctttga tgggageatg tacagetttg cgggatactg cagttaccte 180
ctggcagggg gotgocagaa acgetcctte tegattattg gggactteca gaatggeaag 240
agagtgagcc tctcegtgta tcecttggggaa ttttttgaca tccatttgtt tgtcaatggt 300
accgtgacac agggggacca aagagtctec atgecctatg cctccaaagg getgtatcta 360
gaaactgagg ctgggtacta caagetgtec ggtgaggect atggetttgt ggecaggatce 420
gatggcagcg gcaactttca agtcctgetg tcagacagat acttcaacaa gacctgcggg 480
ctgtgtggca actttaacat ctttgctgaa gatgacttta tgacccaaga agggaccttg 540
accteggace cttatgactt tgecaactea tgggetetga gecagtggaga acagtggtgt 600
gaacgggcat ctcctcccag cagctcatgcec aacatctect ctggggaaat gcagaagggce 660
ctgtgggagc agtgccagcet tctgaagage acctcecggtgt ttgcccgetg ccaccctetg 720
gtggaccceg agecttttgt ggccctgtgt gagaagactt tgtgtgagtg tgctgggggg 780
ctggagtgeg cctgecchge cctoctggag tacgecocgga cctghbgecocca ggagggaatg 840
gtgctgtacyg getggacega ccacagogeyg tgeageccag tgtgocectge tggtatggag 300
tataggcagt gtgtgtcceoe ttgegeocagyg acctgecaga goectgcocacat caatgaaatg 960
tgtcaggage gatgegtgga tggectgcage tgccctgagg gacagetcect ggatgaagge 1020
ctetgegtgy agagcaccga gtgtecctge gtgcattecg gaaagegeta ccctecegge 1080



adctoccetet
aatgaagaat
aacagatact
cactacttet
accogetocyg
ggggcaggag
cgcatccage
gactgggaty
tgecggectgt
ctggcggagce
gacctgoaga
gaggaggcgt
ccgctgeoect
tgcectgtgeg
gcgtggegeg
tgegggacec
gaggectgee
tgcgtgocca
atcttctcag
agtggagtce
agcaaaagga
ctgcgggctyg
agcatgggct
tgtgtggececce
acagtgaaga
catgtgtgtg
ctcaaatace
aaccatggga
tgcaagaaac
gtgaatgtga

tacatcatte

ctecgagactg
gtccagggga
tcaccttcag
ccattgteat
tecacegtocg
ttgeccatgga
atacagtgac
gecgegggag
gtgggaatta
cccgggtgga
agcagcacaqg
gegeggtoct
acctgcggaa
gcgecctgge
agccaggccg
cetgeaacet
tggagggctg
aggcccagtg
accatcacac
ccggaagett
gectatectyg
aagggctcga
gtgtctctgg
tggaaaggtg
ttggctgcaa
atgccacgtg
tgttececygy
ccttteggat
gggtcaccat
agaggcccat

tgctgetggg

ES 2753124713

caacacctge
gtgccttgte
tgggatctge
tgagactgte
getgectgge
tggccaggac
ggcctcegtg
gcetgetggtyg
caatggcaac
ggacttcggg
cgatccotge
gacgtccecce
ctgcecgetac
cagctatgee
ctgtgagectyg
gacctgeege
cttetgecee
cccctgttac
catgtgctac
getgactgac
teggeceeoe
gtgtaccaaa
ctgcetetge
tecctgette
cacttgtgte
ctccacgate
ggagtgecag
cctagtgggg
cctggtggag
gaaggatgag

caaagccctce

atttgecgaa
actggtcaat
cagtacctge
cagtgtgetyg
ctgcacaaca
atccagetee
cgectcaget
aagctgtece
cagggcegacy
aacgcctgga
gcccteaace
acattcgagg
gacgtgtgct
goggeetgeg
aactgceccga
teketetott
ccagggetet
tatgacggtg
tgtgaggatg
gotgteootea
atggtcaage
acgtgccaga
ccoccgggcea
catcagggca
tgtecgggace
ggcatggeccce
tacgttetgg
aataagggat
ggaggagaga
actcactttg

toecgtggtet

224

acagccagtg
cccacttcaa
tggceoggga
atgacecgcga
gecttgtgaa
cectectgaa
acggggagga
cegtetatge
acttececttac
agctgcacgg
cgogeatgac
cctgeccatcg
cctgctegga
cggggagagg
aaggccaggt
acccggatga
acatggatga
agatcttcceca
gcttcatgca
gcagtecect
tggtgtgtee
actatgacct
tggtccggea
aggagtatge
ggaagtggaa
actacctecac
tgeaggatta
gcagccaccc
ttgagctgtt
aggtggtgga

gggaccgeca

gatctgeage
gagctttgac
ttgccaggac
cgetgtgtge
actgaagcat
aggtgaccte
cctgcagatg
cgggaagace
coectetggg
ggactgccag
caggtteotec
tgcegtcage
cggccgcgag
cgtgegegte
gtacctgcag
ggaatgcaat
gaggggggac
gccagaagac
ctgtaccatg
gtetcatege
cgetgacaac
ggagtgcatg
tgagaacaga
ccctggagaa
ctgcacagac
cttcgacggg
ctgeggeagt
ctcagtgaaa
tgacggggag
gtctggeegg

cctgageate

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940



tcegtggtee
ggcatccaga
tttgggaact
tcatceceoctg
agaatectta
ctggatgtet
tgcgacacea
aggacggcca
gaggctgagt
gagccactgg
aaaatcetgg
gtggctggec
cactgccaga
atatctggeg
ggtteeggty
cecegggteg
ccaccgtgece
cccaaggaca
agccacgaag
gccaagacaa
accgtcctge
gaecteoccag
caggtgtaca
tgcectggtca
ccggagaaca
tacagcaagc
gtgatgcatg

aaatga

tgaagcagac
acaatgacct
cctggaaagt
ccacctgeca
ccagtgacgt
gcatttacga
ttgotgeocta
cattgtgece
ggcgetataa
cctgecectgt
atgagctttt
ggegttttge
tttgeccactg
gtggaggtte
gegggggate
tcggeggtgg
cagctccaga
cccteatgat
accctgaggt
agccgeggga
accaggactg
accccatega
ccectgeccee
aaggcttcta
actacaagac
tcacegtgga

aggctotgeoa

<210> 101
<211> 1521
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VWFO051
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ataccaggag
caccagcagc
gagctcgecag
taacaacatc
cttecaggac
cacctgetee
tgocccacgtg
cecagagetge
cagetgtgea
gecagtgtgtyg
gcagacctge
ctcaggaaag
tgatgttgte
cggtggcggyg
cggtggeggy
aggttccggt
actcctggge
ctecccoggace
caagttcaac
ggagcagtac
gctgaatggc
gaaaaccatca
atccegggat
tcoccageogac
cacgectece
caagagcagyg

caaccactac

aaagtgtgtg
aacctccaag
tgtgctgaca
atgaagcaga
tgcaacaage
tgtgagtcca
tgtgocccage
gaggagagga
cctgocktgte
gagggctgece
gttgaccctg
aaagtcacct
aacctcacct
ggatccggeg
ggatecttac
ggcgggggat
ggaccgtcag
cctgaggtca
tggtacgtgg
aacagcacgt
aaggagtaca
tccaaageca
gagctgacca
atcgecgtgg
gtgttggact
tggcagcagyg

acgcagaaga

225

gcctgtgtgg
tggaggaaga
ccagaaaagt
cgatggtgga
tggtggaccc
ttggggactg
atggcaaggt
atctccggga
aagtcacgtg
atgcccactg
aagactgtce
tgaatcecag
gtgaagecctyg
gtggaggtte
ctgaaactygyg
ccgacaaaac
tcttectett
catgcgtggt
acggcgtgga
accgtgtggt
agtgcaaggt
aagggcagea
agaaccaggt
agtgggagag
ccgacggete
ggaacgtett

gactctecat

gaattttgat
ccctgtggac
gcctotggac
ttecctectgt
cgagccatat
cgecgoatte
ggtgacctgg
gaacgggtat
tecagecaccct
ccctecaggg
agtgtgtgag
tgacecctgag
ccaggagecg
cggeggtgga
agecctgegyg
tcacacatge
CCCCCcaaaa
ggtggacgtg
ggtgcataat
cagcgtcecte
ctccaacaaa
cagagaacca
cagcctgace
caatgggecag
cttetteocte
cteatgetce

gtetoegggt

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

4566



<400> 101

Met

Leu

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe

Tyr

Leu

Asn

145

Leu

Glu

Leu

Ser

Cys
225

Ile

Pro

Met

50

Gln

val

Val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Pro

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Thr

Ser

135

Asn

Leu

Ala

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

val

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Arg

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe

165

Thr

Glu

Ser

Lys

ES 2753124713

Phe

Cys

Phe

Ala

Phe

val

val

Leu

Tyr

Leu

150

Asn

Ser

Gln

Ser

Ser
230

Ala

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Asp

Trp

Gly

215

Thr

Gly

Glu

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

val

Gly

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

105

Glu

Vval

Arg

Ala

Tyr

185

Glu

Met

val

226

Leu

10

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu

20

Asp

Thr

Ala

Tyr

Glu

170

Asp

Arg

Gln

Phe

Leu

Arg

val

Tyr

Asp

Phe

Gln

Glu

Arg

Phe

155

Asp

Phe

Ala

Lys

Ala
235

Ala

Gly

Asn

Leu

60

Phe

Phe

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Leu

Arg

Thr

45

Leu

Gln

Asp

Val

Gly

125

Asp

Lys

Phe

Asn

Pro

205

Leu

Cys

Ala

Ser

30

Phe

Ala

Asn

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Met

Ser

190

Pro

Trp

His

Leu

15

Ser

Asp

Gly

Gly

His

95

Met

Tyr

Ser

Cys

Thr

175

Trp

Ser

Glu

Pro

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

g0

Leu

Pro

Lys

Gly

Gly

160

Gln

Ala

Ser

Gln

Leu
240



Val

Cys

Arg

Ser

val

305

Cys

Leu

Ser

Thr

Pro

385

Asn

Asp

Ala

Pro

Ala

465

Arg

Asp

Ala

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Cys

Asp

Gly

450

Met

Ile

Pro

Gly

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu

Tyr

Gln

Asp

435

Leu

Asp

Gln

Glu

Gly

260

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly

340

Arg

Cys

Cys

Phe

Asp

420

Arg

His

Gly

His

Pro

245

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

325

Leu

Tyr

Arg

Leu

Thr

405

His

Asp

Asn

Gln

Thr
485
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Phe

Glu

Glu

val

Arg

310

Val

Cys

Pro

Asn

val

330

Phe

Ser

Ala

Ser

Asp

470

val

Val

Cys

Gly

Cys

295

Thr

Asp

val

Pro

Ser

375

Thr

Ser

Phe

Vval

Leu

455

Ile

Thr

Ala

Ala

Met

280

Pro

Cys

Gly

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

Cys

440

val

Gln

Ala

Leu

Cys

265

Val

Ala

Gln

Cys

Ser

345

Thr

Trp

Gln

Ile

Ile

425

Thr

Lys

Leu

Ser

227

Cys

250

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

330

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

410

Val

Arg

Leu

Pro

val
490

Glu

Ala

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Ile

Ser

Lys

Leu

475

Arg

Lys

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

Ser

Ser

380

Phe

Tyr

Glu

Val

His

460

Leu

Leu

Thr

Leu

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Arg

365

Asn

Lys

Leu

Thr

Thr

445

Gly

Lys

Ser

Leu

Glu

270

Thr

Arg

Asn

Gly

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

Val

430

Val

Ala

Gly

Tyr

Cys

255

Tyr

Asp

Gln

Glu

Gln

335

val

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Arg

Gly

Asp

Gly
495

Glu

Ala

His

Cys

Met

320

Leu

His

Asn

Cys

Asp

400

Arg

Cys

Len

Val

Leu

480

Glu



Asp

Ser

Gly

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Arg

Ala

625

Ala

Val

Ser

Cys

Ala

705

Ile

His

Leu

Pro

Asn

530

Val

Leu

Arg

Ala

Tyr

610

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Pro

690

Gln

Phe

Cys

Gln

val

515

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leu

Pro

675

Pro

Cys

Ser

Thr

Met

500

Tyr

Gly

Asp

Lys

Ser

580

His

val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

Gly

Pro

Asp

Met

Asp

Ala

Asp

Phe

Gln

565

Glu

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Leu

Cys

His

725

Ser
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Trp

Gly

Asp

Gly

550

His

Glu

Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Tyr

Tyr

710

His

Gly

Asp

Lys

Phe

535

Asn

Ser

Ala

val

Cys

615

Ala

Arg

Thr

Cys

Met

695

Tyr

Thr

Val

Gly

Thr

520

Leu

Ala

Asp

Cys

Ser

600

Ser

Ala

Cys

Pro

Asn

€80

Asp

Asp

Met

Pro

Arg

505

Cys

Thr

Trp

Pro

Ala

585

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys

665

Glu

Glu

Gly

Cys

Gly

228

Gly

Gly

Pro

Lys

Cys

570

val

Leu

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ala

Arg

Glu

Tyr

730

Ser

Arg

Leu

Ser

Leu

555

Ala

Leu

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Gly

Ile

718

Cys

Leu

Leu

Cys

Gly

540

His

Leu

Thr

Tyr

Glu

620

Arg

Cys

Thr

Leu

Asp

700

Phe

Glu

Leu

Leu

Gly

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

605

Cys

Gly

Bro

Cys

Glu

685

Cys

Gln

Asp

Pro

Val

510

Asn

Ala

Asp

Pro

Pro

590

Arg

Leu

Val

Lys

Arg

670

Gly

Val

Pro

Gly

Asp

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Pro

Glu

Phe

735

Ala

Leu

Asn

Pro

Gln

560

Met

Phe

Cys

Gly

Val

640

Gln

Leu

Phe

Lys

Asp

720

Met

Val



Leu

Pro

Gly

785

Ser

His

Gly

Cys

Ala

865

Leu

Tyr

Gly

val

Arg

945

Tyr

His

Ser

Pro

770

Leu

Met

Glu

Lys

Val

850

Thr

Lys

Cys

Cys

Glu

930

Pro

Ile

Leu

Ser

753

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

835

Cys

Cys

Tyr

Gly

Ser

915

Gly

Met

Tle

Ser

740

Pro

Val

Cys

Cys

Arg

B20

Tyr

Arg

Ser

Leu

Ser

900

His

Gly

Lys

Leu

Ile
980

Leu

Lys

Thr

val

805

Cys

Ala

Asp

Thr

Phe

885

Asn

Pro

Glu

Asp

Leu

965

Ser
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Ser

Leu

Lys

790

Ser

Val

Pro

Arg

Ile

870

Pro

Pro

Ser

Ile

Glu

850

Leu

Val

His

Val

775

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

855

Gly

Gly

Gly

val

Glu

935

Thr

Gly

val

Arg

760

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu

840

Trp

Met

Glu

Thr

Lys

920

Leu

His

Lys

Leu

745

Ser

Pro

Gln

Leu

Glu

B25

Thr

Asn

Ala

Cys

Phe

905

Cys

Phe

Phe

Ala

Lys
985

229

Lys

Ala

Asn

Cys

810

Arg

val

Cys

His

Gln

890

Arg

Lys

Asp

Glu

Leu

870

Gln

Arg

Asp

Tyr

735

Pro

Cys

Lys

Thr

Tyr

875

Tyxr

Ile

Lys

Gly

val

855

Ser

Thr

Ser

Asn

780

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

860

Leu

Val

Leu

Arg

Glu

940

val

Val

Tyr

Leu

765

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

845

His

Thr

Leu

val

val

925

val

Glu

Val

Gln

750

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

830

Cys

val

Phe

Val

Gly

910

Thr

Asn

Ser

Trp

Glu
990

Cys

Ala

Cys

val

815

His

Asn

Cys

Asp

Gln

895

Asn

Ile

val

Gly

Asp

975

Lys

Arg

Glu

Met

800

Arg

Gln

Thr

Agp

Gly

880

Asp

Lys

Leu

Lys

Arg

960

Arg

Val



ES 2753124713

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Ser Cys Glu Glu Arg Asn Leu Arg Glu Asn Gly Tyr Glu Ala Glu
1130 1135 1140

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

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

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

Thr Cys Val Aszsp Pro Glu Asp Cys Pro Val Cys Glu Val Ala Gly
1190 11385 1200

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

Pre Glu His Cys Gln Ile Cys His Cys Asp Val val Asn Leu Thr
1220 1225 1230

230



Cys

Gly

Gly

Leu

Ser

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Glu
1235

Gly
1250

Gly
1265

Arg
1280

Asp
1295

Gly
1310

Leu
1325

Val
1340

Gly
1355

Tyr
1370

Gln
1385

Lys
1400

Gly
1415

Asp
1430

Gly
1445

Gln
1460

Ala

Gly

Gly

Pro

Lys

Gly

Met

Ser

Val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Fhe

Pro

Cys

Ser

Ser

Arg

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Leu

Tyr

Glu

Gln

Gly

Gly

val

His

Ser

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Fro

Asn

ES 2753124713

Glu

Gly

Gly

val

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Pro
12490

Gly
1255

Gly
1270

Gly
1285

Cys
1300

Phe
1315

Thr
1330

Pro
1345

Asn
1360

Arg
1375

Gly
13%0

Pro
1405

Pro
1420

Asn
1435

Asp
1450

Tyr
1465

Ile

Gly

Gly

Gly

Pro

Leu

Pro

Glu

Ala

Val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

231

Ser

Ser

Ser

Gly

Pro

Phe

Glu

Val

Lys

Val

Glu

Glu

vVal

Val

Ala

Thr

Gly

Gly

Leu

Gly

Cys

Pro

val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

Val

Thr

Gly

Gly

Dro

Ser

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Gly
1245

Gly
1260

Glu
1275

Gly
1290

Ala
1305

Lys
1320

Cys
1335

Asn
1350

Pro
1365

Leu
1380

Cys
1395

Ile
1410

Leu
1425

Thr
1440

Trp
1455

Pro
1470

Gly

Gly

Thr

Gly

Fro

Fro

Val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

Ser

Ser

Gly

Gly

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

val

Val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Gly

Gly

Ala

Gly

Leu

Asp

Val

val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

Val

Asn

Asp



10
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Ser Asp Gly Ser Phe Phe Leu
1475 1480

Ser Arg Trp Gln Gln Gly Asn Val Phe Ser Cys Ser

1490 1495

Glu Ala Leu His Asn His Tyr
1505 1510

Pro Gly Lys
1520

<210> 102
<211> 4389
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FVIII 265

<400> 102

atgcaaatag
ggaggaggag
atgcaaagtg
tcttttocat
caccttttea
caggctgagyg
agtetteatg
cagaccagte
gtctggcagy
tcatateottt
ctagtatgta
ctactttttg
atgcaggata
tatgtaaaca
gtgattggaa
cttgtgagga
caaacactaet

catgatggca

agctctccac
gagccaccag
atcteggtga
tcaacaccte
acategctaa
tttatgatac
ctgttggtgt
aaagggagaa
tcctgaaaga
cteatgtgga
gagaagggag
ctgtatttga
gggatgctge
ggtctectgee
tgggcaccac
accatcgoca
tgatggacot

tggaagctta

ctgecttettt
aagatactac
goetgoectgtyg
agtcgtgtac
gccaaggeca
agtggtcatt
atcctactgg
agaagatgat
gaatggtcca
cetggtaaaa
tetggeccaag
tgaagggaaa
atctgctegg
aggtctgatt
tectgaagtg
ggogtoecttyg
tggacagttt

tgtcaaagta

ctgtgeettt
ctgggtgcayg
gacgcaagat
aaaaagactc
ccctggatgg
acacttaaga
aaagcttetg
aaagtcttec
atggecctctyg
gacttgaatt
gaaaagacac
agttggcact
gectggecta
ggatgccaca
cactcaatat
gaaatetege
ctactgtttt
gacagctgte

232

Tyr Ser Lys Leu Thr

Val Asp Lys

1485

Val Met His

1500

Thr Gln Lys Ser Leu Ser Leu Ser

1515

tgegattctg
tggaactgte
ttectectag
tgtttgtaga
gtctgetagg
acatggette
agggagctga
ctggtggaag
acccactgtg
caggecteat
agaccttgeoa
cagaaacaaa
aaatgcacac
ggaaatcagt
teocteogaagg
caataacttt
gtcatatcte

cagaggaacae

ctttagtgga
atgggactat
agtgccaaaa
attcacggat
tecctaccate
ccatcctgte
atatgatgat
ccatacatat
ccttacctac
tggageocta
caaatttata
gaactccttg
agtcaatggt
ctattggcat
tcacacattt
ccttactget
tteccaccaa

ccaactacga

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

%00

960

1020

1080



atgaaaaata
gtggtcaggt
aagcatccta
cecttagtee
cagcggattg
aagactcgtg
gttggagaca
cotcacggaa
catttgaagg
gtagaagatg
gttaatatgyg
gaatctgtag
tctgtatttg
aatccagctg
atcaatggct
tggtacattc
accttcaaac
actgtcttca
tttcggaaca
gattattacg
attgaaccaa
actcgtacta
gaaatgaaga
tttcaaaaga
atgagtagect
aagaaagttg
gaactaaatg
atcatggtaa
tcttatgagyg
gaaaccaaaa
gactgcaaag

ctgattggac

atgaagaage
ttgatgatga
aaacttgggt
tageececga
gtaggaagta
aagctattca
cactgttgat
toactgatgt
attttccaat
ggccaactaa
agagagatet
atcaaagagg
atgagaaccg
gagtgcagct
atgtttttga
taagcattgg
acaaaatggt
tgtcgatgga
gaggcatgac
aggacagtta
gaagcttctc
ctettcagte
aggaagattt
aaacacgaca
ccccacatgt
ttttccagga
aacatttggg
ctttcagaaa
aagatcagag
cttactttty
ccotgggetta

cccttotggt

ES 2753124713

ggaagactat
caactctect
acattacatt
tgacagaagt
caaaaaagtc
gcatgaatca
tatatttaag
cagtaecttty
tctgcocagga
atcagatcct
agettcagga
aaaccagata
aagctggtac
tgaggatcca
tagtttgeag
agcacagact
ctatgaagac
aaacccaggt
cgocttactg
tgaagatatt
tcaaaaccca
agatcaagag
tgacatttat
ctattttatt
tctaagaaac
atttactgat
cotectagge
toaggectot
gcaaggagca
gaaagtgceaa
tttectetgat

ctgccacact

gatgatgatce
tcecetttatce
gctgctgaag
tataaaagtce
cgatttatgg
ggaatcttgg
aatcaagcaa
tattecaagga
gaaatattca
cggtgectga
ctoattggee
atgtcagaca
ctcacagaga
gagttccaag
ttgtcagttt
gacttccttt
acactcaccc
ctatggattc
saggtttcta
tecagecatact
ccagtcttga
gaaattgact
gatgaggatg
getgeagtgg
agggctcaga
ggctccttta
ccatatataa
acgtacctatt
gaacctagaa
catcatatgy
gttgacctgg

aacacactga

233

ttactgatte
aaattcgctc
aggaggactg
aatatttgaa
catacacaga
gacctttact
gcagaccata
gattaccaaa
aatataaatg
cocgetatta
ctotoctoat
agaggaatgt
atatacaacg
cctccaacat
gtttgecatga
ctgtcttctt
tattcccatt
tggggtgcea
gttgtgacaa
tgetgagtaa
aggcccatca
atgatgatac
aaaatcagag
agaggectetg
gtggcagtgt
ctcagccett
gagoagaagt
cattetatte
aaaactttgt
cacccactaa
aaaaagatgt

accctgctca

tgaaatggat
agttgccaag
ggactatgct
caatggeccet
tgaaaccttt
ttatggggaa
taacatctac
aggtgtaaaa
gacagtgact
cteotagttte
octgotacaaa
catcctgttt
ctttctccoc
catgcacagc
ggtggcatac
ctctggatat
ctcaggagaa
caactcagac
gaacactggt
aaacaatgee
ggccgaaata
catatcagtt
cacocegeage
ggattatggyg
coctcagtte
ataccgtgga
tgaagataat
tagocottatt
caagcctaat
agatgagttt
gcactcagge

tgggagacaa

1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
15820
1580
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940

3000
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gtgacagtac
ttcactgaaa
acttttaaag
ggcttagtaa
gaaaacatcc
tataaaatgg
tccaaagetyg
agcacacttt
cacattagag
gccagactte
atcaaggtgg
cagaagttct
aagtggcaga
gattcatctg
ttgcacccaa
ttaaatagtt
actgcttcat
caccteccaag
caagtggact
ctgettacea
tggactectet
acacctgtgg
cagagttggg

ctetactga

aggaatttge
atatggaaag
agaattatcg
tggotcagga
attctattca
cactgtacaa
gaatttggcg
ttetggtgta
attttcagat
attatteccgg
atctgttgge
ccagcctcta
cttatcgagg
ggataaaaca
ctcattatag
gcagcatgece
cctactttac
ggaggagtaa
tccagaagac
gcatgtatgt
tttttcagaa
tgaactctct

tgcaccagat

<210> 103
<211> 1462
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FVIII 265

<400> 103

Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe

1

ES 2753124713

tectgttttte
aaactgcagg
cttocatgea
tcaaaggatt
tttcagtgga
tctcetateca
ggtggaatge
cagcaataag
tacagettea
atcaatcaat
accaatgatt
catctctcag
aaattccact
caatattttt
cattcgcagc
attgggaatg
caatatgttt
tgcctggaga
aatgaaagtc
gaaggagtte
tggcaaagta
agacccacecg

tgccectgagg

5

accatctttg
gctcectgea
atcaatgget
cgatggtatc
catgtgttca
ggtgtttttyg
cttattggeg
tgtcagacte
ggacaatatg
goectggagea
attcacggca
tttatcateca
ggaaccttaa
aaccctccaa
actcttcgeca
gagagtaaag
gccacctggt
cctcaggtga
acaggagtaa
cteatecteca
aaggttttte
ttactgacte

atggaggtte

10
234

atgagaccaa
atatccagat
acataatgga
tgotcageoat
ctgtacgaaa
agacagtgga
agcatctaca
coctgggaat
gacagtggge
ccaaggagec
tcaagaccca
tgtatagtct
tggtettett
ttattgctcg
tggagttgat
caatatcaga
ctecttcaaa
ataatccaaa
ctactcaggg
gcagtcaaga
agggaaatca
gectacctteg

tgggctgega

aagctggtac
ggaagatcce
tacactacct
gggcagcaat
aaaagaggag
aatgttacca
tgctgggatg
ggettetgga
cccaaagetyg
cttttettgg
gggtgccegt
tgatgggaag
tggcaatgtg
atacatcegt
gggctgtgat
tgcacagatt
agctcgactt
agagtggctg
agtaaaatct
tggececatcag
agactcctte
aattcaccce

ggcacaggac

15

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4389



Cys

Ala

Pro

Asn

65

His

Gly

Lys

Tyr

Arg

145

Val

Cys

Asn

Ala

Val

225

Met

Thr

Phe

val

val

50

Thr

Leu

Prc

Asn

Trp

130

Glu

Trp

Leu

Ser

Lys

210

Phe

Gln

val

Ser

Glu

35

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

115

Lys

Lys

Gln

Thr

Gly

195

Glu

Asp

Asp

Asn

Gly

20

Len

Ala

val

Asn

Ile

100

Ala

Ala

Glu

Val

Tyr

180

Leu

Lys

Glu

Arg

Gly
260

Gly

Ser

Arg

val

Ile

85

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

165

Ser

Ile

Thr

Gly

Asp

245

Tyr

ES 2753124713

Gly

Trp

Phe

Tyxr

70

Ala

Ala

His

Glu

Asp

150

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys

230

Ala

val

Gly

Asp

DPro

55

Lys

Lys

Glu

Pro

Gly

135

Lys

Glu

Leu

Ala

Thr

215

Ser

Ala

Asn

Gly

Tyr

40

Pro

Lys

Fro

Val

val

120

Ala

Val

Asn

Ser

Leu

200

Leu

Trp

Ser

Arg

Ala

25

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

105

Ser

Glu

Phe

Gly

His

185

Len

His

His

Ala

Ser
265

235

Thr

Gln

val

Leu

Pro

90

Asp

Leu

Tyr

Pro

Pro

170

Val

Val

Lys

Ser

Axg

250

Leu

Arg

Ser

Pro

Phe

75

Pro

Thr

His

Asp

Gly

155

Met

Asp

Cys

Phe

Glu

235

Ala

Pro

Arg

Asp

Lys

60

val

Trp

Val

Ala

Asp

140

Gly

Ala

Leu

Arg

Tle

220

Thr

Trp

Gly

Tvr

Leu

45

Ser

Glu

Met

Val

val

125

Gln

Ser

Ser

Val

Glu

205

Len

Lysg

Pro

Leu

Tyr

30

Gly

Phe

Phe

Gly

Ile

110

Gly

Thr

His

Asp

Lys

190

Gly

Leu

Asn

Lys

Ile
270

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

95

Thr

Val

Ser

Thr

Pro

175

Asp

Ser

Phe

Ser

Met

255

Gly

Gly

Leu

Phe

Asp

80

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

160

Leu

Leu

Leu

Ala

Leu

240

His

Cys



His

Glu

His

305

Gln

Ser

Cys

Asp

Asp

385

Lys

Trp

Ser

Lys

Ala

465

val

Tyr

Arg

Arg

val

280

Arg

Thr

Ser

Pro

Tyr

370

Asp

His

Asp

Gln

val

450

Ile

Gly

Asn

Arg

Lys

275

His

Gln

Leu

His

Glu

355

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

435

Arg

Gln

Asp

Ile

Leu

Ser

Ser

Ala

Leu

Gln

340

Glu

Asp

Asn

Lys

Ala

420

Leu

Fhe

His

Thr

Tyxr

500

Pro

Val

Ile

Ser

Met

325

His

Pro

Asp

Ser

Thr

405

Pro

Asn

Met

Glu

Leu

485

Pro

Lys
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Tyr

Fhe

Leu

310

Asp

Asp

Gln

Leu

FPro
390

Trp

Leu

Asn

Ala

Ser

470

Leu

His

Gly

Trp

Leu

295

Glu

Lau

Gly

Lau

Thr

375

Ser

Val

val

Gly

Tyr

455

Gly

Ile

Gly

Val

His

280

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

360

Asp

Fhe

His

Leu

Pro

440

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

Vval

Gly

Ser

Gln

Glu

345

Met

Ser

Ile

Tyr

Ala

425

Gln

Asp

Leu

Phe

Thr

505

His

236

Ile

His

Pro

Phe

330

Ala

Lys

Glu

Gln

Tle

410

Pro

Arg

Glu

Gly

Lys

490

Asp

Leu

Gly

Thr

Ile

315

Leu

Tyr

Asn

Met

Ile

395

Ala

Asp

Ile

Thr

Pro

475

Asn

Val

Lys

Met

Phe

300

Thr

Leu

val

Asn

Asp

380

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

460

Leu

Gln

Arg

Asp

Gly

285

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu

365

Val

Ser

Glu

Arg

Arg

445

Lys

Leu

Ala

Pro

Phe

Thr

val

Leu

Cys

Val

350

Glu

Val

val

Glu

Ser

430

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

510

Pro

Thr

Arg

Thr

His

335

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

415

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

495

Tyr

Ile

Pro

Asn

Ala

320

Ile

Ser

Glu

Phe

Lys

400

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu

480

Pro

Ser

Leu



Bro

Pro

545

val

Ile

Asp

Trp

Val

625

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

705

Phe

Lys

Tyr

Gly

530

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

610

Gln

Asn

Val

Ser

Asp

630

Met

Arg

Asn

Leu

515

Glu

Lys

Met

Tyr

Arg

595

Leu

Leu

Gly

Ala

val

675

Thr

Glu

Asn

Thr

Leu
755

Ile

Ser

Glu

Lys

580

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

660

Phe

Leu

Asn

Arg

Gly

740

Ser

Phe

Asp

Arg

565

Glu

Val

Glu

Asp

val

645

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly

725

Asp

Lys
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Lys

Pro

550

Asp

Ser

Ile

Asn

Pro

630

Fhe

Tyr

Ser

Leu

Gly

710

Met

Tyr

Asn

Tyr

535

Arg

Leu

val

Leu

Ile

615

Glu

Asp

Ile

Gly

Phe

695

Leu

Thr

Tyr

Asn

520

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

600

Gln

Phe

Ser

Leau

Tyr

680

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala
760

Trp

Len

Ser

Gln

585

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

665

Thr

Phe

Ile

Len

Asp

745

Ile

237

Thr

Thr

Gly

570

Arg

Val

Phe

Ala

Gln

650

Ile

Phe

Ser

Leu

Leu

730

Ser

Glu

val

Arg

555

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

635

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

715

Lys

Tyr

Pro

Thr

540

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

620

Asn

Ser

Ala

His

Glu

700

Cys

val

Glu

Arg

525

Val

Tyr

Gly

Gln

Glu

605

Asn

Ile

val

Gln

Lys

685

Thr

His

Ser

Asp

Ser
765

Glu

Ser

Pro

Ile

580

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

670

Met

val

Asn

Ser

Ile

750

Phe

Asp

Ser

Leu

575

Met

Arg

Ala

His

Leu

655

Asp

val

Phe

Ser

Cys

735

Ser

Ser

Gly

Phe

560

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

640

His

Phe

Tyr

Met

Asp

720

Asp

Ala

Gln
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Asn Pro Pro Val Leu Lys Ala His Gln Ala Glu Ile Thr Arg Thr Thr
770 775 780

Leu Gln Ser Asp Gln Glu Glu TIle Asp Tyr Asp Asp Thr Ile Ser Val
785 750 795 800

Glu Met Lys Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyr Asp Glu Asp Glu Asn Gln
805 810 815

Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg His Tyr Phe Ile Ala Ala
820 825 830

val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser Ser Ser Pro His val Leu
835 840 845

Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro Gln Phe Lys Lys Val val
850 855 860

Phe Gln Glu Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro Leu Tyr Arg Gly
865 870 875 880

Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile Arg Ala Glu
885 830 895

Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln Ala Ser Arg Pro
300 905 910

Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln
915 920 925

Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys Pre¢ Asn Glu Thr Lys Thr
830 835 240

Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His Met Ala Pr¢ Thr Lys Asp Glu Phe
945 950 955 960

Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr Phe Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp
965 970 975

Val His Ser Gly Leu Ile Gly Pro Leu Leu Val Cys His Thr Asn Thr
980 985 930

Leu Asn Pro Ala His Gly Arg Gln Val Thr Val Gln Glu Phe Ala Leu
995 1000 1005

Phe Phe Thr Ile Phe Asp Glu Thr Lys Ser Trp Tyr Phe Thr Glu
1010 1015 1020

238



Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Met
1025

Pro
1040

Ile
1055

Ile
1070

Ser
1085

Glu
1100

Thr
1115

Cys
1130

Leu
1145

Gly
1160

Gln
1175

Asn
1190

Leu
1205

Arg
1220

Tyr
1235

Thr
1250

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

Val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Arg

Phe

Asp

Irp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

Asn

Lys

Thr

Tyr

Fhe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Frao

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

ES 2753124713

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Arg
1030

Asn
1045

Pro
1060

Leu
1075

Gly
1080

Leu
1105

Pro
1129

His
1135

Lys
1150

Phe
1165

Leu
1180

Lys
1185

Ile
1210

Ser
1225

Lys
1240

val
1255

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

239

Pro

Arg

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Cys

Phe

Val

Gly

Phe

Lau

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Tle

Ser

Thr

Asgn

Ile
1035

Ala
1050

Ala
1065

Asn
1080

val
1095

Pro
1110

Ile
1125

Met
1140

Leu
1155

Ser
1170

Tyr
1185

Trp
1200

Lys
1215

Gln
1230

Tyr
1245

val
1260

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Glu

Gly

Gln

Ile

Lys

Phe

Val

Leu

Ala

Tyr

Ser

Val

Gly

Ile

Asn

Ser



10

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

Val

Gln

<210> 104
<211> 5691
<212> ADN

Ile
1265

Arg
1280

Glu
1295

Met
1310

Tyr
1325

Leu
1340

Agn
1355

val
1370

Met
1385

Gln
1400

Gly
1415

Pro
1430

His
1445

Asp
1460

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FVIII198

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Vval

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala
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Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Phe
1270

His
1285

Asp
1300

Ile
1315

Phe
1330

Arg
1345

Leu
1360

Thr
1375

Phe
1390

Phe
1405

Phe
1420

Tyr
1435

Arg
1450

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

240

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

Val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

val

Ser

Gly

val

Ile

Val

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Val

His

Leu

Ile
1275

Ser
1290

Ser
1305

Ile
1320

Pro
1335

Arg
1350

Gln
1365

Ser
1380

Ser
1395

val
1410

Asn
1425

Pro
1440

Gly
1455

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

Val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala



<400> 104y

atgcaaatag
accagaagat
ggtgagctge
acctcagteg
gctaageccaa
gatacagtgg
ggtgtatcct
gagaaagaag
aaagagaatg
gtggacctgg
gggagtctgg
tttgatgaag
gctgcatctg
ctgeccaggte
accactectg
cgccaggegt
gaccttggac
gcttatgtea
gaagcggaagqg
gatgacaact
tgggtacatt
cacegatgaca
aagtacaaaa
attcagcatg
ttgattatat
gatgtccgte
ccaattetge
actaaatcag
gatctagett

agaggaaacc

agctctccac
actacctggg
ctgtggacge
tgtacaaaaa
ggccaccctg
tcattacact
actggaaage
atgataaagt
gtccaatgge
taaaagactt
ccaaggaaaa
ggaaaagttg
ctegggectg
tgattggatg
aagtgcacte
ccttggaaat
agtttctact
aagtagacag
actatgatga
cteccttoctt
acattgctge
gaagttataa
aagtccgatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtatte
caggagaaat
atccteggtyg
caggactcat

agataatgte
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ctgcttettt
tgcagtggaa
aagatttect
gactctgttt
gatgggtctg
taagaacatg
ttetgaggga
cttcecctggt
ctctgaccca
gaattcaggc
gacacagacc
gecactcagaa
gcctaaaatg
ccacaggaaa
aatattecte
ctegeccaata
gttttgtcat
ctgtccagag
tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggaqg
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacct
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
cctgacecge
tggecectete

agacaagagg

ctgtgeettt
ctgtcatggg
cctagagtge
gtagaattea
ctaggtccta
gctteeccate
gcotygaataty
ggaagccata
ctgtgcetta
ctcattggag
ttgcacaaat
acaaagaact
cacacagtca
tcagtetatt
gaaggtcaca
actttecctta
atctcttceco
gaaccccaac
gattctgaaa
cgctecagttyg
gactgggact
ttgaacaatg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggtg
aaatggacag
tattactcta
ctcatctget

aatgtecatece

241

tgegattctg
actatatgca
caaaatcttt
cggatcacet
ccatccaggce
ctgtcagtct
atgatcagac
catatgtctg
cctactcata
ccctactagt
ttatactact
ccttgatgca
atggttatgt
ggcatgtgat
catttecttgt
ctgectcaaac
accaacatga
tacgaatgaa
tggatgtggt
ccaagaagca
atgctceectt
gcecteageg
cctttaagac
gggaagttgg
tctaccctca
taaaacattt
tgactgtaga
gtttegttaa
acaaagaatc

tgttttetgt

ctttagtgcece
aagtgatcte
tcecattcaac
tttcaacatc
tgaggtttat
tcatgetgtt
cagtcaaagg
gcaggtcctg
tctttetcat
atgtagagaa
ttttgetgta
ggatagggat
aaacaggtct
tggaatgggce
gaggaaccat
actecttgatg
tggecatggaa
aaataatgaa
caggtttgat
tcctaaaact
agtecctegece
gattggtagg
tcgtgaaget
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa

atttgatgag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

800

860

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800



aaccgaaget
cagcttgagg
tttgatagtt
attggagcac
atggtetatyg
atggaaaacc
atgaccgcct
agttatgaayg
ttototcaga
ccagaaaatg
atacaaaatyg
gggctatecct
cctggagcaa
catcacagtg
aaactgggga
tcaaataatce
agttccttag
tttggcaaaa
aataatgatt
aaaaatgtat
tatgatgata
gaaaatcaga
gagaggctct
agtggcagtg
actcageeoct
agagcagaag
tcocttetatt
aaaaactttg
gcacccacta
gaaaaagatg

aaccctgcecte

ggtaccteac
atccagagtt
tgcagttgtc
agactgactt
aagacacact
caggtctatg
tactgaaggt
atatttecage
attcaagaca
acatagagaa
tcteoctetag
tatctgatct
tagacagtaa
gggacatggt
caactgcagc
tgattteaac
gacceccaag
agtcatctcc
caaagttgtt
cgtcagaaat
ccatatcagt
gccecccgeag
gggattatgg
tccctcagtt
tataccgtgg
ttgaagataa
ctagecttat
tcaagectaa
aagatgagtt
tgcactcagg

atgggagaca
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agagaatata
ccaagcctce
agtttgtttg
cotttetgte
caccctatte
gattctgggg
ttctagttgt
atacttgetyg
ccctageact
gactgaccct
tgatttgttg
ccaagaagcco
taacagcctg
atttacccct
aacagagttg
aattccatca
tatgccagtt
ccttactgag
agaatcaggt
aactegtact
tgaaatgaag
ctttcaaaag
gatgagtagce
caagaaagtt
agaactaaat
tatcatggta
ttettatgag
tgaaaccaaa
tgactgcaaa
cctgattgga

agtgacagta

caacgettte
aacatcatgce
catgaggtgyg
ttettetetyg
ccatteteoag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
aggcaaaagce
tggtttgcac
atgcteottge
aaatatgaga
tctgaaatga
gagtcaggece
aagaaacttg
gacaatttgg
cattatgata
tctggtggac
ttaatgaata
actctteagt
aaggaagatt
aaaacacgac
tcececcacatyg
gttttecagg
gaacatttgg
actttcagaa
gaagatcaga
acttactttt
goctgggett
ccecttetgg

caggaatttg

242

tocccaatec
acagcatcaa
catactggta
gatatacett
gagaaactgt
cagacttteg
ctggtgatta
atgecattga
aatttaatgc
acagaacacc
gacagagktoc
ctttttectga
cacacttcag
tccaattaag
atttcaaagt
cagcaggtac
gtcaattaga
ctctgagett
gccaagaaag
cagatcaaga
ttgacattta
actattttat
ttctaagaaa
aatttactga
gactcctggg
atcaggectc
ggcaaggage
ggaaagtgca
atttctctga
tectgecacac

ctotgttttt

agctggagtg
tggctatgtt
cattctaage
caaacacaaa
ctteatgteg
gaacagagge
ttacgaggac
accaagaage
caccacaatt
tatgcctaaa
tactcecacat
tgatcecatca
gccacagctc
attaaatgag
ttctagtaca
tgataataca
taccactecta
gagtgaagaa
ttcatgggga
ggaaattgac
tgatgaggat
tgctgeagtg
cagggctcag
tggctecttt
gecatatata
tcgtcectat
agaacctaga
acatcatatg
tgttgacctg
taacacactg

caccatcttt

1860

1920

1580

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660



ES 2753124713

gatgagacca aaagctggta cttcactgaa aatatggaaa gaaactgcag ggetcecotge 3720
aatatccaga tggaagatcc cacttttaaa gagaattatc gecttccatge aatcaatgge 3780
tacataatgg atacactacc tggcttagta atggctcagg atcaaaggat tcgatggtat 3840
ctgeteagea tgggeageaa tgaaaacate cattetatte attteagtgg acatgtgtte 3800
actgtacgaa aaaaagagga gtataaaatg gcactgtaca atctctatcc aggtgttttt 3%60
gagacagtgg aaatgttacc atccaaagct ggaatttgge gggtggaatg ccttattgge 4020
gagcatctac atgctgggat gagcacactt tttctggtgt acagcaataa gtgtcagact 4080
coactgggaa tggetteoetgg acacattaga gatttteoaga ttacagette aggacaatat 4140
ggacagtggg ccocccaaagct ggccagactt cattattceg gatcaatcaa tgeoctggage 4200
accaaggage cottttettg gatcaaggtg gatctgttgg caccaatgat tattcacgge 4260
atcaagacce agggtgeococeg tcagaagtte tecagoctot acatetetca gtttatcate 4320
atgtatagtc ttgatgggaa gaagtggcag acttatcgag gaaattccac tggaacctta 4380
atggtcttct ttggcaatgt ggattcatct gggataaaac acaatatttt taaccctcca 4440
attattgctc gatacatccg tttgcaccca actcattata gecattcgcag cactcttcege 4500
atggagttga tgggctgtga tttaaatagt tgcagcatge cattgggaat ggagagtaaa 4560
gcaatatcag atgcacagat tactgcttca tcctacttta ccaatatgtt tgccacctgg 4620
tcteccttcaa aagctcgact tcacctccaa gggaggagta atgcctggag acctcaggtg 4680
aataatccaa aagagtggct gcaagtggac ttccagaaga caatgaaagt cacaggagta 4740
actactcagg gagtaaaatc tctgcttacc agcatgtatg tgaaggagtt cctcatctee 4800
agcagtcaag atggccatca gtggactcte ttttttcaga atggecaaagt aaaggttttt 4860
cagggaaatc aagactcctt cacacctgtg gtgaactctc tagacccacc gttactgact 4920
cgctaccttc gaattcacce ccagagttgg gtgcaccaga ttgccctgag gatggaggtt 4980
ctgggctgeg aggcacagga cctctacgac aaaactcaca catgeccacce gtgcccaget 5040
ccagaactee tgggeggace gteagtette ctetteccoe caaaacccaa ggacacccte 5100
atgatctcce ggacccctga ggtcacatge gtggtggtgg acgtgagoca cgaagaccct 5160
gaggtcaagt tcaactggta cgtggacgge gtggaggtge ataatgccaa gacaaagcceg 5220
cgggaggage agtacaacag cacgtaccegt gtggtcageg teoctecaceogt cotgeaccag 5280
gactggotga atggcaagga gtacaagtge aaggtctoca acaaageooct cocagecooa 5340
atcgagaaaa ccatctccaa agccaaaggyg cagcecccgag aaccacaggt gtacaccctg 5400
cecccatece gggatgaget gaccaagaac caggtcagec tgacctgect ggtcaaagge 5460
ttectatcecca geogacatege cgtggagtgg gagagcaatg ggecagecgga gaacaactac 5520
aagaccacgc ctccegtgtt ggactcecgac ggctccttet tcectctacag caagctcacce 5580
gtggacaaga gcaggtggca gcaggggaac gtcttctcat gctccgtgat gecatgagget 5640
ctgcacaacce actacacgcea gaagagoctce tccetgtecte cgggtaaatg a 5691

<210> 105
<211> 1896

<212> PRT
243



<213> Secuencia artificial

<220>
<223> FVIII 198

<400> 105

Met Gln Ile

Cys Phe Ser

Trp Asp Tyr
35

Phe Pro Pro
50

Tyr Lys Lys
65

Ala Lys Pro

Ala Glu Vval

His Pro Val
115

Glu Gly Ala
130

Asp Lys Val
145

Lys Glu Asn

Tyr Leu Ser

Glu

Ala

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

100

Ser

Glu

Phe

Gly

His
180

Leu

Thr

Gln

Val

Leun

Pro

85

Asp

Leu

Tyr

Pro

Pro

165

val
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Ser

Arg

Ser

Pro

Phe

70

Pro

Thr

His

Asp

Gly

150

Met

Asp

Thr

Arg

Asp

Lys

55

val

Trp

val

Ala

Asp

135

Gly

Ala

Leu

Cys

Tyr

Leu

40

Ser

Glu

Met

val

Val

120

Gln

Ser

Ser

val

Phe

Tyr

25

Gly

Phe

Phe

Gly

Ile

105

Gly

Thr

His

Asp

Lys
185

244

Phe

10

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

Thr

val

Ser

Thr

Pro

170

Asp

Leu

Gly

Leu

Phe

Asp

75

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

155

Leu

Leu

Cys

Ala

Pro

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

Arg

140

val

Cys

Asn

Leu

Val

Val

45

Thr

Leu

Pro

Asn

Trp

125

Glu

Trp

Leu

Ser

Leu

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

110

Lys

Lys

Gln

Thr

Gly
190

Arg

15

Leu

Ala

Vval

Asn

Ile

95

Ala

Ala

Glu

val

Tyr

175

Leu

Phe

Ser

Arg

val

Ile

80

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

160

Ser

Ile



Gly

Gln

Lys

225

Ala

val

Tyr

Phe

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro

385

Trp

Leu

Asn

Ala

Thr

210

Ser

Ala

Asn

Trp

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr

370

Ser

Val

Val

Gly

Leu
195

Leu

Trp

Ser

Arg

His

275

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

355

Asp

Phe

His

Leu

Pro
435

Leu

His

Hisg

Ala

Ser

260

Val

Gly

Ser

Gln

Glu

340

Met

Ser

Ile

Tyr

Ala

420

Gln

Val

Lys

Ser

Arg

245

Leu

Ile

His

Pro

Phe

325

Ala

Lys

Glu

Gln

Ile

405

Pro

Arg
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Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

310

Leu

Tyr

Asn

Met

Ile

390

Ala

Asp

Ile

Arg

Ile

215

Thr

Trp

Gly

Met

Phe

295

Thr

Leu

Val

Asn

Asp

375

Arg

Ala

Asp

Gly

Glu

200

Leu

Lys

Pro

Leu

Gly

280

Leu

Phe

Fhe

Lys

Glu

360

Val

Ser

Glu

Arg

Arg
440

Gly

Leu

Asn

Lys

Ile

265

Thr

val

Leu

Cys

val

345

Glu

Val

Val

Glu

Ser

425

Lys

245

Ser

Phe

Ser

Met

250

Gly

Thr

Arg

Thr

His

330

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

4190

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Leu

235

His

Cys

Pro

Asn

Ala

315

Ile

Ser

Glu

Phe

Lys

395

Asp

Lys

Lys

Ala

val

220

Met

Thr

His

Glu

Hisg

300

Gln

Ser

Cys

Asp

Asp

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Lyvs

205

Phe

Gln

val

Arg

Val

285

Arg

Thr

Ser

Pro

Tyr

365

Asp

His

Azp

Gln

val
445

Glu

Asp

Asp

Asn

Lys

270

His

Gln

Leu

His

Glu

350

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

430

Arg

Lys

Glu

Arg

Gly

255

Ser

Ser

Ala

Leu

Gln

335

Glu

Asp

Asn

Lys

Ala

415

Leu

Phe

Thr

Gly

Asp

240

Tyxr

val

Ile

Ser

Met

320

His

Proc

Asp

Ser

Thr

400

Pro

Asn

Met



Ala

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Pro

625

Phe

Tyr

Ser

Leu

Tyr

450

Gly

Ile

Gly

vVal

Tyr

530

Arg

Leu

val

Leu

Ile

610

Glu

Asp

Ile

Gly

Phe

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyr

675

Pro

Asp

Leu

Fhe

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

660

Thr

FPhe

Glu

Gly

Lys

485

Asp

Leu

Thr

Thr

Gly

565

Arg

val

Phe

Ala

Gln

€645

Ile

Phe

Ser
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Thr

Pro

470

Asn

val

Lys

val

Arg

550

Leu

Gly

Fhe

Leu

Ser

630

Leu

Gly

Lys

Gly

Phe

455

Leu

Gln

Arg

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His

Glu

Lys

Leu

Ala

Pro

Fhe

520

val

Tyr

Gly

Gln

Glu

€00

Asn

Ile

val

Gln

Lys

€80

Thr

Thr

Tyr

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

Pro

Ile

585

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

665

Met

Val

246

Arg

Gly

Arg

490

Tyr

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Arg

Ala

His

Leu

€650

Asp

Val

FPhe

Glu

Glu

475

Pro

Ser

Leu

Gly

Phe

555

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

635

Hisg

Phe

Tyr

Met

Ala

460

val

Tyr

Arg

Pro

Pro

540

Val

Ile

Asp

Trp

Val

620

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

525

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

805

Gln

Asn

val

Ser

Asp

685

Met

Gln

Asp

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Met

Tyr

Arg

580

Leu

Leu

Gly

Ala

val

670

Thr

Glu

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

655

Phe

Leu

Asn

Glu

Leu

480

Pro

Lys

Phe

Asp

Arg

560

Glu

val

Glu

Asp

val

640

Trp

Phe

Thr

Pro



Gly

705

Met

Tyr

Asn

Ser

Ile

785

Ile

Pro

Glu

Ser

Asp

865

Lys

val

Leu

Pro

690

Leu

Thr

Tyr

Asn

Thr

770

Glu

Gln

Thr

Thr

Leu

850

Met

Leu

Ser

Ala

Val
930

Trp

Ala

Glu

Ala

755

Arg

Lys

Asn

Pro

Phe

835

Ser

val

Gly

Ser

Ala

915

His

Ile

Leu

Asp

740

Ile

Gln

Thr

val

His

820

Ser

Glu

Phe

Thr

Thr

900

Gly

Tyr

Leu

Leu

725

Ser

Glu

Lys

Asp

Ser

805

Gly

Asp

Met

Thr

Thr

885

Ser

Thr

Asp
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Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Gln

Pro

730

Ser

Leu

Asp

Thr

Pro

870

Ala

Asn

Asp

Ser

695

Cys

Val

Glu

Arg

Phe

775

Trp

Ser

Ser

Pro

His

855

Glu

Ala

Asn

Asn

Gln
935

His

Ser

Asp

Ser

760

Asn

Phe

Asp

Leu

Ser

840

Phe

Ser

Thr

Leu

Thr

920

Leu

Asn

Ser

Ile

745

Phe

Ala

Ala

Leu

Ser

825

Pro

Arg

Gly

Glu

Ile

905

Ser

Asp

247

Ser

Cys

730

Ser

Ser

Thr

His

Leu

810

Asp

Gly

Pro

Leu

Leu

890

Ser

Ser

Thr

Asp

715

Asp

Ala

Gln

Thr

Arg

7985

Met

Leu

Ala

Gln

Gln

875

Lys

Thr

Leu

Thr

700

Fhe

Lys

Tyr

Asn

Ile

780

Thr

Leu

Gln

Ile

Leu

860

Leu

Lys

Ile

Gly

Leu
940

Arg

Asn

Leu

Ser

765

Pro

Pro

Leu

Glu

Asp

845

His

Arg

Leu

Pro

Pro

925

Phe

Asn

Thr

Leu

750

Arg

Glu

Met

Arg

Ala

8§30

Ser

His

Leu

Asp

Ser

910

Pro

Gly

Arg

Gly

735

Ser

Hig

Asn

Pro

Gln

815

Lys

Asn

Ser

Asn

Phe

895

Asp

Ser

Lys

Gly

720

Asp

Lys

Pro

Asp

Lys

800

Ser

Tyr

Asn

Gly

Glu

880

Lys

Asn

Met

Lys
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Ser Ser Pro Leu Thr Glu Ser Gly Gly Pro Leu Ser Leu Ser Glu Glu
945 950 955 960

Asn Asn Asp Ser Lys Leun Leu Glu Ser Gly Leu Met Asn Ser Gln Glu
965 970 975

Ser Ser Trp Gly Lys Asn Val Ser Ser Glu Ile Thr Arg Thr Thr Leu
980 985 990

Gln Ser Asp Gln Glu Glu Ile Asp Tyr Asp Asp Thr Ile S8Ser Val Glu
995 1000 1005

Met Lys Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyr Asp Glu Asp Glu Asn Gln
1010 1015 1020

Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg His Tyr Phe Tle 2ala
1025 1030 1035

Ala Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser Ser Ser Pro His
1040 1045 1050

Vval Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Pro Gln Phe Lys
1055 1060 1065

Lys Val Val Phe Gln Glu Phe Thr Asp Gly Ser Phe Thr Gln Pro
1070 1075 1080

Leu Tyr Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Pro
1085 1090 1095

Tyr Ile Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg
1100 1105 1110

Asn Gln BAla Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser
1115 1120 1125

Tyr Glu Glu Asp Gln Arg Gln Gly Ala Glu Pro Arg Lys Asn Phe
1130 1135 1140

Val Lys Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His
1145 1150 1155

His Met Ala Pro Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala
1160 1165 1170

Tyr Phe Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu
1175 1180 1185

248



Ile

His

Ile

Arg

Phe

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Tle

Ala

Trp

ala

Gly
1190

Gly
1205

Phe
1220

Asn
1235

Lys
1250

Thr
1265

Tyr
1280

Phe
1295

Met
1310

Met
1325

Gly
1340

Ser
1355

Arg
1370

Pro
1385

Ser
1400

Pro
1415

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Leu

Gln

Glu

Arg

Asn

Pro

Leu

Gly

Leu

Pro

His

Lys

Phe

Leu

1lys

Ile

Leu

Vval

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile
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Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Tle

Arg

Pro

His

Cys
1185

val
1210

Ser
1225

Cys
1240

Phe
1255

val
1270

Gly
1285

Phe
1300

Leu
1315

Ala
1330

Ala
1345

Thr
1360

Thr
1375

Leu
1350

Phe
1405

Gly
1420

His

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

249

Thr

Glu

Tyr

Ile

Ala

Ala

Asn

val

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Tyxr

Trp

Lys

Asn

Fhe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Leu
12Q0

Leu
1215

Glu
1230

Glu
1245

Gly
1260

Gln
1275

Ile
1280

Lys
1305

Phe
1320

Vval
1335

Leu
1350

Ala
1365

Tyr
1380

Ser
1385

Val
1410

Gly
1425

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Pro

Phe

Met

Pro

Ile

Ile

Ser

Glu

Thr

Cys

Leu

Gly

Gln

Asn

Leu

Arg

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

Val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln



Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Leun

Lys

Gly

val

Thr

Gln

Leu

Ile

Phe
1430

Asp
1445

Leu
1460

Asn
1475

Pro
1490

Gly
1505

Lys
1520

Asn
1535

Gln
1550

Glu
1565

val
1580

Lys
1595

Leu
1610

Asp
1625

Thr
1640

Ala

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Ser

Lys

val

Phe

His

Asp

Ile

Fhe

Arg

Leu

Thr

Phe

Phe

Fhe

Tyr

Arg

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met
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Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Ile
1435

Gln
1450

Gly
1465

Pro
1480

Ile
1495

Ser
1510

Ala
1525

Trp
1540

Ala
1555

Asp
1570

val
1585

Ser
1600

Gly
1615

val
1630

Ile
1645

Val

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Vval

His

Leu

250

Gln

Tyr

val

Ile

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

Gln

Ser

Ser

val

Asn

Pro

Gly

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

1ys

Ser

Gln

Cys

Ile

Gly

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

val

Leu

Ser

Glu

Ile
1440

Asn
1455

Ser
1470

Tyr
1485

Arg
1500

Leu
1515

Ser
1530

Ala
1545

Val
1560

Met
1575

Thr
15%0

Gly
1605

Phe
1620

Asp
1635

Trp
1650

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

Val

Gln

Tyr

Thr

Ile

Arg

Glu

Met

Tyr

Leu

Asn

val

Met

Gln

Gly

Pro

His

Asp

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu



<210> 106
<211>5
<212> PRT

Tyr

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

1655

Asp
1670

Gly
1685

Leu
1700

Val
1715

Gly
1730

Tyr
1745

Gln
1760

Lys
1775

Gly
1790

Asp
1805

Gly
1829

Gln
1835

Asp
1850

Arg
1865

Ala
1880

Gly
1895

Lys

Gly

Met

Ser

Val

Asn

Asp

Ala

Gln

Glu

Phe

Pro

Gly

Trp

Leu

Lys

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Leu

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

His

Ser

Ser

Glu

val

Thr

Leu

Pro

Arg

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn
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Thr

Val

Arg

Asp

Hisg

Tyr

Asn

Ala

Glu

Lys

Ser

Asn

Phe

Gly

His

1660

Cys
1675

Phe
1690

Thr
1705

Pro
1720

Asn
1735

Arg
1750

Gly
1765

Pro
1780

Pro
1795

Asn
1810

Asp
1825

TyYr
1840

Leu
1855

Asn
1870

Tyr
1885

Pro

Leu

Pro

Glu

Ala

val

Lys

Ile

Gln

Gln

Ile

Lys

Tyr

Val

Thr

251

Pro

Phe

Glu

val

Tys

Val

Glu

Glu

Val

val

Ala

Thr

Ser

Phe

Gln

Cys

Pro

val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

Tyr

Ser

val

Thr

Lys

Ser

Lys

Pro

Pro

Thr

Phe

Lys

val

Lys

Thr

Thr

Leu

Glu

Pro

Leu

Cys

Ser

1665

Ala
1680

Lys
1695

Cys
1710

Asn
1725

Pro
1740

Leu
1755

Cys
1770

Ile
1785

Leu
1800

Thr
1815

Trp
1830

Pro
1845

Thr
1860

Ser
1875

Leu
1830

Pro

Pro

val

Trp

Arg

Thr

Lys

Ser

Pro

Cys

Glu

val

val

Val

Ser

Glu

Lys

val

Tyr

Glu

val

val

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Leu

Asp

val

val

Glu

Leu

Ser

Ala

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> motivo de reconocimiento de sortasa

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

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

<400> 106
Leu Pro Xaa Thr Gly
1 5
<210> 107
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido que contiene cisteina

<400> 107
Gly Gly Gly Ser Gly Cys Gly Gly Gly Ser
1 5

<210> 108

<211> 4548

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VWF 031

<400> 108

252



atgattcctg
ctttgtgeag
gacttcgtca
ctggcagggg
agagtgagcc
accgtgacac
gaaactgagg
gatggcageg

ctgtgtggea

ccagatttge
aaggaacteg
acacctttga
gctgecagaa
tctcegtgta
agggggacca

ctgggtacta
gcaacttteca

actttaacat
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cggggtgetg
cggcaggtea
tgggagcatg
acgctcctte
tcttggggaa
aagagtctce
caagctgteco
agtcctgetg

ctttgctgaa

cttgetetgg
tecacggece
tacagctttg
tcgattattg
ttttttgaca
atgccectatg
ggtgaggecct
tcagacagat

gatgacttta

253

ccetecatttt
gatgcagecct
cgggatactg
gggacttcca
tccatttgtt
cctccaaagg
atggctttgt
acttecaacaa

tgacccaaga

gccagggacce

ttteggaagt
cagttacctc
gaatggcaag
tgtcaatggt
gctgtatcta
ggccaggatc

gacctgcggg

agggaccttg

60

120

180

240

300

360

420

480

540



accteoggace
gaacgggcat
ctgtgggage
gtggaccecg
ctggagtgeyg
gtgctgtacg
tataggcagt
tgtecaggage
ctectgegtgg
acctccctct
aatgaagaat
aacagatact
cactccttct
acccgeteeg
ggggcaggag
egeatecage
gactgggatg
tgcggoectgt
ctggcggage
gacctgeoaga
gaggaggegt
ccgectgeect
tgecetgtgeg
gcgtggegeg
tgegggacece
gaggcctgec
tgegtgeecca
atctteteag
agtggagtec
agcaaaagga

ctgegggetg

cttatgactt
ctcctoceccag
agtgccaget
agcecottttgt
cetgecetge
gotggacega
gtgtgtceoec
gatgegtgga
agagcacaga
ctcgagactg
gteccagggga
tcaccttcag
ccattgtcat
tcaccgtoeg
ttgccatgga
atacagtgac
gccgegyggag
gtgggaatta
cccgggtgga
agcagcacag
gegeggtect
acctgcggaa
gcgecctgge
agccaggccg
cctgeaacct
tggagggctg
aggeccagtyg
accatcacac
ccggaagekt
goctatectg

aagggctcga
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tgccaactca
cagctcatge
tctgaagage
ggcactgtgt
ccteoctggag
ccacagegeg
ttgcgececagg
tggetgeage
gtgtcecetge
caacacctgc
gtgecocttgte
tgggatctge
tgagactgtc
getgectgge
tggccaggac
ggectecgtyg
gctgetggtyg
caatggcaac
ggacttcggg
cgatcoecctge
gacgteceace
ctgeccgetac
cagctatgce
ctgtgagetyg
gacctgeege
cttetgecce
cocctgttac
catgtgctac
gotgoctgac
teggeccece

gtgtaccaaa

tgggetetga
aacatctcct
accteggtgt
gagaagactt
tacgecegga
tgcageccag
acctgccaga
tgocctgagyg
gtgcattceg
atttgccgaa
actggtcaat
cagtacctgce
cagtgtgctg
ctgcacaaca
atccagctcc
cgecteaget
aagctgtece
cagggcgacg
aacgcctgga
gooctcaace
acattecgagyg
gacgtgtgct
gcggectgeg
aactgccecga
tctetetett
ccagggctcet
tatgacggty
tgtgaggatg
getgtectea
atggtcaage

acgtgccaga
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gecagtggaga
ctggggaaat
ttgececegetg
tgtgtgagtg
cctgtgocca
tgtgeectge
gcctgcacat
gacagetoct
gaaagcgcta
acagccagtg
cccacttcaa
tggccoecggga
atgaccgcga
geettgtgaa
ccctectgaa
acggggagga
cogtetatge
acttccttac
agctgcacgg
cgegeatgac
cctgecateg
cctgectegga
cggggagagyg
aaggccaggt
acccggatga
acatggatga
agatctteoca
gottcoatgea
gcagtcccct
tggtgtgtee

actatgacct

acagtggtgt
gcagaaggygc
ccacecctetg
tgctggggay
ggagggaatg
tggtatggag
caatgaaatg
ggatgaagge
cecteceegge
gatctgcagc
gagetttgac
ttgccaggac
cgctgtgtge
actgaagcat
aggtgacctc
cetgeagatg
cgggaagace
ccccoctctggg
ggactgccag
caggttotae
tgcegteage
cggccgegag
cgtgcgegte
gtacctgcag
ggaatgcaat
gaggggggac
gocagaagac
ctgtaccatg
gtctcatcge
cgctgacaac

ggagtgcatg

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400



agcatggget
tgtgtggcce
acagtgaaga
catgtygtgty
ctcaaatacc
aaccctggga
tgcaagaaac
gtgaatgtga
tacatcattc
teegtggtee
ggcatcocaga
tttgggaact
tcatccecctg
agaatcctta
ctggatgtct
tgcgacacca
aggacggcca
gaggctgagt
gagccactgg
aaaatcctgg
gtggectggec
cactgccaga
atatctggeg
ggtteoggtyg
ggaggttccg
gaactcctgg
atcteoecogga
gtcaagttca
gaggagcagt
tggetgaatyg
gagaaaacca

ccatcceggg

gtgtectatgg
tggaaaggtg
ttggctgcaa
atgecacgty
tgttccoceocecgg
ccttteggat
gggtcaccat
agaggeoocat
tgctgctggg
tgaagcagac
acaatgaccet
cctggaaagt
ccacctgcca
ccagtgacgt
gcatttacga
ttgctgccta
cattgtgcce
ggcgctataa
cectgeectgt
atgagetttt
ggcgttttge
tttgcecactg
gtggaggttc
gegggggate
gtggegaggg
gcggacegte
cocctgaggt
actggtacgt
acaacagcac
geaaggagta
teteccaaage

atgagctgac
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ctgectetge
tccectgette
cacttgtgtc
cteocacgate
ggagtgccag
cctagtgggy
cctggtggag
gaaggatgag
caaagccctc
ataccaggag
caccageage
gagctcgcag
taacaacatc
cttccaggac
cacctgectec
tgcccacgtg
ccagagctge
cagctgtgeca
gcagtgtgtg
gcagacctge
ctcaggaaag
tgatgttgtc
cggtggeggg
cggtggcggy
atccgacaaa
agtcttececte
cacatgegtg
ggacggogtyg
gtaccgtgtg
caagtgeaag
caaagggcag

caagaaccag

tatcccageg acatcgcegt ggagtgggag

accacgcecte ccgtgttgga ctecegacgge

gacaagagca ggtggcagca ggggaacgtc

cacaaccact acacgcagaa gagcctctec

<210> 109

cocccgggea
catcagggca
tgtcgggacc
ggeatggeec
tacgttctgg
aataagggat
ggaggagaga
actcactttyg
tocgtggtet
aaagtgtgtyg
aacctocaag
tgtgctgaca
atgaagcaga
tgraacaagc
tgtgagtcca
tgtgcccage
gaggagagga
cctgoectgte
gagggctgec
gttgacecctg
aaagtcacct
aacctcacct
ggatceggoy
ggatccctgy
actcacacat
ttcececcccaa
gtggtggacg
gaggtgcata
gtcagegtcee
gtetcecaaca
ccocgagaac
gtcagcctga
agcaatgggce
teoettettee
ttctcatget

ctgtctecogg
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tggtecggea
aggagtatgc
ggaagtggaa
actacctcac
tgcaggatta
gcagccaccec
ttgagctgtt
aggtggtgga
gggaccgcca
gectgtgtgy
tggaggaaga
ccagaaaagt
cgatggtgga
tggtggaccc
ttggggactg
atggcaaggt
atctccggga
aagtcacgtg
atgcccactg
aagactgtec
tgaatcccag
gtgaagcctg
gtggaggttc
taeccccgggyg
gcecaccgtyg
sacccaagga
tgagacacga
atgocaagac
tcaccgtect
aagceactece
cacaggtgta

cctgecectggt

agccggagaa caactacaag
tctacagecaa gctcacegtg

ccgtgatgea tgaggetcotg

gtaaatga

tgagaacaga
ccetggagaa
ctgcacagac
cttegacgygg
ctgcggeagt
ctcagtgaaa
tgacggggag
gtetggeogg
cctgagcatc
gaattttgat
cactgtggac
gcctctggac
ttcctcoectgt
cgagccatat
cgcecgeatte
ggtgacctgg
gaacgggtat
tcagcaccct
ccotccaggg
agtgtgtgag
tgaccctgag
ccaggagcceg
cggcggtgga
cageggeggt
cccagekcoca
cacccteatg
agadcoctgag
aaagocgogy
gcaccaggac
ageacccate
caccctgeee

caaaggcttc

2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3%00
3560
4020
4080
4140
4200
4260
4320
4380
4440
4500

4548
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<211> 1515
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VWF 031

<400> 109

Met

Len

Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe

Tyr

Leu

Asn

145

Leu

Ile

Pro

Arg

Met

50

Gln

Val

Val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Pro

Gly

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Ala

Thr

20

Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

val

Asn

ES 2753124713

Arg

Leu

Leu

Phe

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe
165

Phe

Cys

Phe

Ala

Phe

70

Val

Val

Leu

Tyr

Leu

150

Asn

Ala

Ala

Gly

Gly

55

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Gly

Glu

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

256

Val

Gly

25

Asp

Cys

Ile

Gly

Gly

105

Glu

Vval

Arg

Ala

Leu

10

Thr

Phe

Ser

Gly

Glu

90

Asp

Thr

Ala

Tyr

Glu
170

Leu

Arg

Val

Tyr

Asp

75

Phe

Gln

Glu

Arg

Phe

155

Asp

Ala

Gly

Asn

Leu

60

Phe

Phe

Arg

Ala

Ile

140

Asn

Asp

Leu

Arg

Thr

45

Leu

Gln

Asp

val

Gly

125

Asp

Lys

Phe

Ala

Ser

30

Phe

Ala

Asn

Ile

Ser

110

Tyr

Gly

Thr

Met

Leu

15

Ser

Asp

Gly

Gly

His

95

Met

Tyr

Ser

Cys

Thr
175

Ile

Thr

Gly

Gly

Lys

80

Leu

Fro

Lys

Gly

Gly

160

Gln



Glu

Leu

Ser

Cys

225

val

Cys

Arg

Ser

Val

305

Cys

Leu

Ser

Thr

Pro

385

Asn

Asp

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Asp

Ala

Thr

Ala

290

Ser

Gln

Asp

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Cys

Thr

Ser

195

Asn

Leu

Pro

Gly

Cys

275

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu

Tyr

Gln

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly

260

Ala

Ser

Cys

Arg

Gly

340

Arg

Cys

Cys

Phe

Agp
420

ES 2753124713

Thr

Glu

Ser

Lys

Pro

245

Leu

Gln

Pro

Ala

Cys

325

Leu

Tyr

Arg

Leu

Thr

405

His

Ser

Gln

Ser

Ser

230

Phe

Glu

Glu

Val

Arg

310

val

Cys

Pro

Asn

Val

380

Phe

Ser

Asp

Trp

Gly

215

Thr

val

Cys

Gly

Cys

295

Thr

Asp

Val

Pro

Ser

375

Thr

Ser

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

Ala

Ala

Met

280

Pro

Cys

Gly

Glu

Gly

360

Gln

Gly

Gly

Ser

257

Tyr

185

Glu

Met

Val

Leu

Cys

265

Val

Ala

Gln

Cys

Ser

345

Thr

Trp

Gln

Ile

Ile
425

Asp

Arg

Gln

Phe

Cys

250

Pro

Leu

Gly

Ser

Ser

330

Thr

Ser

Ile

Ser

Cys

410

val

Phe

Ala

Lys

Ala

235

Glu

Ala

Tyr

Met

Leu

315

Cys

Glu

Leu

Cys

His

395

Gln

Ile

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Lys

Leu

Gly

Glu

300

His

Pro

Cys

Ser

Ser

380

Phe

Tyxr

Glu

Asn

Pro

205

Leu

Cys

Thr

Leu

Trp

285

Tyr

Ile

Glu

Pro

Arg

365

Asn

Lys

Leu

Thr

Ser

190

Bro

Trp

His

Leu

Glu

270

Thr

Arg

Asn

Gly

Cys

350

Asp

Glu

Ser

Leu

val
430

Trp

Ser

Glu

Pro

Cys

255

Tyr

Asp

Gln

Glu

Gln

335

Val

Cys

Glu

Phe

Ala

415

Gln

Ala

Ser

Gln

Leu

240

Glu

Ala

Hisg

Cys

Met

320

Leu

His

Asn

Cys

Asp

400

Arg

Cys



Ala

Prec

Ala

465

Arg

Asp

Ser

Gly

Arg

545

Asp

Thr

Glu

Arg

Ala

625

Ala

val

Ser

Asp

Gly

450

Met

Ile

Leu

Pro

Asn

530

val

Leu

Arg

Ala

Tyr

610

Leu

Trp

Tyr

Tyr

Asp

435

Leu

Asp

Gln

Gln

val

515

Gln

Glu

Gln

Phe

Cys

595

Asp

Ala

Arg

Leu

Pro

Arg

His

Gly

His

Met

500

Tyr

Gly

Asp

Lys

Ser

580

Hisg

val

Ser

Glu

Gln

660

Asp

ES 2753124713

Asp

Asn

Gln

Thr

485

Asp

Ala

Asp

Fhe

Gln

565

Glu

Arg

Cys

Tyr

Pro

645

Cys

Glu

Ala

Ser

Asp

470

Val

Trp

Gly

Asp

Gly

550

His

Glu

Ala

Ser

Ala

630

Gly

Gly

Glu

Val

Leu

455

Ile

Thr

Asp

Lys

Phe

535

Asn

Ser

Ala

Val

Cys

615

Ala

Thr

Cys

Cys

440

val

Gln

Ala

Gly

Thr

520

Leu

Ala

Asp

Cys

Ser

600

Ser

Ala

Cys

Pro

Asn

258

Thr

Lys

Leu

Ser

Arg

505

Cys

Thr

Trp

Ero

Ala

585

Pro

Asp

Cys

Glu

Cys

€65

Glu

Arg

Leu

Pro

val

490

Gly

Gly

Pro

Lys

Cys

570

val

Leu

Gly

Ala

Leu

650

Asn

Ala

Ser

Lys

Leu

475

Arg

Leu

Ser

Leu

555

Ala

Leu

Pro

Arg

Gly

635

Asn

Leu

Cys

Val

His

460

Leu

Leu

Leu

Cys

Gly

540

His

Leu

Thr

Tyr

Glu

620

Arg

Cys

Thr

Leu

Thr

445

Gly

Lys

Ser

Leu

Gly

525

Leu

Gly

Asn

Ser

Leu

605

Cys

Gly

Pro

Cys

Glu

Val

Ala

Gly

Tyr

Val

510

Asn

Ala

Asp

Pro

Pro

590

Arg

Leu

Val

Lys

Arg

670

Gly

Arg

Gly

Asp

Gly

495

Lys

Tyr

Glu

Cys

Arg

575

Thr

Asn

Cys

Arg

Gly

655

Ser

Cys

Leu

val

Leu

480

Glu

Leu

Asn

Pro

Gln

560

Met

Phe

Cys

Gly

val

640

Gln

Leu

Phe



Cys

Ala

705

Ile

Hisg

Leu

Pro

Gly

785

Ser

His

Gly

Cys

Ala

865

Leu

Tyr

Gly

Pro

690

Gln

Phe

Cys

Ser

Pro

770

Leu

Met

Glu

Lys

val

850

Thr

Lys

Cys

Cys

675

Pro

Cys

Ser

Thr

Ser

755

Met

Glu

Gly

Asn

Glu

835

Cys

Cys

Tyr

Gly

Ser
815

Gly

Pro

Asp

Met

740

Pro

val

Cys

Cys

Arg

820

Tyr

Arg

Ser

Leu

Ser

900

His

ES 2753124713

Leu

Cys

His

725

Ser

Leu

Lys

Thr

vVal

805

Cys

Ala

Asp

Thr

Phe

885

Asn

Pro

Tyr

Tyr

710

His

Gly

Ser

Leu

Lys

790

Ser

Val

Pro

Arg

Ile

870

Pro

Pro

Ser

Met

695

Tyr

Thr

val

His

val

775

Thr

Gly

Ala

Gly

Lys

855

Gly

Gly

Gly

val

680

Asp

Asp

Met

Pro

Arg

760

Cys

Cys

Cys

Leu

Glu

840

Trp

Met

Glu

Thr

Lys
920

259

Glu

Gly

Cys

Gly

745

Ser

Pro

Gln

Leu

Glu

825

Thr

Asn

Ala

Cys

Phe

905

Cys

Arg

Glu

Tyr

730

Ser

Lys

Ala

Asn

Cys

810

Arg

val

Cys

His

Gln

890

Arg

Lys

Gly

Ile

715

Cys

Leu

Arg

Agp

Tyr

795

Pro

Cys

Lys

Thr

Tyr

875

Tyr

Ile

Lys

Asp

700

Phe

Glu

Leu

Ser

Asn

780

Asp

Pro

Pro

Ile

Asp

860

Leu

val

Leu

Arg

685

Cys

Gln

Asp

Pro

Leu

765

Leu

Leu

Gly

Cys

Gly

845

His

Thr

Leu

Val

Val
$25

val

Fro

Gly

Asp

750

Ser

Arg

Glu

Met

Phe

830

Cys

val

Phe

val

Gly

510

Thr

Pro

Glu

Phe

735

Ala

Cys

Ala

Cys

val

815

His

Asn

Cys

Asp

Gln

895

Asn

Ile

Lys

Asp

720

Met

val

Arg

Glu

Met

800

Arg

Gln

Thr

Asp

Gly

880

Asp

Lys

Leu



ES 2753124713

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 lLeu Leu Gly Lys Ala Leu Ser Val Val Trp Asp Arg
965 370 975

His Leu Ser Ile Ser Val vVal Leu Lys Gln Thr Tyr Gln Glu Lys Val
980 985 950

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

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

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

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

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

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

Cys Ile Tyr Asp Thr Cys Ser Cys Glu Ser Ile Gly Asp Cys Ala
1085 10%0 1085

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

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

Ser Cys Glu Glu Arg Asn Leu Arg Glu Asn Gly Tyr Glu Ala Glu
1130 1135 1140

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

Hig Pro Glu Pro Leu Ala Cys Pro val Gln Cys Val Glu Gly Cys
1160 1165 1170

260



His

Thr

Arg

Pro

Cys

Gly

Gly

Gly

Cys

Phe

Thr

Pro

Asn

Arg

Gly

BPro

Ala
1175

Cys
1190

Arg
1205

Glu
1220

Glu
1235

Gly
1250

Gly
1265

Gly
1280

Pro
12385

Leu
1310

Pro
1325

Glu
1340

Ala
1355

Val
1370

Lys
1385

Ile
1400

His

Val

Phe

His

Ala

Gly

Gly

Gly

Pro

Phe

Glu

Val

Lys

Val

Zlu

Glu

Cys

Asp

Ala

Cys

Cys

Ser

Ser

Gly

Cys

Pro

Val

Lys

Thr

Ser

Tyr

Lys

ES 2753124713

Pro

Pro

Ser

Gln

Gln

Gly

Gly

Ser

Pro

Pro

Thr

Phe

1ys

Val

Lys

Thr

Pro

Glu

Gly

Ile

Glu

Gly

Gly

Gly

Ala

Lys

Cys

Asn

Pro

Leu

Cys

Ile

Gly
1180

Asp
1195

Lys
1210

Cys
1225

Pro
1240

Gly
1255

Gly
1270

Gly
1285

Pro
1300

Pro
1315

Val
1330

Trp
1345

Arg
1360

Thr
1375

Lys
1330

Ser
1405

261

Lys

Cys

Lys

His

Ile

Gly

Gly

Gly

Glu

Lys

Val

Tyr

Glu

Val

Val

Lys

Ile

Pro

val

Cys

Ser

Ser

Ser

Gly

Leu

Asp

Val

val

Glu

Leu

Ser

Ala

Leu

Val

Thr

Asp

Gly

Gly

Ser

Leu

Thr

Asp

Asp

Gln

His

Asn

Lys

Asp

Cys

Leu

val

Gly

Gly

Val

Asp

Gly

Leu

Val

Gly

Tyr

Gln

Lys

Gly

Glu
1185

Glu
1200

Asn
1215

val
1230

Gly
1245

Gly
1260

Pro
1275

Lys
1290

Gly
1305

Met
1320

Ser
1335

Val
1350

Asn
1365

Azp
1380

Ala
1395

Gln
1410

Leu

Val

Pro

AsSn

Gly

Gly

Arg

Thr

Pro

Ile

His

Glu

Ser

Trp

Leu

Pro

Leu

Ala

Ser

Leu

Ser

Ser

Gly

His

Ser

Ser

Glu

Val

Thr

Leu

Pro

Arg

Gln

Gly

Asp

Thr

Gly

Gly

Ser

Thr

Val

Arg

Asp

His

Tyr

Asn

Ala

Glu



10

15

ES 2753124713

Pro Gln Val Tyr Thr
1415

Agn Gln Val Ser Leu
1430

Asp Tle Ala Val Glu
1445

Tyr Lys Thr Thr Pro
1460

Leu Tyr Ser Lys Leu
1475

Asn Val Phe Ser Cys
1490

Tyr Thr Gln Lys Ser
1505

<210> 110
<211> 40
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> conector

<220>

<221> REPETIR

<222> (1)..(5)

<223> Repeticion de Gly-Gly-Gly-Gly-Ser

<400> 110

Leu

Thr

Trp

Pro

Thr

Ser

Leu

Pro
1420

Cys
1435

Glu
1450

val
1465

val
1480

Val
1495

Ser
1510

Pro

Leu

Ser

Leu

Asp

Met

Leu

Ser

val

Asn

Asp

Lys

His

Ser

Arg

Lys

Gly

Ser

Ser

Glu

Pro

Asp

Gly

Gln

Asp

Arg

Ala

Gly

Glu
1425

Phe
1440

Pro
1455

Gly
1470

Trp
1485

Leu
1500

Lys
1515

Leu

Tyr

Glu

Ser

Gln

His

Thr

Pro

Asn

Phe

Gln

Asn

Lys

Ser

Asn

FPhe

Gly

His

Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly

1 3

10

15

Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser Gly Gly
20 25 30

Gly Gly Ser Gly Gly Gly Gly Ser

35

40

262
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15

20

25

30
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<210> 111
<211> 62
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> ESC54-VWF directo con sitio BsiW1

<400> 111

cgettegega cgtacggecg ccaccatgat tecetgecaga tttgecgggg tgctgettge

tc

<210> 112
<211> 60
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucledtido de clonacion de ESC 124 - D1D2 con sitio Not1-inverso

<400> 112

ctagactcga gcggcecgcte accttttget gecgatgagac aggggactge tgaggacage

<210> 113
<211> 2289
<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VWF 053 (VWF D1D2-propéptido)

<400> 113

263

60

60

62



atgattcctg
ctttgtgeag
gacttcgtca
ctggcagggg
agagtgagce
accgtgacac
gaaactgagg
gatggcageg
ctgtgtggca
acctcggacce
gaacgggcat
ctgtgggage
gtggaccceg
ctggagtgeg
gtgctgtacg
tataggcagt

tgtcaggage

ccagatttge
aaggaacteg
acacctttga
gctgecagaa
tcteccgtgta
agggggacca
ctgggtacta
gcaacttteca
actttaacat
cttatgactt
ctcctcccag
agtgccaget
ageccttttgt
cotgecctge
gctggaccga
gtgtgtcccc

gatgegtgga

ES 2753124713

cggggtgetg
aggecaggtea
tgggagcatg
acgctectte
tettggggaa
aagagtctcc
caagctgtec
agtecctgetg
ctttgectgaa
tgccaactca
cagctecatge
tetgaagage
ggccctgtgt
cctectggag
ccacagcgeg
ttgcgccagg

tggctgeage

cttgctctgg
tecacggece
tacagctttg
tcgattattg
ttttttgaca
atgccctatg
ggtgaggect
tcagacagat
gatgacttta
tgggctetga
aacatctect
acctoggtgt
gagaagactt
tagcgocegga
tgcagcccag
acctgccaga

tgccctgagg

264

ccctcatttt
gatgecagecet
cgggatactg
gggacttcca
tecatttgtt
cctccaaagg
atggctttgt
acttcaacaa
tgacccaaga
gcagtggaga
ctggggaaat
ttgecegetyg
tgtgtgagtg
cotgbgecca
tgtgcecctge
gcctgcacat

gacagctect

gccagggacc

ttteggaagt
cagttacctc
gaatggcaag
tgtcaatggt
gctgtatcta
ggccaggatc
gacctgeggg
agggaccttg
acagtggtgt
gcagaaggygo
ccaccetetg
tgectgggggg
ggagggaatg
tggtatggag
caatgaaatg

ggatgaagge

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



10

ctctgegtgg
acctcecctet
aatgaagaat
aacagatact
cactcettet
accegeteeg
ggggcaggag
cgcatccage
gactgggaty
tgcggectgt
ctggcggage
gacctgcaga
gaggaggegt
ccgetgececet
tgcctgtgeg
gcegtggegeg
tgegggacce
gaggcctgcec
tgegtgeccea
atctteteag
agtggagtec

agcaaaagg

agagcaccga
ctcgagactg
gtccagggga
tcaccttcag
ccattgtcat
tcaccgtecg
ttgccatgga
atacagtgac
gcegegggayg
gtgggaatta
ccecgggtgga
agcagcacag
gegeggtoct
acctgeggaa
gecgecectgge
agccaggocg
cctgcaacct
tggagggctyg
aggcccagtg
accatcacac

coggaagett

ES 2753124713

gtgtcecctge
caacacctgc
gtgocotigte
tgggatctge
tgagactgtc
gctgectgge
tggccaggac
ggccteogtyg
gctgetggtg
caatggcaac
ggacttcggg
cgatcectge
gacgteceoee
ctgeccegetac
cagctatgece
ctgtgagetg
gacctgecege
cttctgceoeco
cccetgttac
catgtgctac

gotgoctgac

<210> 114
<211> 763
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> VWF 053 (VWF D1D2-Propéptido)

<400> 114

Met Ile Pro Ala Arg Phe Ala Gly Val Leu Leu Ala Leu Ala Leu Ile
10

1 5

Leu Pro Gly Thr Leu Cys Ala Glu Gly Thr Arg Gly Arg Ser Ser Thr

20

gtgcattceg

atttgccocgaa
actggtcaat
cagtacctge
cagtgtgctg
ctgcacaaca
atccagectecc
cgcctocaget
aagetgteee
cagggcgacyg
aacgcctgga
gccctcaace
acattegagg
gacgtgtget
geggectgeg
aactgeoccega
tctcteotett
ccagggetet
tatgacggtg
tgtgaggatg

gctgtcotea

25
265

gaaagcgcta
acagccagtg
cccacttcaa
tggeceggga
atgaccgega
gecttgtgaa
ccctectgaa
acggggagga
cogtetatge
acttecttac
agctgcacgg
cgcgcatgac
cotgecateg
cctgcetegga
cggggagagyg
aaggccaggt
acccggatga
acatggatga
agatctteca
gcttecatgea

gcagtcecct

cecctecegge
gatctgcage
gagctttgac
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aggtgacctc
cctgcagatyg
cgggaagace
ccecctetggg
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caggttectce
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cgtgegegte
gtacctgeag
ggaatgcaat
gaggggggac
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ctgtaccatg
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15

30

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

19220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2289



Ala

Ser

Cys

65

Arg

Phe
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145

Leu

Glu

Leu

Ser

Cys
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Val

Cys

Arg

Arg

Met

50

Gln

val

val

Ala

Ser

130

Phe

Cys

Gly

Ser

Cys

210

Gln

Asp

Ala

Thr

Cys

35

Tyr

Lys

Ser

Asn

Ser

115

Gly

Gln

Gly

Thr

Ser

155

Asn

Leu

Pro

Gly

Cys
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Ser

Ser

Arg

Leu

Gly

100

Lys

Glu

Val

Asn

Leu

180

Gly

Ile

Leu

Glu

Gly
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Leu

Phe

Ser

Ser

85

Thr

Gly

Ala

Leu

Phe

165

Thr

Glu

Ser

Lys

Pro

245

Leu

Gln

Phe

Ala

Phe

70

val

val

Leu

Tyr

Len

150

Asn

Ser

Gln

Ser

Ser

230

Phe

Glu

Glu

Gly

Gly

Ser

Tyr

Thr

Tyr

Gly

135

Ser

Ile

Asp

Trp

Gly
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Thr

Val

Cys

Gly

Ser

40

Tyr

Ile

Leu

Gln

Leu

120

Phe

Asp

Phe

Pro

Cys

200

Glu

Ser

Ala

Ala

Met
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Gly
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Val
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Ala

Tyr
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Glu

Met

Val

Leu
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Asp
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2350

Pro

Leu
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Asp
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Gln

Glu

Arg
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Asp
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Ala
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235

Glu

Ala
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Leu
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Phe

Phe

Arg

Ala
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140

Asn

Asp

Ala

Ser

Gly

220

Arg

Lys

Leu

Gly

Thr

45

Leu
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Gly
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Asp

Lys

Phe
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Pro
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Leu

Cys

Thr

Leu

Trp
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110

Tyr

Gly

Thr

Met

Ser
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Pro

Trp
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Leu
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Cys
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Pro
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Leu

Ser
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Pro
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Asn
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Ala

Pro

Ala
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Arg

Asp

Ser

Gly

Ala
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Ser

Gln

Asp

Gly

Cys

370

Gly

Arg

Cys
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Gly

450

Met

Ile

Leu

Fro

Asn
530

Cys

Pro

Glu

Glu

Lys

355

Ile

Glu
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Gln

Asp

435

Leu

Asp

Gln

Gln

Val

515

Gln

Ser

Cys

Arg

Gly
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Arg

Cys
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Asp
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Arg
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His

Met

500
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Pro

Ala

Cys

325

Leu

Tyr

Arg

Leu

Thr

405

His

Asp
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Thr

485

Asp
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Asp

Val
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Cys

Pro
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val

380

Phe

Ser
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Arg

505

Cys

Thr

Gly

Ser

Ser
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Glu
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Leu
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Lys
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Gly
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Leu
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350
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Ala

Gly

Tyr

Val

510

Asn
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Thr

Glu

Arg
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Ala
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Ala
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Ile
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Leu
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Leu
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Ala

Tyr
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Leu

Trp

Tyr

Tyr
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690
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Phe

Cys
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Phe
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Ala
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Pro
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Pro
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580

His
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Asp

Gly
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Phe

Gln

565

Glu
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Tyr

Pro
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Glu

Leu
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Leu

Gly
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His

Glu

Ala
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Ala
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Tyr

Tyr
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His

Ala

Asp

Cys
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Pro

Asn
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745

Ser

Lys

Cys

570

Val
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Tyr

730
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555

Ala
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Gly
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Glu
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Lys
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REIVINDICACIONES

1. Una proteina quimérica que comprende una proteina factor VIII ("FVIII") y un fragmento de factor de von
Willebrand (VWF),

en donde la proteina FVIII comprende un dominio A1, un dominio A2, un dominio A3, un dominio C1 y un dominio
C2;

en donde el fragmento de VWF comprende un dominio D'y un dominio D3 de VWF; y

en donde el fragmento de VWF vy la proteina FVIII se unen por un enlace covalente, que previene la disociacién del
fragmento de VWF de la proteina FVIII en presencia de VWF enddgeno,

en donde el fragmento de VWF inhibe o previene que VWF end6geno se una a la proteina FVIII por proteccion o
bloqueo de un sitio de unién de VWF sobre la proteina FVIII.

2. La proteina quimérica de la reivindicacion 1, en donde el enlace covalente comprende:
(i) un enlace peptidico o
(i) un enlace disulfuro o
(iii) un conector entre la proteina FVIIl y el fragmento de VWF.

3. La proteina quimérica de la reivindicacién 1 o la reivindicacién 2, en donde el fragmento de VWF se asocia con la
proteina FVIII por un enlace no covalente, ademas del enlace covalente.

4. La proteina quimérica de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde el fragmento de VWF comprende al
menos un resto heterélogo (H1).

5. La proteina quimérica de la reivindicacion 3, en donde el fragmento de VWF comprende ademas un conector, en
donde el conector esta entre el fragmento de VWF y el resto heterdlogo (H1).

6. La proteina quimérica de la reivindicacion 4 o la reivindicacién 5, en donde la proteina FVIIl comprende al menos
un resto heterdlogo adicional (H2).

7. La proteina quimérica de la reivindicacion 6, en donde el resto heterélogo (H1) comprende:

a. al menos una de una region constante de inmunoglobulina, albumina, un resto de unién a albimina, una
secuencia Pro-Ala-Ser (PAS), una secuencia de homopolimero de aminoacidos (HAP), transferrina,
polietilenglicol (PEG), acido polisialico, hidroxietilalmidén (HES), y cualquier combinacion de los mismos; o

b. una primera regién Fc; y/o
el resto heterdlogo (H2) comprende:

c. al menos una de una regidén constante de inmunoglobulina, albimina, un resto de unién a albimina, una
secuencia de PAS, una secuencia de HAP, transferrina, polietilenglicol (PEG), acido polisialico,
hidroxietilalmidon (HES), y cualquier combinacion de los mismos; o

d. una segunda region Fc.

8. La proteina quimérica de la reivindicacion 6 o la reivindicacién 7, en donde el resto heterélogo (H1) comprende
una primera regién Fc, y el resto heterélogo (H2) comprende una segunda region Fc, en donde el enlace covalente
es entre la primera region Fc y la segunda regién Fc.

9. La proteina quimérica de la reivindicacion 1, en donde la proteina quimérica comprende una férmula seleccionada
de:

(a) V-L1-H1-L3-H2-L2-C, o

(b) C-L2-H2-L3-H1-L1-V,

en donde en las férmulas (a) y (b)
V es el fragmento de VWF;
L1 es un conector opcional;

L2 es un conector opcional;
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L3 es un conector opcional;
cada uno de H1 y H2 comprende un resto heterdlogo opcional;
C comprende la proteina FVIII; y
(-) es un enlace peptidico o uno 0 mas aminoacidos;
o en donde la proteina quimérica comprende la formula:
(c) V-L1-H1: H2-L2-C,
en donde en la férmula (c)
V es el fragmento de VWF;
L1 es un conector opcional;
L2 es un conector opcional;
H1 es un primer resto heterélogo;
H2 es un segundo resto heterélogo;
C es la proteina FVIII;
() es un enlace peptidico o uno 0 mas aminoacidos; y
(:) es un enlace covalente entre H1 y H2.

10. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 8, que comprende ademas un conector entre
la proteina FVIIl y el fragmento de VWF.

11. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, en donde la secuencia de aminoacidos
del dominio D' del fragmento de VWF es al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a los
aminoacidos 764 a 866 de SEQ ID NO: 2, y en donde la secuencia de aminoacidos del dominio D3 del fragmento de
VWF es al menos 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntica a los aminoéacidos 867 a 1240 de
SEQ ID NO: 2.

12. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, en donde el fragmento de VWF
comprende ademas el dominio D1, el dominio D2, o los dominios D1 y D2 de VWF.

13. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, en donde la proteina FVIII comprende el
dominio B o una porcién del mismo.

14. Un polinucleétido o un conjunto de polinucleétidos que codifica la proteina quimérica de una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 13, en donde el conjunto de polinucleétidos comprende un primer polinucleétido que codifica el
fragmento de VWF y un segundo polinucleétido que codifica la proteina FVIIL.

15. Una célula hospedadora que comprende el polinucleétido o el conjunto de polinucleétidos de la reivindicacion 14.

16. Una composicién farmacéutica que comprende la proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1
a 13, el polinucleétido o el conjunto de polinucleétidos de la reivindicacion 14, y un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

17. La proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, el polinucleétido o el conjunto de
polinucleétidos de la reivindicacién 14, o la composicion farmacéutica de la reivindicacion 16, para su uso en el
tratamiento de una enfermedad o afeccién hemorragica en un sujeto en necesidad del mismo, en donde la
enfermedad hemorragica o trastorno se selecciona del grupo que consiste en un trastorno hemorragico de la
coagulacién, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado bucal, hemorragia, hemorragia dentro de los musculos,
hemorragia bucal, traumatismo, traumatismo craneal, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia
intraabdominal, hemorragia intratoracica, fractura de huesos, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el
espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas, y cualquier
combinacion de los mismos.

18. Un método de preparacién de la proteina quimérica de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que
comprende transfectar uno o mas células hospedadoras con el polinucleétido o el conjunto de polinucleétidos de la
reivindicacién 14, y expresar la proteina quimérica en la célula hospedadora.
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