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DESCRIPCIÓN 

Genes de Factor VIII optimizados 

ANTECEDENTES DE LA DIVULGACIÓN 

La vía de la coagulación de la sangre implica, en parte, la formación de un complejo enzimático de Factor VIIIa (FVIIIa) y 
Factor IXa (FIXa) (complejo Xasa) sobre la superficie de las plaquetas. El FIXa es una serina proteasa con actividad 5 
catalítica relativamente débil sin su cofactor FVIIIa. El complejo Xasa escinde el Factor X (FX) en el Factor Xa (FXa), el 
cual interactúa, a su vez, con el Factor Va (FVa) para escindir la protrombina y generar trombina. La hemofilia A es un 
trastorno hemorrágico provocado por mutaciones y/o deleciones en el gen de FVIII (FVIII) que da como resultado una 
deficiencia de la actividad del FVIII (Peyvandi et al. 2006). En algunos casos, los pacientes tienen niveles reducidos de 
FVIII debido a la presencia de inhibidores de FVIII tales como los anticuerpos anti-FVIII. 10 

La hemofilia A se caracteriza por una hemorragia espontánea y un sangrado excesivo. Con el tiempo, el sangrado repetido 
en los músculos y las articulaciones, que a menudo comienza en la primera infancia, da como resultado una artropatía 
hemofílica y una lesión articular irreversible. Esta lesión es progresiva y puede conducir a una movilidad severamente 
limitada de las articulaciones, atrofia muscular y dolor crónico (Rodríguez-Merchan, E.C., Semin . Thromb. Hemost. 29:87-
96 (2003), que se incorpora en esta memoria como referencia en su totalidad). 15 

La enfermedad se puede tratar mediante una terapia de reemplazo que fija como objetivo la restauración de la actividad 
de FVIII al 1 a 5 % de los niveles normales para prevenir el sangrado espontáneo (véase, p. ej., Mannucci, P.M., et al., N. 
Engl. J. Med. 344:1773-9 (2001), incorporado en esta memoria como referencia en su totalidad). Hay disponibles productos 
del FVIII recombinantes y derivados de plasma para tratar episodios hemorrágicos a demanda o para prevenir que se 
produzcan episodios hemorrágicos mediante el tratamiento profiláctico. Basado en la semivida de estos productos (10-12 20 
h) (White G.C., et al., Thromb. Haemost. 77:660-7 (1997); Morfini, M., Haemophilia 9 (supl. 1):94-99; discusión 100 (2003)), 
los regímenes de tratamiento requieren una administración intravenosa frecuente, comúnmente de dos a tres veces por 
semana para la profilaxis y de una a tres veces al día para el tratamiento a demanda (Manco-Johnson, M.J., et al., N. Engl. 
J. Med. 357:535-544 (2007)), cada uno de los cuales se incorpora en esta memoria como referencia en su totalidad. Una 
administración tan frecuente es inconveniente y costosa. 25 

Un impedimento importante para proporcionar una proteína FVIII recombinante de bajo costo a los pacientes es el alto 
costo de la producción comercial. La proteína FVIII se expresa deficientemente en sistemas de expresión heterólogos, dos 
o tres órdenes de magnitud más bajos que las proteínas de tamaño similar. (Lynch et al., Hum. Gene. Ther.; 4:259-72 
(1993). La  expresión deficiente de FVIII se debe en parte a la presencia de elementos que actúan en cis en la secuencia 
codificante de FVIII que inhiben la expresión de FVIII, tales como elementos silenciadores de la transcripción (Hoeben et 30 
al., Blood 85:2447-2454 (1995)), secuencias similares a la unión a la matriz (MARs, por sus siglas en inglés) (Falux et al., 
Mol. Cell. Biol. 16:4264-4272 (1996)) y elementos inhibidores de la elongación de la transcripción (Koeberl et al., Hum. 
Gene. Ther.; 6:469-479 (1995)). 

Avances en la comprensión de los autores de la invención de la biología de la expresión de FVIII han conducido al desarrollo 
de variantes de FVIII más potentes. Por ejemplo, estudios bioquímicos demostraron que el dominio B del FVIII era 35 
prescindible para la actividad del cofactor del FVIII. La deleción del dominio B dio como resultado un aumento de 17 veces 
en los niveles de ARNm frente al FVIII de tipo salvaje de longitud completa y un aumento del 30% en la proteína secretada. 
(Toole et al., Proc Natl Acad Sci USA 83:5939-42 (1986)). Esto condujo al desarrollo del concentrado de proteína FVIII con 
dominio B eliminado (BDD, por sus siglas en inglés), que ahora se utiliza ampliamente en la clínica. Estudios recientes, sin 
embargo, indican que el hFVIII de longitud completa y BDD se pliegan incorrectamente en la luz del ER, dando como 40 
resultado la activación de la respuesta proteica desplegada (UPR, por sus siglas en inglés) y la apoptosis de los hepatocitos 
murinos. 

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de secuencias de FVIII que se expresen de forma eficaz en sistemas 
heterólogos. 

Los documentos WO 2014/127215 y WO 2011/005968 describen secuencias de Factor VIII optimizadas por codones. El 45 
documento WO 2016/004113 describe secuencias de Factor IX optimizadas por codones. 

SUMARIO DE LA INVENCIÓN 

La presente invención se define en las reivindicaciones independientes y determinadas características opcionales de la 
misma se definen en las reivindicaciones dependientes. En la medida en que se utilicen en esta memoria los términos 
"invención", "ejemplo" y "realización", esto se interpretará de tal manera que la única protección buscada es para la 50 
invención tal como se reivindica. 

La presente invención proporciona una molécula de ácido nucleico aislada como se define en las reivindicaciones adjuntas. 
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La presente invención proporciona, además, un vector que comprende la molécula de ácido nucleico como se define en 
las reivindicaciones adjuntas. La presente invención también proporciona una célula huésped que comprende la molécula 
de ácido nucleico o el vector como se define en las reivindicaciones adjuntas. 

Además, la presente invención proporciona un método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, que comprende: 
cultivar la célula huésped como se define en las reivindicaciones adjuntas en condiciones en las que se produce un 5 
polipéptido con actividad de FVIII y recuperar el polipéptido con actividad de FVIII. 

Además, la presente invención proporciona una molécula de ácido nucleico o un vector como se define en las 
reivindicaciones adjuntas para uso en un método para tratar un trastorno hemorrágico. 

La información técnica expuesta más adelante puede, en algunos aspectos, ir más allá del alcance de la invención, que se 
define exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas. La información técnica adicional se proporciona para ubicar la 10 
invención real en un contexto técnico más amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados. 

Además, las referencias incidentales a los métodos para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugía o 
terapia y los métodos de diagnóstico practicados en el cuerpo humano o animal no deben interpretarse como que reclaman 
protección para dichos métodos como tales, sino que deben interpretarse como una referencia a productos, en particular 
sustancias o composiciones, para uso en cualquiera de estos métodos. 15 

BREVE DESCRIPCIÓN DE LOS DIBUJOS 

Las Figs. 1A-1J proporcionan secuencias de nucleótidos optimizadas por codones que codifican el Factor VIII con 
el dominio B suprimido (SEQ ID NO: 17). La FIG. 1A muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-3 (SEQ ID 
NO: 1). La FIG. 1B muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-4 (SEQ ID NO: 2). La FIG. 1C muestra la 
secuencia de nucleótidos de coFVIII-5 (SEQ ID NO: 70). La FIG. 1D muestra la secuencia de nucleótidos de 20 
coFVIII-6 (SEQ ID NO: 71). La FIG. 1E muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-52 (SEQ ID NO: 3). La 
FIG. 1F muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-62 (SEQ ID NO: 4). La FIG. 1G muestra la secuencia de 
nucleótidos de coFVIII-25 (SEQ ID NO: 5). La FIG. 1H muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-26 (SEQ 
ID NO: 6). Las FIGs. 1I y 1J muestran las secuencias de nucleótidos y aminoácidos, respectivamente, suprimidas 
en el dominio B (BDD-FVIII) (SEQ ID NOs: 16 y 17, respectivamente). 25 

Las FIGs. 2A-2J muestran ajustes del sesgo de uso de codones en las secuencias de nucleótidos optimizadas 
por codones que codifican BDD-FVIII. La FIG. 2A muestra la frecuencia relativa de codones en la secuencia de 
nucleótidos de tipo salvaje (antes de la optimización por codones) que codifica BDD-FVIII, p. ej., BDD-FVIII no 
optimizado. El índice de adaptación de codones humanos (CAI, por sus siglas en inglés) de la secuencia BDD-
FVIII no optimizada es del 74 %. La FIG. 2B muestra la frecuencia relativa de los codones en la secuencia variante 30 
de coFVIII-1, que tiene un CAI humano del 88 %. La FIG. 2C muestra la frecuencia relativa de los codones en la 
secuencia variante de coFVIII-3, que tiene un CAI humano del 91 %. La FIG. 2D muestra la frecuencia relativa de 
los codones en la secuencia variante de coFVIII-4, que tiene un CAI humano del 97 %. La FIG. 2E muestra la 
frecuencia relativa de los codones en la secuencia variante de coFVIII-5, que tiene un CAI humano del 83 %. La 
FIG. 2F muestra la frecuencia relativa de los codones en la secuencia variante de coFVIII-6, que tiene un CAI 35 
humano del 83 %. La FIG. 2G muestra la frecuencia relativa de codones en la secuencia variante de coFVIII-52, 
que tiene un CAI humano del 91 %. La FIG. 2H muestra la frecuencia relativa de codones en la secuencia variante 
de coFVIII-62, que tiene un CAI humano del 91 %. La FIG. 2I muestra la frecuencia relativa de codones en la 
secuencia variante de coFVIII-25, que tiene un CAI humano del 88 %. La FIG. 2J muestra la frecuencia relativa 
de codones en la secuencia variante de coFVIII-26, que tiene un CAI humano del 88 %. 40 
La FIG. 3 proporciona un mapa de plásmido de FVIII-303, que comprende coFVIII-1 en una cadena principal de 
pcDNA3 bajo el control del promotor de transtiretina potenciado por ET, que está situado aguas arriba del sitio de 
inicio de la traducción de coFVIII-1 y que comprende un potenciador sintético, un potenciador de mTIR y un 
promotor de mTIR. 
La FIG. 4 muestra una representación gráfica de la actividad plasmática de FVIII en ratones HemA después de 45 
la inyección hidrodinámica de 5 µg de FVIII-303 (coFVIII-1; círculos) o 5 µg de FVIII-311 (BDD-FVIII; cuadrados). 
La actividad plasmática de FVIII se determinó mediante un ensayo cromogénico específico para FVIII a las 24, 
48 y 72 horas después de la inyección. Se muestran los niveles de actividad relativos a las 72 horas, normalizados 
al nivel de expresión de FVIII-311. 
La FIG. 5 muestra un mapa de plásmido de pLV-coFVIII-52, que comprende coFVIII-52 en un plásmido lentiviral 50 
bajo el control de un promotor ET, que está situado aguas arriba del sitio de inicio de la traducción de coFVIII-52 
y que comprende un potenciador sintético, un potenciador mTTR y un promotor mTTR . 
Las FIGs. 6A-6C muestran representaciones gráficas de la actividad plasmática de FVIII en ratones HemA 
después de la inyección hidrodinámica de diversos nucleótidos que codifican FVIII. La actividad plasmática de 
FVIII se determinó mediante un ensayo cromogénico específico para FVIII a las 24, 48 y 72 horas después de la 55 
inyección. La FIG. 6A muestra la actividad plasmática de FVIII en ratones HemA después de la inyección 
hidrodinámica de 5 µg de LV-coFVIII-1 (círculos negros), 5 µg de LV-coFVIII-3 (triángulos), 5 µg de LV-coFVIII-4 
(triángulos invertidos), 5 µg de LV -coFVIII-5 (rombos) o 5 µg de LV-coFVIII-6 (círculos en blanco). La FIG. 6B 
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muestra la actividad plasmática de FVIII en ratones HemA tras la inyección hidrodinámica de 5 µg de LV-coFVIII-
1 (círculos), 5 µg de LV-coFVIII-25 (triángulos) o 5 µg de LV-coFVIII-26 (triángulos invertidos). La FIG. 6C muestra 
la actividad plasmática de FVIII en ratones HemA después de la inyección hidrodinámica de 20 µg de LV-2116 
(secuencia de nucleótidos BDD-FVIII no optimizada por codones (WT); círculos en blanco), 20 µg de LV-coFVIII-
1 (triángulos), 20 µg de LV- coFVIII-52 (cuadrados) o 20 µg de LV-coFVIII-62 (círculos negros). Se muestran los 5 
niveles de actividad relativa a las 72 horas para cada uno de los plásmidos, normalizados a los niveles de 
expresión de LV-coFVIII-1 (FIGs. 6A, 6B y 6C) y/o LV-2116 (FIG. 6C), como se indica. 
La FIG. 7 muestra la actividad de FVIII en plasma en ratones HemA 24 días después de la inyección con 1E8 
TU/vector lentiviral de ratón que comprende coFVIII-1, coFVIII-5, coFVIII-52, coFVIII-6 o coFVIII-62 en 
comparación con el control LV-2116 (BDD- FVIII), y según lo medido por un ensayo cromogénico específico para 10 
FVIII. Las barras de errores indican las desviaciones estándares. 
Las FIGs. 8A-8C proporcionan las diversas secuencias de nucleótidos optimizadas por codones que codifican 
BDD-FVIII condensado con un XTEN. La FIG. 8A muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-52-XTEN (SEQ 
ID NO: 19), en donde una secuencia de nucleótidos que codifica un XTEN que tiene 144 aminoácidos ("XTEN144"; 
SEQ ID NO: 18; subrayado) se inserta dentro de la secuencia de nucleótidos de coFVIII-52. La FIG. 8B muestra 15 
la secuencia de nucleótidos de coFVIII-1-XTEN (SEQ ID NO: 20), en la que una secuencia de nucleótidos que 
codifica un XTEN que tiene 144 aminoácidos ("XTEN144"; SEQ ID NO: 18; subrayado) se inserta dentro de la 
secuencia de nucleótidos de coFVIII-1. La FIG. 8C muestra la secuencia de nucleótidos de coFVIII-6-XTEN (SEQ 
ID NO: 72), en la que una secuencia de nucleótidos que codifica un XTEN que tiene 144 aminoácidos ("XTEN144"; 
SEQ ID NO: 18; subrayado) se inserta dentro de la secuencia de nucleótidos de coFVIII-6 (p. ej., el residuo de 20 
aminoácido 745 correspondiente a la secuencia de FVIII maduro). 
La FIG. 9 proporciona un mapa de plásmido de pLV-coFVIII-52-XTEN, que comprende coFVIII-52-XTEN en un 
vector lentiviral bajo el control del promotor ET. Los vectores lentivirales que comprenden cada una de las 
moléculas de ácido nucleico optimizadas por codones restantes que codifican un polipéptido con actividad de 
FVIII, como se describe en esta memoria, se construyeron de la misma manera que pLV-coFVIII-52-XTEN, en 25 
que se insertó la misma secuencia de XTEN para reemplazar el dominio B de FVIII. 
Las FIGs. 10A y 10B muestran la actividad de FVIII en ratones HemA después de la inyección con ADN plasmídico 
(FIG. 10A) o vector lentiviral (FIG. 10B) que comprende las diversas secuencias de nucleótidos optimizadas por 
codones que codifican BDD-FVIII. La FIG. 10A muestra una representación gráfica de la actividad plasmática de 
FVIII en ratones HemA después de la inyección hidrodinámica con 5 µg de FVIII-311 (secuencia de nucleótidos 30 
que codifica BDD-FVIII no optimizadas por codones; cuadrados), 5 µg de FVIII-303 (coFVIII-1; círculos pequeños) 
o FVIII-306 (coFVIII-1-XTEN 144 ; círculos grandes). La actividad relativa a las 72 horas, normalizada a FVIII-311, 
se muestra para cada uno de los plásmidos. La FIG. 10B muestra la actividad de FVIII en plasma en ratones 
HemA 21 días después de la inyección con 1E8 TU/ratón de vector lentiviral que comprende coFVIII-52 o coFVIII-
52-XTEN en comparación con el control LV-2116 (BDD-FVIII), y según lo medido por un ensayo cromogénico 35 
específico para FVIII. Las barras de error indican las desviaciones estándares. 
La FIG. 11A muestra la secuencia de aminoácidos del factor VIII humano maduro de longitud completa. La FIG. 
11B muestra la secuencia de aminoácidos del factor de von Willebrand humano de longitud completa (SEQ ID 
NO: 44). Las FIGs. 11C y 11D muestran las secuencias de aminoácidos y nucleótidos, respectivamente, de un 
polipéptido XTEN que tiene 42 aminoácidos (XTEN AE42-4; SEQ ID NOs: 46 y 47, respectivamente). Las 40 
secuencias de aminoácidos de diversos polipéptidos XTEN que tienen 144 aminoácidos se muestran en las FIGs. 
11E, 11G, 11I, 11K, 11M, 11O, 11Q, 11S, 11U y 11W (SEQ ID NOs: 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64 y 66, 
respectivamente), y las secuencias de nucleótidos correspondientes se muestran en las FIGs. 11F, 11H, 11J, 
11L, 11N, 11P, 11R, 11T, 11V y 11X (SEQ ID Nos: 49, 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65 y 67, respectivamente). La 
FIG. 11Y muestra la secuencia de nucleótidos de un promotor ET (SEQ ID NO: 69). La FIG. 11Z muestra la 45 
secuencia de nucleótidos para coFVIII-1 (SEQ ID NO: 68). 
La FIG. 12A es una representación gráfica de la actividad plasmática de FVIII (UI/mL) en ratones HemA de 14 
días de edad después de la administración IV de aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de LV-wtBDD -FVIII (círculos), 
LV-coFVIII-6 (cuadrados) o LV-coFVIII-6XTEN (triángulos). La FIG. 12B es una representación gráfica del número 
de copias del vector (VCN) 150 días después del tratamiento de ratones HemA de 14 días de edad a los que se 50 
administraron por vía IV aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de vectores lentivirales que expresan wtBDD-FVIII, 
coFVIII-1, coFVIII-3, coFVIII -4, coFVIII-5, coFVIII-6, coFVIII-52, coFVIII-62, coFVIII-25 o coFVIII-26. La FIG. 12C 
es una representación gráfica de la actividad plasmática de FVIII (UI/mL) 21 días después del tratamiento de 
ratones HemA de 14 días de edad a los que se administraron por vía IV aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de 
vectores lentivirales que expresan wtBDD -FVIII, coFVIII-1, coFVIII-3 , coFVIII-4, coFVIII-5, coFVIII-6, coFVIII-52, 55 
coFVIII-62, coFVIII-25 o coFVIII-26. 
Las FIGs. 13A y 13B son representaciones gráficas que ilustran los niveles de actividad plasmática de FVIII (FIG. 
13A) y los niveles de anticuerpos anti-FVIII (FIG. 13B) en cinco ratones HemA tratados con un lentivirus que 
expresa la variante coFVIII-5. A compañeros de camada HemA de catorce días de edad se les administraron 
aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de un lentivirus que expresa la variante coFVIII-5 mediante inyección 60 
intravenosa. Cada uno de los ratones se designa con un número (es decir, 1, 2, 3, 4 y 5; FIGs 13A y 13B). 
La FIG. 14 es una representación gráfica de la correlación entre el nivel de expresión de LV-FVIII, como se 
evidencia por la actividad plasmática de FVIII, 21 días después del tratamiento lentiviral, y la presencia de 
anticuerpos anti-FVIII. Cada uno de los puntos de datos corresponde a un solo ratón HemA. Cada uno de los 
ratones recibió una dosis de 1,5 E10 TU/kg mediante inyección intravenosa de un lentivirus que expresaba una 65 
de las variantes de coFVIII descritas en esta memoria. Las líneas horizontales indican la actividad plasmática 
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media de FVIII. 
La FIG. 15 es una representación gráfica de la correlación entre el número de copias del vector (VCN, por sus 
siglas en inglés) por célula 150 días después del tratamiento lentiviral y la presencia de anticuerpos anti-FVIII. 
Cada uno de los puntos de datos corresponde a un solo ratón HemA. Cada uno de los ratones recibió una dosis 
de 1,5 E10 TU/kg mediante inyección intravenosa de un lentivirus que expresaba una de las variantes de coFVIII 5 
descritas en esta memoria. Las líneas horizontales indican el VCN medio. 
Las FIGs. 16A y 16B son representaciones gráficas que ilustran los niveles de actividad plasmática de FVIII (FIG. 
16A) y los niveles de anticuerpos anti-FVIII (FIG. 16B) en dos ratones HemA (coFVIII-52-A y coFVIII-52-B) 
tratados con un lentivirus que expresa la variante coFVIII-52. A compañeros de camada HemA de catorce días 
de edad se les administraron aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de un lentivirus que expresa la variante coFVIII-10 
52 mediante inyección intravenosa. Las FIGs. 16C y 16D son imágenes que muestran tinción de hibridación in 
situ de ARN para la expresión de FVIII (tinción oscura) en tejido hepático recogido de ratones coFVIII-52-A (FIG. 
16C) y coFVIII-52-B (FIG. 16D) de las FIGs. 16A y 16B. 
La FIG. 17 es una representación gráfica que muestra la expresión de FVIII a largo plazo en ratones neonatos 
HemA tratados con un lentivirus que expresa una variante de FVIII con dominio B de tipo salvaje eliminado (wtBDD 15 
-FVIII; triángulos), coFVIII-52XTEN (círculos) o coFVIII-6XTEN (triángulo invertido). Se administraron a ratones 
HemA neonatales mediante inyección intravenosa aproximadamente 1,5 A10 TU/kg de un lentivirus que 
expresaba wtBDD-FVIII, coFVIII-52XTEN o coFVIII-6XTEN. La actividad plasmática de FVIII se midió durante 
aproximadamente 16 semanas. 
La FIG. 18 es una representación gráfica del nivel de FVIII circulante en neonatos de perro HemA (S3 o K4) 20 
después de la administración de 1,3 x 109 unidades de transducción/kg de vector lentiviral que comprende un 
nucleótido que codifica Factor VIII condensado con XTEN (SEQ ID NO: 72; LV- coFVIII-6-XTEN). Los cuadrados 
conectados por una línea continua representan muestras de aPTT-S3 y los triángulos conectados por una línea 
discontinua representan muestras de aPTT-K4. El eje y muestra la actividad de FVIII en plasma como el 
porcentaje de lo normal, en donde la actividad de FVIII humano normal es del 100 %. El eje x muestra los días 25 
posteriores al tratamiento con lentivirus, en donde el tratamiento con lentivirus se administra el día 0. 
Las FIGs. 19A-19C son representaciones gráficas de la hemostasia de sangre entera según se monitoriza por el 
ensayo de tromboelastometría rotacional (ROTEM, por sus siglas en inglés) para un perro HemA sin tratamiento 
previo (FIG. 19A), el perro S3 a las 2 semanas después del tratamiento con lentivirus (FIG. 19B) y el perro K4 a 
las 2 semanas posteriores al tratamiento con lentivirus (FIG. 19C). El tiempo de coagulación (CT, por sus siglas 30 
en inglés) se muestra en segundos (s), el tiempo de formación de coágulos (CFT, por sus siglas en inglés) se 
muestra en segundos (s), el ángulo alfa (α) se muestra en grados (°), la amplitud 5 minutos después de la CT 
(A5) se muestra como milímetros (mm), la amplitud 20 minutos después de la CT (A20) se muestra como 
milímetros (mm) y la firmeza máxima del coágulo (MCF, por sus siglas en inglés) se muestra como milímetros 
(mm) para cada una de las FIG. 19A-19C. La FIG. 19D es una tabla que resume el intervalo normal para cada 35 
uno de los parámetros CT, CFT, α, A5, A2 y MCF mostrados en las FIGs. 19A-19C. 

DESCRIPCIÓN DETALLADA DE LA DIVULGACIÓN 

La presente divulgación describe genes optimizados por codones que codifican polipéptidos con actividad de Factor VIII 
(FVIII). La presente divulgación está dirigida a moléculas de ácido nucleico optimizadas por codones que codifican 
polipéptidos con actividad de Factor VIII, vectores y células huésped que comprenden moléculas de ácidos nucleicos 40 
optimizadas, polipéptidos codificados por moléculas de ácidos nucleicos optimizadas y métodos para producir polipéptidos 
de este tipo. La presente divulgación también está dirigida a una secuencia de ácido nucleico del Factor VIII optimizada, a 
un vector que comprende la secuencia de ácido nucleico optimizada o el polipéptido codificado por el mismo para uso en 
un método de tratamiento de trastornos hemorrágicos tales como la hemofilia. La presente divulgación satisface una 
necesidad importante en la técnica al proporcionar secuencias de Factor VIII optimizadas que demuestran una expresión 45 
incrementada en las células huésped, mejoran el rendimiento de la proteína Factor VIII en métodos para producir Factor 
VIII recombinante y, potencialmente, dan como resultado una mayor eficacia terapéutica cuando se utilizan en métodos de 
terapia génica. En determinadas realizaciones, la divulgación describe una molécula de ácido nucleico aislada que 
comprende una secuencia de nucleótidos que tiene una secuencia homóloga a una secuencia de nucleótidos de SEQ ID 
NO: 71. 50 

Construcciones ejemplares de la divulgación se ilustran en las Figuras adjuntas y en el listado de secuencias. Con el fin de 
proporcionar una comprensión clara de la memoria descriptiva y las reivindicaciones, a continuación se proporcionan las 
siguientes definiciones. 

I. Definiciones 

Ha de señalarse que el término una entidad "un" o "una" se refiere a una o más de esa entidad: por ejemplo, se entiende 55 
que "una secuencia de nucleótidos" representa una o más secuencias de nucleótidos. Como tal, el término "un" (o "una") 
y las expresiones "uno/una o más" y "al menos uno/una" se pueden utilizar indistintamente en esta memoria. 

El término "aproximadamente" se utiliza en esta memoria para dar a entender aproximadamente, prácticamente, alrededor 
o en las regiones de. Cuando el término "aproximadamente" se utiliza junto con un intervalo numérico, modifica ese 

E17705236
08-09-2022ES 2 926 585 T3



6 

intervalo al extender los límites por encima y por debajo de los valores numéricos establecidos. En general, el término 
"aproximadamente" se utiliza en esta memoria para modificar un valor numérico por encima y por debajo del valor 
establecido en una varianza del 10 por ciento, hacia arriba o hacia abajo (mayor o menor). 

El término "aislado" para los fines de la presente divulgación designa un material biológico (célula, polipéptido, 
polinucleótido o un fragmento, variante o derivado del mismo) que ha sido eliminado de su entorno original (el entorno en 5 
el que está presente de forma natural). Por ejemplo, un polinucleótido presente en el estado natural en una planta o un 
animal no está aislado; sin embargo, el mismo polinucleótido separado de los ácidos nucleicos adyacentes en los que está 
presente de forma natural se considera "aislado". No se requiere nivel particular de purificación alguno. Polipéptidos 
producidos de forma recombinante y proteínas expresadas en células huésped se consideran aislados para los fines de la 
divulgación, al igual que los polipéptidos nativos o recombinantes que se han separado, fraccionado o purificado parcial o 10 
sustancialmente mediante cualquier técnica adecuada. 

"Ácidos nucleicos", "moléculas de ácido nucleico", "oligonucleótido" y "polinucleótido" se utilizan indistintamente y se 
refieren a la forma polimérica de éster de fosfato de los ribonucleósidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina; 
"moléculas de ARN") o desoxirribonucleósidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina; 
"moléculas de ADN"), o cualquier análogo de fosfoéster de los mismos, tales como fosforotioatos y tioésteres , ya sea en 15 
forma de cadena sencilla o de hélice de doble cadena. Son posibles hélices de doble cadena de ADN-ADN, ADN-ARN y 
ARN-ARN. La expresión molécula de ácido nucleico y, en particular, molécula de ADN o ARN, se refiere únicamente a la 
estructura primaria y secundaria de la molécula, y no la limita a forma terciaria particular alguna. Así, esta expresión incluye 
el ADN de doble cadena que se encuentra, entre otros, en moléculas de ADN lineales o circulares (p. ej., fragmentos de 
restricción), plásmidos, ADN superenrollado y cromosomas. Al discutir la estructura de moléculas particulares de ADN de 20 
doble cadena, las secuencias se pueden describir en esta memoria de acuerdo con la convención normal de dar solo la 
secuencia en la dirección 5' a 3' a lo largo de la cadena de ADN no transcrita (es decir, la cadena que tiene un secuencia 
homóloga al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante" es una molécula de ADN que ha sufrido una manipulación 
biológica molecular. El ADN incluye, pero no se limita a ADNc, ADN genómico, ADN plasmídico, ADN sintético y ADN 
semisintético. Una "composición de ácido nucleico" de la divulgación comprende uno o más ácidos nucleicos como se 25 
describe en esta memoria. 

Tal como se utiliza en esta memoria, una "región codificante" o "secuencia codificante" es una porción de polinucleótido 
que consiste en codones traducibles en aminoácidos. Aunque un "codón de parada" (TAG, TGA o TAA) no se traduce 
típicamente en un aminoácido, puede considerarse parte de una región codificante, pero cualquier secuencia flanqueante, 
por ejemplo, promotores, sitios de unión a ribosomas, terminadores de la transcripción, intrones y similares, no son parte 30 
de una región codificante. Los límites de una región codificante están típicamente determinados por un codón de inicio en 
el extremo 5', que codifica el extremo amino del polipéptido resultante, y un codón de parada de la traducción en el extremo 
3', que codifica el extremo carboxilo del polipéptido resultante. Dos o más regiones codificantes pueden estar presentes en 
una sola construcción de polinucleótidos, p. ej., en un solo vector, o en construcciones de polinucleótidos separadas, p. ej., 
en vectores separados (diferentes). Se cumple entonces que un solo vector puede contener solo una sola región 35 
codificante, o comprender dos o más regiones codificantes. 

Determinadas proteínas secretadas por células de mamífero están asociadas con un péptido señal secretor que se escinde 
de la proteína madura una vez que se ha iniciado la exportación de la cadena proteica en crecimiento a través del retículo 
endoplásmico rugoso. Los expertos ordinarios en la técnica son conscientes que los péptidos señal están generalmente 
condensados con el extremo N del polipéptido y se escinden del polipéptido completo o de "longitud completa" para 40 
producir una forma secretada o "madura" del polipéptido. En determinadas realizaciones, un péptido señal nativo o un 
derivado funcional de esa secuencia que retiene la capacidad de dirigir la secreción del polipéptido está asociado 
operativamente con él. Alternativamente, puede utilizarse un péptido señal de mamífero heterólogo, p. ej., un activador del 
plasminógeno tisular humano (TPA, por sus siglas en inglés) o un péptido señal de β- glucuronidasa de ratón o un derivado 
funcional del mismo. 45 

La expresión "aguas abajo" se refiere a una secuencia de nucleótidos que está situada en 3' con respecto a una secuencia 
de nucleótidos de referencia. En determinadas realizaciones, las secuencias de nucleótidos aguas abajo se refieren a 
secuencias que siguen al punto de inicio de la transcripción. Por ejemplo, el codón de inicio de la traducción de un gen está 
situado aguas abajo del sitio de inicio de la transcripción. 

La expresión "aguas arriba" se refiere a una secuencia de nucleótidos que está situada en 5' con respecto a una secuencia 50 
de nucleótidos de referencia. En determinadas realizaciones, las secuencias de nucleótidos aguas arriba se refieren a 
secuencias que están situadas en el lado 5' de una región codificante o punto de partida de la transcripción. Por ejemplo, 
la mayoría de los promotores están situados aguas arriba del sitio de inicio de la transcripción. 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "región reguladora de genes" o "región reguladora" se refiere a 
secuencias de nucleótidos situadas aguas arriba (secuencias 5’ no codificantes), dentro o aguas abajo (secuencias 3’ no 55 
codificantes) de una región codificante, y que influyen en la transcripción, el procesamiento del ARN, la estabilidad o la 
traducción de la región codificante asociada. Las regiones reguladoras pueden incluir promotores, secuencias conductoras 
de la traducción, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilación, sitios de procesamiento de ARN, sitios de 
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unión de efectores y estructuras de bucle de tallo. Si se pretende que una región codificante se exprese en una célula 
eucariota, una señal de poliadenilación y una secuencia de terminación de la transcripción normalmente se localizarán en 
3' con respecto a la secuencia codificante. 

Un polinucleótido que codifica un producto génico, p. ej., un polipéptido, puede incluir un promotor y/u otros elementos de 
control de la expresión (p. ej., transcripción o traducción) asociados operativamente con una o más regiones codificantes. 5 
En una asociación operable, una región codificante para un producto génico, p. ej., un polipéptido, se asocia con una o 
más regiones reguladoras de manera que coloque la expresión del producto génico bajo la influencia o el control de la o 
las regiones reguladoras. Por ejemplo, una región codificante y un promotor están "asociados operativamente" si la 
inducción de la función del promotor da como resultado la transcripción del ARNm que codifica el producto génico 
codificado por la región codificante, y si la naturaleza del enlace entre el promotor y la región codificante no interfiere con 10 
la capacidad del promotor de dirigir la expresión del producto génico o no interfiere con la capacidad de transcripción del 
molde de ADN. Otros elementos de control de la expresión, además de un promotor, por ejemplo potenciadores, 
operadores, represores y señales de terminación de la transcripción, también pueden asociarse operativamente con una 
región codificante para dirigir la expresión del producto génico. 

“Secuencias de control de la transcripción" se refieren a secuencias reguladoras de ADN, tales como promotores, 15 
potenciadores, terminadores y similares, que proporcionan la expresión de una secuencia codificante en una célula 
huésped. Los expertos en la técnica conocen una variedad de regiones de control de la transcripción. Éstas incluyen, sin 
limitación, regiones de control de la transcripción que funcionan en células de vertebrados, tales como, pero no limitadas a 
segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (el promotor temprano inmediato, junto con el intrón-A), virus 
simio 40 (el promotor temprano) y retrovirus (tal como el virus del sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la 20 
transcripción incluyen las derivadas de genes de vertebrados tales como actina, proteína de choque térmico, hormona de 
crecimiento bovina y β-globina de conejo, así como otras secuencias capaces de controlar la expresión génica en células 
eucariotas. Regiones adecuadas de control de la transcripción adicionales incluyen promotores y potenciadores específicos 
para el tejido, así como promotores inducibles por linfoquinas (p. ej., promotores inducibles por interferones o 
interleuquinas). 25 

De manera similar, el experto ordinario en la técnica conoce una diversidad de elementos de control de la traducción. Estos 
incluyen, pero no se limitan a sitios de unión a ribosomas, codones de iniciación y terminación de la traducción y elementos 
derivados de picornavirus (particularmente un sitio de entrada al ribosoma interno, o IRES, al que también se alude como 
secuencia CITE). 

El término "expresión", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un proceso mediante el cual un polinucleótido 30 
produce un producto génico, por ejemplo, un ARN o un polipéptido. Incluye, sin limitación, la transcripción del polinucleótido 
en ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN en horquilla pequeño (ARNhp), ARN pequeño de 
interferencia (ARNip) o cualquier otro producto de ARN, y la traducción de un ARNm en un polipéptido. La expresión 
produce un "producto genético". Tal como se utiliza en esta memoria, un producto génico puede ser un ácido nucleico, p. 
ej., un ARN mensajero producido por la transcripción de un gen, o un polipéptido que se traduce a partir de un transcrito. 35 
Productos génicos descritos en esta memoria incluyen, además, ácidos nucleicos con modificaciones postranscripcionales, 
p. ej., poliadenilación o corte y empalme, o polipéptidos con modificaciones postraduccionales, p. ej., metilación, 
glicosilación, la adición de lípidos, asociación con otras subunidades proteicas o escisión proteolítica. El término 
"rendimiento", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la cantidad de un polipéptido producido por la expresión de 
un gen. 40 

Un "vector" se refiere a cualquier vehículo para la clonación y/o transferencia de un ácido nucleico a una célula huésped. 
Un vector puede ser un replicón al que se puede unir otro segmento de ácido nucleico para provocar la replicación del 
segmento fijado. Un "replicón" se refiere a cualquier elemento genético (p. ej., plásmido, fago, cósmido, cromosoma, virus) 
que funciona como una unidad autónoma de replicación in vivo, es decir, es capaz de replicarse bajo su propio control. El 
término "vector" incluye vehículos tanto virales como no virales para introducir el ácido nucleico en una célula in vitro, ex 45 
vivo o in vivo. Se conocen y utilizan en la técnica un gran número de vectores que incluyen, por ejemplo, plásmidos, virus 
eucarióticos modificados o virus bacterianos modificados. La inserción de un polinucleótido en un vector adecuado se 
puede lograr ligando los fragmentos de polinucleótido apropiados en un vector elegido que tenga extremos cohesivos 
complementarios. 

Los vectores se pueden diseñar para codificar marcadores seleccionables o indicadores que proporcionan la selección o 50 
identificación de células que han incorporado el vector. La expresión de marcadores o indicadores seleccionables permite 
la identificación y/o selección de células huésped que incorporan y expresan otras regiones codificantes contenidas en el 
vector. Ejemplos de genes marcadores seleccionables conocidos y utilizados en la técnica incluyen: genes que 
proporcionan resistencia a ampicilina, estreptomicina, gentamicina, kanamicina, higromicina, herbicida bialafos, 
sulfonamida y similares; y genes que se utilizan como marcadores fenotípicos, es decir, genes reguladores de antocianina, 55 
gen isopentanil transferasa, y similares. Ejemplos de indicadores conocidos y utilizados en la técnica incluyen: luciferasa 
(Luc), proteína fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), β- galactosidasa 
(LacZ), β-glucuronidasa (Gus) y similares. Marcadores seleccionables también pueden considerarse indicadores. 
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La expresión "marcador seleccionable" se refiere a un factor de identificación, habitualmente un gen de resistencia a un 
antibiótico o a un producto químico, que sea capaz de seleccionarse en función del efecto del gen marcador, es decir, 
resistencia a un antibiótico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores fluorescentes y 
similares, en donde el efecto se utiliza para rastrear la herencia de un ácido nucleico de interés y/o para identificar una 
célula u organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés. Ejemplos de genes marcadores seleccionables conocidos 5 
y utilizados en la técnica incluyen: genes que proporcionan resistencia a ampicilina, estreptomicina, gentamicina, 
kanamicina, higromicina, herbicida bialafos, sulfonamida y similares; y genes que se utilizan como marcadores fenotípicos, 
es decir, genes reguladores de antocianina, gen isopentanil transferasa, y similares. 

La expresión "gen informador" se refiere a un ácido nucleico que codifica un factor de identificación que sea capaz de 
identificarse en función del efecto del gen informador, en donde el efecto se utiliza para rastrear la herencia de un ácido 10 
nucleico de interés, para identificar una célula o un organismo que ha heredado el ácido nucleico de interés, y/o para medir 
la inducción o transcripción de la expresión génica. Ejemplos de genes indicadores conocidos y utilizados en la técnica 
incluyen: luciferasa (Luc), proteína verde fluorescente (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), β- galactosidasa (LacZ), 
β-glucuronidasa (Gus) y similares. Genes marcadores seleccionables también pueden considerarse genes indicadores. 

"Promotor" y "secuencia promotora" se utilizan indistintamente y se refieren a una secuencia de ADN capaz de controlar 15 
la expresión de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante está situada en 3' con 
respecto a una secuencia promotora. Los promotores pueden derivarse en su totalidad de un gen nativo, o pueden estar 
compuestos por diferentes elementos derivados de diferentes promotores que se encuentran en la naturaleza, o incluso 
pueden comprender segmentos de ADN sintético. Los expertos en la técnica entienden que diferentes promotores pueden 
dirigir la expresión de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes fases de desarrollo, o en respuesta a 20 
diferentes condiciones ambientales o fisiológicas. A promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoría de los 
tipos de células la mayoría de las veces se les alude comúnmente  como "promotores constitutivos". A los promotores que 
hacen que un gen se exprese en un tipo de célula específico se les alude comúnmente como "promotores específicos de 
células" o "promotores específicos de tejidos". 

A promotores que hacen que un gen se exprese en una fase específica de desarrollo o diferenciación celular se les alude 25 
comúnmente como "promotores específicos del desarrollo" o "promotores específicos de la diferenciación celular". A 
promotores que se inducen y provocan la expresión de un gen después de la exposición o el tratamiento de la célula con 
un agente, molécula biológica, producto químico, ligando, luz o similar que induce al promotor se les alude comúnmente 
como "promotores inducibles" o "promotores regulables". Se reconoce, además, que dado que en la mayoría de los casos 
los límites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido completamente, los fragmentos de ADN de diferentes 30 
longitudes pueden tener una actividad promotora idéntica. 

La secuencia promotora está unida típicamente en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripción y se extiende 
aguas arriba (dirección 5') para incluir el número mínimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripción a 
niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrará un sitio de inicio de la 
transcripción (convenientemente definido, por ejemplo, por mapeo con la nucleasa S1), así como dominios de unión a 35 
proteínas (secuencias consenso) responsables de la unión de la ARN polimerasa. 

Las expresiones "endonucleasa de restricción" y "enzima de restricción" se utilizan indistintamente y se refieren a una 
enzima que se une y corta dentro de una secuencia de nucleótidos específica dentro del ADN de doble cadena. 

El término "plásmido" se refiere a un elemento extracromosómico que a menudo porta un gen que no forma parte del 
metabolismo central de la célula y habitualmente en forma de moléculas circulares de ADN de doble cadena. Elementos 40 
de este tipo pueden ser secuencias de replicación autónoma, secuencias de integración del genoma, secuencias de fagos 
o de nucleótidos, lineales, circulares o superenrolladas, de ADN o ARN de cadena sencilla o de doble cadena, derivadas 
de cualquier fuente, en las que se han unido o recombinado un cierto número de secuencias de nucleótidos en una 
construcción única que es capaz de introducir un fragmento promotor y una secuencia de ADN para un producto génico 
seleccionado junto con la secuencia no traducida 3' apropiada en una célula. 45 

Vectores virales eucarióticos que se pueden utilizar incluyen, pero no se limitan a vectores de adenovirus, vectores de 
retrovirus, vectores de virus adeno-asociados, poxvirus, p. ej., vectores de virus vaccinia, vectores de baculovirus o 
vectores de virus herpes. Vectores no virales incluyen plásmidos, liposomas, lípidos cargados eléctricamente (citofectinas), 
complejos de proteína de ADN y biopolímeros. 

Un "vector de clonación" se refiere a un "replicón", que es una unidad de longitud de un ácido nucleico que se replica 50 
secuencialmente y que comprende un origen de replicación, tal como un plásmido, un fago o un cósmido, al que pertenece 
otro segmento de ácido nucleico se puede fijar para provocar la replicación del segmento fijado. Determinados vectores de 
clonación son capaces de replicarse en un tipo de célula, p. ej., bacterias y expresarse en otro, p. ej., células eucarióticas. 
Vectores de clonación comprenden típicamente una o más secuencias que pueden utilizarse para la selección de células 
que comprenden el vector y/o uno o más sitios de clonación múltiples para la inserción de secuencias de ácido nucleico 55 
de interés. 
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La expresión "vector de expresión" se refiere a un vehículo diseñado para permitir la expresión de una secuencia de ácido 
nucleico insertada después de la inserción en una célula huésped. La secuencia de ácido nucleico insertada se coloca en 
asociación operativa con regiones reguladoras como se describe arriba. 

Vectores se introducen en células huésped mediante métodos bien conocidos en la técnica, p. ej., transfección, 
electroporación, microinyección, transducción, fusión celular, DEAE dextrano, precipitación con fosfato de calcio, 5 
lipofección (fusión de lisosomas), uso de una pistola génica o un vector transportador de ADN. 

"Cultivo", "cultivar" y "cultivando", tal como se utiliza en esta memoria, significa incubar células bajo condiciones in vitro que 
permiten el crecimiento o la división celular o mantener las células en un estado vivo. "Células cultivadas", tal como se 
utiliza en esta memoria, significa células que se propagan in vitro. 

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "polipéptido" pretende abarcar un "polipéptido" singular, así como 10 
"polipéptidos" plurales, y se refiere a una molécula compuesta de monómeros (aminoácidos) enlazados linealmente por 
enlaces amida (también conocidos como enlaces peptídicos). El término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena o 
cadenas de dos o más aminoácidos y no se refiere a una longitud específica del producto. Así, péptidos, dipéptidos, 
tripéptidos, oligopéptidos, "proteína", "cadena de aminoácidos" o cualquier otro término o expresión utilizada para referirse 
a una cadena o cadenas de dos o más aminoácidos, se incluyen dentro de la definición de "polipéptido", y el término 15 
"polipéptido" se puede utilizar en lugar de cualquiera de estos términos o de forma intercambiable con ellos. El término 
"polipéptido" también pretende hacer referencia a los productos de modificaciones post-expresión del polipéptido, que 
incluyen, sin limitación, glicosilación, acetilación, fosforilación, amidación, derivatización por grupos 
protectores/bloqueadores conocidos, escisión proteolítica o modificación por aminoácidos que se producen de forma no 
natural. Un polipéptido puede derivarse de una fuente biológica natural o puede producirse mediante tecnología 20 
recombinante, pero no necesariamente se traduce a partir de una secuencia de ácido nucleico designada. Se puede 
generar de cualquier manera, incluso por síntesis química. 

El término "aminoácido" incluye alanina ( Ala o A); arginina (Arg o R); asparagina (Asn o N); ácido aspártico (Asp o D); 
cisteína (Cys o C); glutamina (Gln o Q); ácido glutámico (Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H); isoleucina (Ile o I): 
leucina (Leu o L); lisina (Lys o K); metionina (Met o M); fenilalanina (Phe o F); prolina (Pro o P); serina (Ser o S); treonina 25 
(Thr o T); triptófano (Trp o W); tirosina (Tyr o Y); y valina (Val o V). Aminoácidos no tradicionales también están dentro del 
alcance de la divulgación e incluyen norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros análogos de residuos de 
aminoácidos como los descritos en Ellman et al. Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para generar residuos de aminoácidos 
que no se producen de forma natural, se pueden utilizar los procedimientos de Noren et al. Science 244:182 (1989) y 
Ellman et al., supra. Brevemente, estos procedimientos implican la activación química de un ARNt supresor con un residuo 30 
de aminoácido que no se produce de forma natural, seguido de la transcripción y traducción in vitro del ARN. La introducción 
del aminoácido no tradicional también puede lograrse utilizando químicas peptídicas conocidas en la técnica. Tal como se 
utiliza en esta memoria, la expresión "aminoácido polar" incluye aminoácidos que tienen carga neta cero, pero que tienen 
cargas parciales distintas de cero en diferentes porciones de sus cadenas laterales (p. ej., M, F, W, S, Y, N, Q, C). Estos 
aminoácidos pueden participar en interacciones hidrofóbicas e interacciones electrostáticas. Tal como se utiliza en esta 35 
memoria, la expresión "aminoácido cargado" incluye aminoácidos que pueden tener una carga neta distinta de cero en sus 
cadenas laterales (p. ej., R, K, H, E, D). Estos aminoácidos pueden participar en interacciones hidrofóbicas e interacciones 
electrostáticas. 

También se incluyen en la presente divulgación fragmentos o variantes de polipéptidos y cualquier combinación de los 
mismos. El término "fragmento" o "variante", cuando se refiere a dominios de unión a polipéptidos o moléculas de unión 40 
de la presente divulgación incluye cualquier polipéptido que conserve al menos algunas de las propiedades (p. ej., afinidad 
de unión a FcRn por un dominio de unión a FcRn o variante de Fc, actividad de coagulación para una variante de FVIII, o 
actividad de unión de FVIII para el fragmento de VWF) del polipéptido de referencia. Fragmentos de polipéptidos incluyen 
fragmentos proteolíticos, así como fragmentos de deleción, además de fragmentos de anticuerpos específicos comentados 
en otra parte en esta memoria, pero no incluyen el polipéptido que se produce de forma natural de longitud completa (o 45 
polipéptido maduro). Variantes de dominios de unión a polipéptidos o moléculas de unión de la presente divulgación 
incluyen fragmentos como se describe arriba, y también polipéptidos con secuencias de aminoácidos alteradas debido a 
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoácidos. Las variantes pueden ser naturales o no naturales. Las variantes 
que no se producen de forma natural se pueden producir utilizando técnicas de mutagénesis conocidas en la técnica. 
Polipéptidos variantes pueden comprender sustituciones, deleciones o adiciones de aminoácidos conservativas o no 50 
conservativas. 

Una “sustitución conservativa de aminoácidos" es aquella en la que el residuo de aminoácido se reemplaza con un residuo 
de aminoácido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos de aminoácidos que 
tienen cadenas laterales similares, incluyendo cadenas laterales básicas (p. ej., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales 
ácidas (p. ej., ácido aspártico, ácido glutámico), cadenas laterales polares sin carga (p. ej., glicina, asparagina, glutamina, 55 
serina, treonina, tirosina, cisteína), cadenas laterales no polares (p. ej., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina, 
fenilalanina, metionina, triptófano), cadenas laterales ramificadas beta (p. ej., treonina, valina , isoleucina) y cadenas 
laterales aromáticas (p. ej., tirosina, fenilalanina, triptófano, histidina). Por lo tanto, si un aminoácido en un polipéptido se 
reemplaza por otro aminoácido de la misma familia de cadenas laterales, la sustitución se considera conservativa. En otra 
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realización, una cadena de aminoácidos se puede reemplazar de manera conservadora con una cadena estructuralmente 
similar que difiere en el orden y/o la composición de los miembros de la familia de cadenas laterales. 

La expresión "porcentaje de identidad", como se conoce en la técnica, es una relación entre dos o más secuencias 
polipeptídicas o dos o más secuencias polinucleotídicas, según se determina comparando las secuencias. En la técnica, 
"identidad" también significa el grado de relación de secuencia entre secuencias polipeptídicas o polinucleotídicas, según 5 
sea el caso, determinado por la coincidencia entre cadenas de secuencias de este tipo. La "identidad" se puede calcular 
fácilmente mediante métodos conocidos, incluyendo, pero no limitados a los descritos en: Computational Molecular Biology 
(Lesk, A.M., ed.) Oxford University Press, Nueva York (1988); Biocomputing Informatics and Genome Projects (Smith, 
D.W., ed.) Academic Press, Nueva York (1993); Computer Analysis of Sequence Data, Parte I (Griffin, A. M., y Griffin, 
H. G., eds.) Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic 10 
Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.) Stockton Press, Nueva York (1991). 
Métodos preferidos para determinar la identidad están diseñados para dar la mejor coincidencia entre las secuencias 
analizadas. Métodos para determinar la identidad están codificados en programas informáticos disponibles públicamente. 
Los alineamientos de secuencias y los cálculos de porcentaje de identidad se pueden realizar utilizando software de análisis 
de secuencias, tales como el programa Megalign de la suite de computación bioinformática LASERGENE (DNASTAR Inc., 15 
Madison, WI), la suite de programas GCG (Wisconsin Package Version 9.0, Genetics Computer Group (GCG), Madison, 
WI), BLASTP, BLASTN, BLASTX (Altschul et al., J. Mol. Biol. 215:403 (1990)) y DNASTAR (DNASTAR, Inc. 1228 S. Park 
St. Madison, WI 53715 EE.UU.). Dentro del contexto de esta solicitud, se entenderá que cuando se utiliza software de 
análisis de secuencias para el análisis, los resultados del análisis se basarán en los "valores predeterminados" del 
programa al que se hace referencia, a menos que se especifique lo contrario. Tal como se utiliza en esta memoria, "valores 20 
predeterminados" significará cualquier conjunto de valores o parámetros que originalmente se cargan con el software 
cuando se inicializa por primera vez. Con el fin de determinar el porcentaje de identidad entre una secuencia optimizada 
de BDD FVIII de la divulgación y una secuencia de referencia, solo se utilizan los nucleótidos de la secuencia de referencia 
correspondientes a los nucleótidos de la secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgación para calcular el porcentaje 
de identidad. Por ejemplo, cuando se compara una secuencia de nucleótidos de FVIII de longitud completa que contiene 25 
el dominio B con una secuencia de nucleótidos de FVIII optimizada con dominio B eliminado (BDD) de la divulgación, la 
parte del alineamiento que incluye los dominios A1, A2, A3, C1 y C2 se utilizará para calcular el porcentaje de identidad. 
Los nucleótidos en la porción de la secuencia de FVIII de longitud completa que codifica el dominio B (lo que dará como 
resultado un gran "hueco" en el alineamiento) no se contarán como un desajuste. Además, al determinar el porcentaje de 
identidad entre una secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgación, o una parte designada de la misma (p. ej., los 30 
nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO : 3), y una secuencia de referencia, el porcentaje de identidad será 
calculado por alineamiento dividiendo el número de nucleótidos emparejados por el número total de nucleótidos en la 
secuencia completa de la secuencia BDD-FVIII optimizada, o una parte designada de la misma, como se menciona en 
esta memoria. 

Tal como se utiliza en esta memoria, "nucleótidos correspondientes a nucleótidos en la secuencia optimizada de BDD FVIII 35 
de la divulgación" se identifican mediante el alineamiento de la secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgación para 
maximizar la identidad con la secuencia de referencia de FVIII. El número utilizado para identificar un aminoácido 
equivalente en una secuencia de FVIII de referencia se basa en el número utilizado para identificar el aminoácido 
correspondiente en la secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgación. 

Una proteína de "fusión" o "quimérica" comprende una primera secuencia de aminoácidos enlazada a una segunda 40 
secuencia de aminoácidos con la que no está unida de forma natural en la naturaleza. Las secuencias de aminoácidos 
que normalmente existen en proteínas separadas se pueden unir en el polipéptido de fusión, o las secuencias de 
aminoácidos que normalmente existen en la misma proteína se pueden colocar en una nueva disposición en el polipéptido 
de fusión, p. ej., la fusión de un dominio de Factor VIII de la divulgación con un dominio Fc de Ig. Una proteína de fusión 
se crea, por ejemplo, mediante síntesis química o creando y traduciendo un polinucleótido en el que las regiones peptídicas 45 
se codifican en la relación deseada. Una proteína quimérica puede comprender, además, una segunda secuencia de 
aminoácidos asociada con la primera secuencia de aminoácidos mediante un enlace covalente no peptídico o un enlace 
no covalente. 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "sitio de inserción" se refiere a una posición en un polipéptido de FVIII, 
o fragmento, variante o derivado del mismo, que está inmediatamente aguas arriba de la posición en la que se puede 50 
insertar un resto heterólogo. Un "sitio de inserción" se especifica como un número, siendo el número el número del 
aminoácido en el FVIII nativo maduro (SEQ ID NO: 15; FIG. 11A) al que corresponde el sitio de inserción, que es 
inmediatamente N-terminal con respecto a la posición de la inserción. Por ejemplo, la frase "a3 comprende un resto 
heterólogo en un sitio de inserción que corresponde al aminoácido 1656 de SEQ ID NO: 15" indica que el resto heterólogo 
está situado entre dos aminoácidos que corresponden al aminoácido 1656 y al aminoácido 1657 de SEQ ID NO: 15. 55 

La frase "inmediatamente aguas abajo de un aminoácido", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la posición justo 
al lado del grupo carboxilo terminal del aminoácido. De manera similar, la frase "inmediatamente aguas arriba de un 
aminoácido" se refiere a la posición justo al lado del grupo amino terminal del aminoácido. 
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El término "insertado" y las expresiones "se inserta", "insertado en" o términos y expresiones gramaticalmente relacionados, 
tal como se utilizan en esta memoria, se refieren a la posición de un resto heterólogo en un polipéptido de FVIII 
recombinante, en relación con la posición análoga en el FVIII humano nativo maduro. Tal como se utiliza en esta memoria, 
el término y las expresiones se refieren a las características del polipéptido de FVIII recombinante en relación con el FVIII 
humano nativo maduro, y no indican, implican ni infieren en método o proceso alguno mediante el cual se elaboró el 5 
polipéptido de FVIII recombinante. 

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "semivida" se refiere a una semivida biológica de un polipéptido particular 
in vivo. La semivida puede representarse por el tiempo requerido para que la mitad de la cantidad administrada a un sujeto 
se elimine de la circulación y/u otros tejidos del animal. Cuando se construye una curva de aclaramiento de un polipéptido 
dado en función del tiempo, la curva es habitualmente bifásica con una fase α rápida y una fase β más larga. La fase α 10 
representa típicamente un equilibrio del polipéptido Fc administrado entre el espacio intra-vascular y extra-vascular y está, 
en parte, determinada por el tamaño del polipéptido. La fase β representa típicamente el catabolismo del polipéptido en el 
espacio intravascular. En algunas realizaciones, el FVIII y las proteínas quiméricas que comprenden FVIII son monofásicos 
y, por lo tanto, no tienen una fase alfa, sino solo una fase beta única. Por lo tanto, en determinadas realizaciones, el término 
semivida, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la semivida del polipéptido en la fase β. 15 

El término "enlazado", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una primera secuencia de aminoácidos o secuencia 
de nucleótidos unida de forma covalente o no covalente a una segunda secuencia de aminoácidos o secuencia de 
nucleótidos, respectivamente. La primera secuencia de aminoácidos o nucleótidos se puede unir o yuxtaponer 
directamente a la segunda secuencia de aminoácidos o nucleótidos o, alternativamente, una secuencia intermedia puede 
unir covalentemente la primera secuencia con la segunda secuencia. El término "enlazado" significa no solo una fusión de 20 
una primera secuencia de aminoácidos a una segunda secuencia de aminoácidos en el extremo C o el extremo N, sino 
que también incluye la inserción de la primera secuencia de aminoácidos completa (o la segunda secuencia de 
aminoácidos) en cualquiera de dos aminoácidos de la segunda secuencia de aminoácidos (o la primera secuencia de 
aminoácidos, respectivamente). En una realización, la primera secuencia de aminoácidos se puede unir a una segunda 
secuencia de aminoácidos mediante un enlace peptídico o un enlazador. La primera secuencia de nucleótidos se puede 25 
enlazar a una segunda secuencia de nucleótidos mediante un enlace fosfodiéster o un enlazador. El enlazador puede ser 
un péptido o un polipéptido (para cadenas de polipéptidos) o un nucleótido o una cadena de nucleótidos (para cadenas de 
nucleótidos) o cualquier resto químico (tanto para cadenas de polipéptidos como de polinucleótidos). El término "enlazado" 
también se indica con un guión (-). 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "asociado con" se refiere a un enlace covalente o no covalente formado 30 
entre una primera cadena de aminoácidos y una segunda cadena de aminoácidos. En una realización, la expresión 
"asociado con" significa un enlace no peptídico covalente o un enlace no covalente. Esta asociación se puede indicar con 
dos puntos, es decir, (:). En otra realización, significa un enlace covalente excepto un enlace peptídico. Por ejemplo, el 
aminoácido cisteína comprende un grupo tiol que puede formar un enlace disulfuro o un puente con un grupo tiol en un 
segundo residuo de cisteína. En la mayoría de las moléculas de IgG que se producen de forma natural, las regiones CH1 35 
y CL están asociadas por un enlace disulfuro y las dos cadenas pesadas están asociadas por dos enlaces disulfuro en las 
posiciones correspondientes a 239 y 242 utilizando el sistema de numeración de Kabat (posición 226 o 229, sistema de 
numeración de la UE). Ejemplos de enlaces covalentes incluyen, pero no se limitan a un enlace peptídico, un enlace 
metálico, un enlace de hidrógeno, un enlace disulfuro, un enlace sigma, un enlace pi, un enlace delta, un enlace glicosídico, 
un enlace agnóstico, un enlace doblado, un enlace dipolar, una cadena posterior pi, un enlace doble, un enlace triple, un 40 
enlace cuádruple, un enlace quíntuple, un enlace séxtuple, conjugación, hiperconjugación, aromaticidad, hapticidad o 
antienlace. Ejemplos no limitantes de enlace no covalente incluyen un enlace iónico (p. ej., enlace catiónico-pi o enlace de 
sal), un enlace metálico, un enlace de hidrógeno (p. ej., enlace de dihidrógeno, complejo de dihidrógeno, enlace de 
hidrógeno de baja barrera o enlace de hidrógeno simétrico), fuerza de van der Walls, fuerza de dispersión de London, un 
enlace mecánico, un enlace halógeno, aurofilia, intercalación, apilamiento, fuerza entrópica o polaridad química. 45 

La expresión "híbrido monómero-dímero", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una proteína quimérica que 
comprende una primera cadena polipeptídica y una segunda cadena polipeptídica, que están asociadas entre sí mediante 
un enlace disulfuro, en donde la primera cadena comprende un factor de coagulación, p. ej., Factor VIII, y una primera 
región Fc y la segunda cadena comprende, consiste esencialmente en o consiste en una segunda región Fc sin el factor 
de coagulación. La construcción híbrida de monómero-dímero es, por lo tanto, un híbrido que comprende un aspecto de 50 
monómero que tiene solo un factor de coagulación y un aspecto de dímero que tiene dos regiones Fc. 

La hemostasis, tal como se utiliza en esta memoria, significa detener o ralentizar el sangrado o la hemorragia; o la detención 
o disminución del flujo de sangre a través de un vaso sanguíneo o parte del cuerpo. 

Trastorno hemostático, tal como se utiliza en esta memoria, significa una afección heredada o adquirida genéticamente 
caracterizada por una tendencia a la hemorragia, ya sea espontáneamente o como resultado de un traumatismo, debido 55 
a una capacidad alterada o incapacidad para formar un coágulo de fibrina. Ejemplos de trastornos de este tipo incluyen las 
hemofilias. Las tres formas principales son la hemofilia A (deficiencia de factor VIII), la hemofilia B (deficiencia de factor IX 
o "enfermedad de Christmas") y la hemofilia C (deficiencia de factor XI, leve tendencia al sangrado). Otros trastornos 
hemostáticos incluyen, p. ej., la enfermedad de von Willebrand, deficiencia de Factor XI (deficiencia de PTA), deficiencia 
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de Factor XII, deficiencias o anomalías estructurales en fibrinógeno, protrombina, Factor V, Factor VII, Factor X o Factor 
XIII, síndrome de Bernard-Soulier, que es un defecto o una deficiencia en GPIb. GPIb, el receptor de vWF, puede ser 
defectuoso y conducir a la falta de formación de coágulos primarios (hemostasia primaria) y de la tendencia incrementada 
al sangrado) y trombastenia de Glanzman y Naegeli (trombastenia de Glanzmann). En la insuficiencia hepática (formas 
aguda y crónica), hay una producción insuficiente de factores de coagulación por parte del hígado; esto puede aumentar 5 
el riesgo de sangrado. 

Las moléculas de ácido nucleico aisladas, los polipéptidos aislados o los vectores que comprenden la molécula de ácido 
nucleico aislada de la divulgación se pueden utilizar de forma profiláctica. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión 
"tratamiento profiláctico" se refiere a la administración de una molécula antes de un episodio de sangrado. En una 
realización, el sujeto que necesita un agente hemostático general se somete o está a punto de someterse a cirugía. Un 10 
polinucleótido, polipéptido o vector de la divulgación se puede administrar antes o después de la cirugía como profiláctico. 
El polinucleótido, polipéptido o vector de la divulgación se puede administrar durante o después de la cirugía para controlar 
un episodio de sangrado agudo. La cirugía puede incluir, pero no se limita a trasplante de hígado, resección de hígado, 
procedimientos dentales o trasplante de células madre. 

Las moléculas de ácido nucleico aisladas, los polipéptidos aislados o los vectores de la divulgación también se utilizan para 15 
el tratamiento a demanda. La expresión "tratamiento a demanda" se refiere a la administración de una molécula de ácido 
nucleico aislado, un polipéptido aislado o un vector en respuesta a los síntomas de un episodio de sangrado o antes de 
una actividad que pueda provocar el sangrado. En un aspecto, el tratamiento a demanda puede administrarse a un sujeto 
cuando comienza el sangrado tal como después de una lesión, o cuando se espera un sangrado, tal como antes de la 
cirugía. En otro aspecto, el tratamiento a demanda puede darse previo a actividades que aumentan el riesgo de sangrado 20 
tales como los deportes de contacto. 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "sangrado agudo" se refiere a un episodio de sangrado 
independientemente de la causa subyacente. Por ejemplo, un sujeto puede tener un traumatismo, uremia, un trastorno 
hemorrágico hereditario (p. ej., deficiencia de factor VII), un trastorno plaquetario o resistencia debida al desarrollo de 
anticuerpos frente a factores de coagulación. 25 

Tratar, tratamiento, tratando, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere, p. ej., a la reducción de la gravedad de una 
enfermedad o afección; la reducción en la duración del curso de una enfermedad; la mejora de uno o más síntomas 
asociados con una enfermedad o afección; la provisión de efectos beneficiosos a un sujeto con una enfermedad o afección, 
sin curar necesariamente la enfermedad o afección, o la profilaxis de uno o más síntomas asociados con una enfermedad 
o afección. En una realización, el término "tratando" o "tratamiento" significa mantener un nivel valle de FVIII de al menos 30 
aproximadamente 1 UI/dL, 2 UI/dL, 3 UI/dL, 4 UI/dL, 5 UI/dL, 6 UI/ dL, 7 UI/dL, 8 UI/dL, 9 UI/dL, 10 UI/dL, 11 UI/dL, 12 
UI/dL, 13 UI/dL, 14 UI/dL, 15 UI/dL, 16 UI/ dL, 17 UI/dL, 18 UI/dL, 19 UI/dL o 20 UI/dL en un sujeto mediante la 
administración de una molécula de ácido nucleico aislada, un polipéptido aislado o un vector de la divulgación. En otra 
realización, tratando o tratamiento significa mantener un nivel valle de FVIII entre aproximadamente 1 y aproximadamente 
20 UI/dL, aproximadamente 2 y aproximadamente 20 UI/dL, aproximadamente 3 y aproximadamente 20 UI/dL, 35 
aproximadamente 4 y aproximadamente 20 UI/dL, aproximadamente 5 y aproximadamente 20 UI/dL, aproximadamente 6 
y aproximadamente 20 UI/dL, aproximadamente 7 y aproximadamente 20 UI/dL, aproximadamente 8 y aproximadamente 
20 UI/dL, aproximadamente 9 y aproximadamente 20 UI/dL, o aproximadamente 10 y aproximadamente 20 UI/dL. El 
tratamiento o tratar una enfermedad o afección también puede incluir el mantenimiento de la actividad del FVIII en un sujeto 
a un nivel equiparable a por lo menos aproximadamente el 1 %, 2 %, 3 %, 4 %, 5 %, 6 %, 7 %, 8 %, 9 %, 10 %, 11 %, 12 40 
%, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 % o 20 % de la actividad de FVIII en un sujeto no hemofílico. El nivel valle 
mínimo requerido para el tratamiento se puede medir mediante uno o más métodos conocidos y se puede ajustar (aumentar 
o disminuir) para cada persona. 

"Administrar", tal como se utiliza en esta memoria, significa dar una molécula de ácido nucleico que codifica el Factor VIII 
farmacéuticamente aceptable, un polipéptido del Factor VIII o un vector que comprende una molécula de ácido nucleico 45 
que codifica el Factor VIII de la divulgación a un sujeto a través de una vía farmacéuticamente aceptable. Vías de 
administración pueden ser intravenosa, p. ej., inyección intravenosa e infusión intravenosa. Vías de administración 
adicionales incluyen, p. ej., administración subcutánea, intramuscular, oral, nasal y pulmonar. Las moléculas de ácido 
nucleico, los polipéptidos y los vectores se pueden administrar como parte de una composición farmacéutica que 
comprende al menos un excipiente. 50 

Tal como se utiliza en esta memoria, la frase "sujeto que lo necesita" incluye sujetos tales como mamíferos que se 
beneficiarían de la administración de una molécula de ácido nucleico, un polipéptido o un vector de la divulgación, p. ej., 
para mejorar la hemostasia. En una realización, los sujetos incluyen, pero no se limitan a individuos con hemofilia. En otra 
realización, los sujetos incluyen, pero no se limitan a los individuos que han desarrollado un inhibidor de FVIII y, por lo 
tanto, necesitan una terapia de derivación. El sujeto puede ser un adulto o un menor (p. ej., menor de 12 años). 55 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "factor de coagulación" se refiere a moléculas, o análogos de las mismas, 
que se producen de forma natural o se producen de forma recombinante que previenen o reducen la duración de un 
episodio hemorrágico en un sujeto. En otras palabras, significa moléculas que tienen actividad pro-coagulación, es decir, 
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son responsables de la conversión de fibrinógeno en una malla de fibrina insoluble que hace que la sangre coagule o se 
coagule. Un " factor de coagulación activable " es un factor de coagulación en una forma inactiva (p. ej., en su forma de 
zimógeno) que es capaz de convertirse en una forma activa. 

La actividad de coagulación, tal como se utiliza en esta memoria, significa la capacidad de participar en una cascada de 
reacciones bioquímicas que culmina en la formación de un coágulo de fibrina y/o reduce la gravedad, duración o frecuencia 5 
de hemorragia o episodio de sangrado. 

Tal como se utiliza en esta memoria,, los términos "heterólogo" o "exógeno" se refieren a moléculas que normalmente no 
se encuentran en un contexto dado, p. ej., en una célula o en un polipéptido. Por ejemplo, una molécula exógena o 
heteróloga se puede introducir en una célula y solo está presente después de la manipulación de la célula, p. ej., mediante 
transfección u otras formas de ingeniería genética, o una secuencia de aminoácidos heteróloga puede estar presente en 10 
una proteína en la que no se encuentra de forma natural. 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "secuencia de nucleótidos heteróloga" se refiere a una secuencia de 
nucleótidos que no se produce de forma natural con una secuencia de polinucleótidos dada. En una realización, la 
secuencia de nucleótidos heteróloga codifica un polipéptido capaz de extender la semivida de FVIII. En otra realización, la 
secuencia de nucleótidos heteróloga codifica un polipéptido que aumenta el radio hidrodinámico de FVIII. En otras 15 
realizaciones, la secuencia de nucleótidos heteróloga codifica un polipéptido que mejora una o más propiedades 
farmacocinéticas de FVIII sin afectar significativamente a su actividad o función biológica (p. ej., su actividad 
procoagulante). En algunas realizaciones, el FVIII está enlazado o conectado al polipéptido codificado por la secuencia de 
nucleótidos heteróloga mediante un enlazador. Ejemplos no limitantes de restos polipeptídicos codificados por secuencias 
de nucleótidos heterólogas incluyen una región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma, albúmina o un 20 
fragmento de la misma, un resto de unión a albúmina, una transferrina, los polipéptidos PAS de la Solicitud de Pat. de 
EE.UU. Nº 20100292130, una secuencia HAP, transferrina o un fragmento de la misma, el péptido C-terminal (CTP) de la 
subunidad β de la gonadotropina coriónica humana, una molécula pequeña que se une a la albúmina, una secuencia de 
XTEN, restos de unión a FcRn (p. ej., regiones Fc completas o partes de las mismas que se unen a FcRn), regiones Fc de 
cadena sencilla (regiones ScFc, p. ej., como se describe en los documentos US 2008/0260738, WO 2008/012543 o WO 25 
2008/1439545), enlazadores de poliglicina, enlazadores de poliserina, péptidos y polipéptidos cortos de 6-40 aminoácidos 
de dos tipos de aminoácidos seleccionados de glicina (G), alanina (A), serina (S), treonina (T), glutamato (E) y prolina (P) 
con diversos grados de estructura secundaria desde menos del 50 % hasta más del 50 %, entre otros, o dos o más 
combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado por la secuencia de nucleótidos 
heteróloga está enlazado a un resto no polipeptídico. Ejemplos no limitativos de restos no polipeptídicos incluyen 30 
polietilenglicol (PEG), moléculas pequeñas que se unen a albúmina, ácido polisiálico, hidroxietil almidón (HES, por sus 
siglas en inglés), un derivado del mismo o cualquier combinación de los mismos. 

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "región Fc" se define como la porción de un polipéptido que corresponde 
a la región Fc de la Ig nativa, es decir, como se forma por la asociación dimérica de los respectivos dominios Fc de sus 
dos cadenas pesadas. Una región Fc nativa forma un homodímero con otra región Fc. Por el contrario, la expresión "región 35 
Fc fusionada genéticamente" o "región Fc de cadena única" (región scFc), tal como se utiliza en esta memoria, se refiere 
a una región Fc dimérica sintética compuesta por dominios Fc enlazados genéticamente dentro de una cadena 
polipeptídica única (es decir, codificada en una única secuencia genética contigua). 

En una realización, la "región Fc" se refiere a la porción de una sola cadena pesada de Ig que comienza en la región 
bisagra justo aguas arriba del sitio de escisión de papaína (es decir, el residuo 216 en IgG, tomando el primer residuo de 40 
la región constante de la cadena pesada como 114) y terminando 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 región Fc de una región constante de Ig, dependiendo del isotipo de Ig, puede incluir los dominios CH2, CH3 y CH4, 
así como la región bisagra. Proteínas quiméricas que comprenden una región Fc de una Ig otorgan varias propiedades 
deseables a una proteína quimérica, incluyendo una estabilidad incrementada, una semivida en suero incrementada (véase 45 
Capon et al., 1989, Nature 337:525), así como la unión a receptores Fc tales como el receptor de Fc neonatal (FcRn) 
(Patentes de EE.UU. Nºs 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613; documentos WO 03/077834; US2003-0235536A1). 

Una "secuencia de nucleótidos de referencia", cuando se utiliza en esta memoria como una comparación con una 
secuencia de nucleótidos de la divulgación, es una secuencia de polinucleótidos esencialmente idéntica a la secuencia de 
nucleótidos de la divulgación, excepto que las partes correspondientes a la secuencia de FVIII no están optimizadas. Por 50 
ejemplo, la secuencia de nucleótidos de referencia para una molécula de ácido nucleico que consiste en BDD FVIII 
optimizado por codones de SEQ ID NO: 1 y una secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una región Fc de cadena 
sencilla enlazada a SEQ ID NO: 1 en su extremo 3' es una molécula de ácido nucleico que consiste en el BDD FVIII original 
(o "progenitor") de SEQ ID NO: 16 (FIG. 1I) y la secuencia de nucleótidos heteróloga idéntica que codifica una región Fc 
de cadena sencilla enlazada a SEQ ID NO: 16 en su extremo 3'. 55 

Un "índice de adaptación de codones", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una medida del sesgo de uso de 
codones. Un índice de adaptación de codones (CAI, por sus siglas en inglés) mide la desviación de una secuencia de 

E17705236
08-09-2022ES 2 926 585 T3



14 

genes codificantes de proteínas dada con respecto a un conjunto de genes de referencia (Sharp PM y Li WH, Nucleic Acids 
Res. 15(3):1281-95 (1987)). El CAI se calcula determinando la media geométrica del peso asociado a cada uno de los 
codones a lo largo de la secuencia del gen (medido en codones): 

 
 5 
Para cada uno de los aminoácidos, el peso de cada uno de sus codones, en el CAI, se computa como la relación entre la 
frecuencia observada del codón (fi) y la frecuencia del codón sinónimo (fj) para ese aminoácido:  
Fórmula 2: 

 

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "optimizado" con respecto a las secuencias de nucleótidos, se refiere a 10 
una secuencia de polinucleótidos que codifica un polipéptido, en donde la secuencia de polinucleótidos ha sido mutada 
para potenciar una propiedad de esa secuencia de polinucleótidos. En algunas realizaciones, la optimización se realiza 
para aumentar los niveles de transcripción, aumentar los niveles de traducción, aumentar los niveles de ARNm en estado 
estacionario, aumentar o disminuir la unión de proteínas reguladoras tales como factores de transcripción generales, 
aumentar o disminuir el corte y empalme o aumentar el rendimiento del polipéptido producido por la secuencia de 15 
polinucleótidos. Ejemplos de cambios que se pueden realizar en una secuencia de polinucleótidos para optimizarla incluyen 
la optimización por codones, la optimización del contenido de G/C, la eliminación de secuencias repetidas, la eliminación 
de elementos ricos en AT, la eliminación de sitios de corte y empalme crípticos, la eliminación de elementos que actúan 
en cis que reprimen la transcripción o traducción, añadiendo o eliminando secuencias poli-T o poli-A, añadiendo secuencias 
alrededor del sitio de inicio de la transcripción que potencian la transcripción, tales como las secuencias de consenso de 20 
Kozak, la eliminación de secuencias que podrían formar estructuras de bucle del tallo, la eliminación de secuencias 
desestabilizadoras y dos o más combinaciones de los mismos. 

Secuencia de Polinucleótidos que Codifica la Proteína FVIII 

La presente invención describe un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos comprende al menos un 95 % de identidad de 25 
secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 tal como se define en las reivindicaciones 
independientes, y determinadas características opcionales de las mismas se definen en las reivindicaciones dependientes. 

En algunas realizaciones, la presente divulgación está dirigida a moléculas de ácido nucleico optimizadas por codones que 
codifican un polipéptido con actividad de FVIII. En algunas realizaciones, el polinucleótido codifica un polipéptido de FVIII 
de longitud completa. En otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido de FVIII con dominio B 30 
eliminado (BDD), en donde se elimina todo o una parte del dominio B de FVIII. En una realización particular, la molécula 
de ácido nucleico codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoácidos que tiene al menos 
aproximadamente el 80 %, al menos aproximadamente el 85 %, al menos aproximadamente el 86 %, al menos 
aproximadamente el 87 %, al menos aproximadamente el 88 %, al menos aproximadamente el 89 %, al menos 
aproximadamente el 90 %, al menos aproximadamente el 95 %, al menos aproximadamente el 96 %, al menos 35 
aproximadamente el 97 %, al menos aproximadamente el 98 % o al menos aproximadamente el 99 % de identidad de 
secuencia con SEQ ID NO: 17 (FIG. 1J) o un fragmento de la misma. En una realización, la molécula de ácido nucleico 
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoácidos de SEQ ID NO: 17 o un fragmento de la misma. 

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico de la divulgación codifica un polipéptido de FVIII que comprende 
un péptido señal o un fragmento del mismo. En otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico codifica un polipéptido 40 
de FVIII que carece de un péptido señal. En algunas realizaciones, el péptido señal comprende los aminoácidos 1-19 de 
SEQ ID NO: 17. 

En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos un 95 
%, al menos un 96 %, al menos un 97 %, al menos un 98 % o al menos un 99 % de identidad de secuencia con los 
nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, los nucleótidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los 45 
nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B). En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos 
comprende los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, los nucleótidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 
sin los nucleótidos que codifican el dominio B o el fragmento de dominio B) o los nucleótidos 58 a 4374 de SEQ ID NO: 71. 
En aún otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos comprende los nucleótidos 1-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 
71 (es decir, los nucleótidos 1-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de 50 
dominio B) o los nucleótidos 1 a 4374 de SEQ ID NO: 71. 
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En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos comprende una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido 
señal. En determinadas realizaciones, el péptido señal es un péptido señal FVIII. En algunas realizaciones, la secuencia 
de ácido nucleico que codifica un péptido señal está optimizada por codones. En una realización particular, la secuencia 
de ácido nucleico que codifica un péptido señal tiene al menos 60 %, al menos 70 %, al menos 80 %, al menos 90 %, al 
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia 5 
con (i) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 1; (ii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 2; (iii) los nucleótidos 1 a 57 de 
SEQ ID NO: 3; (iv) nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 4; (v) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 5; (vi) los nucleótidos 1 
a 57 de SEQ ID NO: 6; (vii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 70; (viii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 71; o (ix) 
los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 68. 

Las SEQ ID NOs: 1-6, 70 y 71 son versiones optimizadas de SEQ ID NO: 16, la secuencia de nucleótidos de FVIII inicial o 10 
"parental" o "de tipo salvaje". La SEQ ID NO: 16 codifica un FVIII humano con el dominio B eliminado. Si bien las SEQ ID 
NOs: 1-6, 70 y 71 se derivan de una forma específica de FVIII con el dominio B eliminado (SEQ ID NO: 16), debe 
entenderse que la presente divulgación también está dirigida a versiones optimizadas de ácidos nucleico que codifican 
otras versiones de FVIII. Por ejemplo, otras versiones de FVIII pueden incluir FVIII de longitud completa, otras deleciones 
del dominio B de FVIII (descritas más adelante) u otros fragmentos de FVIII que conservan la actividad de FVIII. 15 

"Un polipéptido con actividad de FVIII", tal como se utiliza en esta memoria, significa un polipéptido de FVIII funcional en 
su papel normal en la coagulación, a menos que se especifique lo contrario. La expresión polipéptido con actividad de FVIII 
incluye un fragmento, variante, análogo o derivado funcional del mismo que conserva la función del Factor VIII de tipo 
salvaje de longitud completa en la vía de la coagulación. "Un polipéptido con actividad de FVIII" se utiliza indistintamente 
con proteína FVIII, polipéptido FVIII o FVIII. Ejemplos de funciones del FVIII incluyen, pero no se limitan a la capacidad de 20 
activar la coagulación, la capacidad de actuar como cofactor del factor IX o la capacidad de formar un complejo de tenasa 
con el factor IX en presencia de Ca 2+ y fosfolípidos, que luego convierte el Factor X en la forma activada Xa. En una 
realización, un polipéptido que tiene actividad de FVIII comprende dos cadenas polipeptídicas, teniendo la primera cadena 
la cadena pesada de FVIII y teniendo la segunda cadena la cadena ligera de FVIII. En otra realización, el polipéptido que 
tiene actividad de FVIII es FVIII de cadena sencilla. El FVIII de cadena sencilla puede contener una o más mutaciones o 25 
sustituciones en el residuo de aminoácido 1645 y/o 1648 correspondiente a la secuencia de FVIII maduro. Véase la solicitud 
internacional Nº PCT/US2012/045784. La proteína FVIII puede ser la proteína FVIII humana, porcina, canina, de rata o 
murina. Además, las comparaciones entre el FVIII de seres humanos y otras especies han identificado residuos 
conservados que probablemente sean necesarios para la función (Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 (1998); 
documento US 6.251.632). 30 

El "dominio B" de FVIII, tal como se utiliza en esta memoria, es el mismo que el dominio B conocido en la técnica que se 
define por la identidad de la secuencia de aminoácidos interna y los sitios de escisión proteolítica por la trombina, p. ej., los 
residuos Ser741-Arg1648 de FVIII humano de longitud completa. Los otros dominios del FVIII humano están definidos por 
los siguientes residuos de aminoácidos: A1, residuos Ala1-Arg372; A2, residuos Ser373-Arg740; A3, residuos Ser1690-
Ile2032; C1, residuos Arg2033-Asn2172; C2, residuos Ser2173-Tyr2332. La secuencia A3-C1-C2 incluye los residuos 35 
Ser1690-Tyr2332. A la secuencia restante, los residuos Glu1649-Arg1689, se la alude habitualmente como péptido de 
activación de cadena ligera de FVIII. Las ubicaciones de los límites para todos los dominios, incluyendo los dominios B, 
para el FVIII porcino, de ratón y canino también se conocen en la técnica. Un ejemplo de BDD FVIII es BDD FVIII 
recombinante REFACTO® (Wyeth Pharmaceuticals, Inc.). 

Un "FVIII suprimido en el dominio B " puede tener las deleciones completas o parciales descritas en las Patentes de EE.UU. 40 
Nºs 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 con el dominio 
B eliminado de la presente divulgación comprende cualquiera de las deleciones descritas en la col. 4, línea 4 a la col. 5, 
línea 28 y los ejemplos 1-5 de la Patente de EE.UU. Nº 6.316.226 (también en el documento de EE.UU. 6.346.513). En 
algunas realizaciones, un FVIII con el dominio B eliminado de la presente divulgación tiene una deleción descrita en la col. 45 
2, líneas 26-51 y los ejemplos 5-8 de la Patente de EE.UU. Nº 5.789.203 (también documentos US 6.060.447, US 
5.595.886 y US 6.228.620). En algunas realizaciones, un FVIII con el dominio B eliminado tiene una deleción descrita en 
la col. 1, línea 25 a la col. 2, línea 40 de la Patente de EE.UU. Nº 5.972.885; col. 6, líneas 1-22 y el ejemplo 1 de la Patente 
de EE.UU. 6.048.720; col. 2, líneas 17-46 de la Patente de EE.UU. Nº 5.543.502; col. 4, línea 22 a la col. 5, línea 36 de la 
Patente de EE.UU. Nº 5.171.844; col. 2, líneas 55-68, figura 2 y el ejemplo 1 de la Patente de EE.UU. Nº 5.112.950; col. 2, 50 
línea 2 a la col. 19, línea 21 y tabla 2 de la Patente de EE.UU. Nº 4.868.112; col. 2, línea 1 a la col. 3, línea 19, col. 3, línea 
40 a la col. 4, línea 67, col. 7, línea 43 a la col. 8, línea 26 y col. 11, línea 5 a la col. 13, línea 39 de la Patente de EE.UU. 
Nº 7.041.635; o col. 4, líneas 25-53, de la Patente de EE.UU. Nº 6.458.563 . En algunas realizaciones, un FVIII con el 
dominio B eliminado tiene una deleción de la mayor parte del dominio B, pero aún contiene secuencias amino-terminales 
del dominio B que son esenciales para el procesamiento proteolítico in vivo del producto de traducción primario en dos 55 
cadenas polipeptídicas, como se describe en el documento WO 91/09122. En algunas realizaciones, un FVIII con dominio 
B eliminado se construye con una deleción de los aminoácidos 747-1638, es decir, virtualmente una deleción completa del 
dominio B. Hoeben R.C., et al. J. Biol. Chem.  265 (13): 7318-7323 (1990). Un FVIII con dominio B eliminado también 
puede contener una deleción de los aminoácidos 771-1666 o los aminoácidos 868-1562 de FVIII. Meulien P., et al. Protein 
Eng. 2(4): 301-6 (1988). Deleciones del dominio B adicionales que forman parte de la divulgación incluyen, p. ej., deleción 60 
de los aminoácidos 982 a 1562 o 760 a 1639 (Toole et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1986) 83, 5939-5942)), 797 a 1562 
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(Eaton, et al. Biochemistry (1986) 25:8343-8347)), 741 a 1646 (Kaufman (solicitud PCT publicada Nº WO 87/04187)), 747-
1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-564)), 741 a 1648 (Pasek (solicitud PCT Nº 88/00831)), 816 a 1598 o 741 a 1689 
(Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) Nº 82:16-25, documento EP 295597). Cada una de los las deleciones anteriores se 
pueden realizar en cualquier secuencia de FVIII. 

Un cierto número de moléculas FVIII funcionales, incluyendo deleciones del dominio B, se describen en las siguientes 5 
patentes US 6.316.226 y US 6.346.513, ambas asignadas a Baxter; US 7.041.635 asignada a In2Gen; US 5.789.203, US 
6.060.447, US 5.595.886 y US 6.228.620 asignadas a Chiron; US 5.972.885 y US 6.048.720 asignadas a Biovitrum, US 
5.543.502 y US 5.610.278 asignadas a Novo Nordisk; US 5.171.844 asignada a Immuno Ag; US 5.112.950 asignada a 
Transgene S.A.; US 4.868.112 asignada a Genetics Institute. 

Optimización por codones 10 

En una realización, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de ácido nucleico ha 
sido optimizada por codones. En otra realización, la secuencia de ácido nucleico de partida que codifica un polipéptido con 
actividad FVIII y que está sujeta a optimización por codones es SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, la secuencia 
que codifica un polipéptido con actividad FVIII está optimizada por codones para la expresión humana. En otras 15 
realizaciones, la secuencia que codifica un polipéptido con actividad de FVIII está optimizada por codones para la expresión 
murina. SEQ ID NOs: 1-6, 70 y 71 son versiones optimizadas por codones de SEQ ID NO: 16, optimizadas para la 
expresión humana. 

La expresión "optimizado por codones" cuando se refiere a genes o regiones codificantes de moléculas de ácido nucleico 
para la transformación de diversos huéspedes, se refiere a la alteración de codones en el gen o las regiones codificantes 20 
de las moléculas de ácido nucleico para reflejar el uso del codón típico del organismo huésped sin alterar el polipéptido 
codificado por el ADN. Una optimización de este tipo incluye reemplazar al menos uno, o más de uno, o un número 
significativo de codones con uno o más codones que se utilizan con mayor frecuencia en los genes de ese organismo. 

Desviaciones en la secuencia de nucleótidos que comprende los codones que codifican los aminoácidos de cualquier 
cadena polipeptídica permiten variaciones en la secuencia que codifica el gen. Dado que cada uno de los codones consiste 25 
en tres nucleótidos, y los nucleótidos que comprenden el ADN están restringidos a cuatro bases específicas, existen 64 
combinaciones posibles de nucleótidos, 61 de las cuales codifican aminoácidos (los tres codones restantes codifican 
señales que terminan la traducción). El "código genético" que muestra qué codones codifican qué aminoácidos se 
reproduce en esta memoria como la Tabla 1. Como resultado, muchos aminoácidos están designados por más de un 
codón. Por ejemplo, los aminoácidos alanina y prolina están codificados por cuatro tripletes, la serina y la arginina por seis, 30 
mientras que el triptófano y la metionina están codificados por un solo triplete. Esta degeneración permite que la 
composición de las bases del ADN varíe en un amplio intervalo sin alterar la secuencia de aminoácidos de las proteínas 
codificadas por el ADN. 

 
Tabla 1: El Código Genético Estándar 35 

  
T C A G 

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

TTA Leu (L) TCA" TAA Parada  TGA Parada 
TTG" TCG" TAG Parada TGG Trp (W) 

C CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R) 
CTC " CCC " CAC" CGC" 
CTA" CAA " CAA Gln (Q) CGA" 
CTG" CCG" CAG" CGG" 

A ATT Ile (I) ATC " ACT Thr (T) Asn AAT (N) AGT Ser (S) 
ATA" ACC" AAC" AGC" 

ATG Met (M) ACA" AAA Lys (K) AGA Arg (R) 
ACG " AAG " AGG" 

G GTT Val (V) GCT Ala (A) GAT Asp (D) GGT Gly (G) 
GTC " GCC " GAC " GGC " 
GTA" GCA " GAA Glu (E) GGA" 
GTG" GCG " GAG " GGG" 

 
Muchos organismos muestran un sesgo por el uso de codones particulares para codificar la inserción de un aminoácido 
particular en una cadena peptídica en crecimiento. La preferencia de codones, o sesgo de codones, las diferencias en el 
uso de codones entre organismos, se debe a la degeneración del código genético y está bien documentada entre muchos 40 
organismos. El sesgo de codones a menudo se correlaciona con la eficiencia de la traducción del ARN mensajero (ARNm), 
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que a su vez se cree que depende, entre otras cosas, de las propiedades de los codones que se traducen y de la 
disponibilidad de moléculas de ARN de transferencia (ARNt) particulares. El predominio de ARNts seleccionados en una 
célula es generalmente un reflejo de los codones que se usan con mayor frecuencia en la síntesis de péptidos. Por 
consiguiente, los genes se pueden adaptar para una expresión génica óptima en un organismo dado en función de la 
optimización por codones. 5 

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

La asignación aleatoria de codones a una frecuencia optimizada para codificar una secuencia polipeptídica dada puede 10 
realizarse manualmente calculando las frecuencias de los codones para cada uno de los aminoácidos y luego asignando 
aleatoriamente los codones a la secuencia polipeptídica. Adicionalmente, se pueden utilizar diversos algoritmos y 
programas de software informáticos para calcular una secuencia óptima. 

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico comprende una o más propiedades: (a) la molécula de ácido 
nucleico o una porción de la misma tiene un índice de adaptación de codones humanos aumentado en relación con SEQ 15 
ID NO: 16; (b) la secuencia de nucleótidos o una parte de la misma tiene una frecuencia incrementada de codones óptimos 
en relación con la SEQ ID NO: 16; (c) la secuencia de nucleótidos o una porción de la misma contiene un mayor porcentaje 
de nucleótidos G/C en comparación con el porcentaje de nucleótidos G/C en SEQ ID NO: 16; (d) la secuencia de 
nucleótidos o una porción de la misma tiene un uso de codones sinónimo relativo incrementado en relación con SEQ ID 
NO: 16; (e) la secuencia de nucleótidos o una porción de la misma es un número efectivo reducido de codones relativos a 20 
SEQ ID NO: 16; (f) la secuencia de nucleótidos contiene menos secuencias MARS/ARS (SEQ ID NOs: 21 y 22) en relación 
con la SEQ ID NO: 16; (g) la secuencia de nucleótidos contiene menos elementos desestabilizadores (SEQ ID NOs: 23 y 
24) en relación con SEQ ID NO: 16; (i) la secuencia de nucleótidos no contiene una secuencia poli-T, (j) la secuencia de 
nucleótidos no contiene una secuencia poli-A; o (k) cualquier combinación de las mismas. En algunas realizaciones, las 
moléculas de ácido nucleico contienen al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al 25 
menos siete, al menos ocho, al menos nueve o diez características de (a) a (j). 

Índice de Adaptación de Codones 

En una realización, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde el índice 
de adaptación de codones humanos aumenta en relación con SEQ ID NO: 16. Por ejemplo, la secuencia de nucleótidos 30 
puede tener un índice de adaptación de codones humanos que es al menos aproximadamente de 0,75 (75 %), al menos 
aproximadamente de 0,76 (76 %), al menos aproximadamente de 0,77 (77 %), al menos aproximadamente de 0,78 (78 
%), al menos aproximadamente 0,79 (79 %), al menos aproximadamente 0,80 (80 %), al menos aproximadamente 0,81 
(81 %), al menos aproximadamente 0,82 (82 %), al menos aproximadamente 0,83 (83 %), al menos aproximadamente 
0,84 (84 %), al menos aproximadamente 0,85 (85 %), al menos aproximadamente 0,86 (86 %), al menos aproximadamente 35 
0,87 (87 %), al menos aproximadamente 0,88 (88 %), al menos aproximadamente 0,89 (89 %), al menos aproximadamente 
0,90 (90 %), al menos aproximadamente 0,91 (91 %), al menos aproximadamente 0,92 (92 %), al menos aproximadamente 
0,93 (93 %), al menos aproximadamente 0,94 (94 %), al menos aproximadamente 0,95 (95 %), al menos aproximadamente 
0,96 (96 %), al menos aproximadamente 0,97 (97 %), al menos aproximadamente 0,98 (98 %) o al menos 
aproximadamente 0,99 (99 %). En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos tiene un índice de adaptación de 40 
codones humanos que es al menos aproximadamente 0,88 (88 %). En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos 
tiene un índice de adaptación de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,91 (91 %). En otras realizaciones, 
la secuencia de nucleótidos tiene un índice de adaptación de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,91 
(97 %). 

En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 45 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde el índice 
de adaptación de codones humanos de la secuencia de nucleótidos aumenta con respecto a SEQ ID NO: 16. En algunas 50 
realizaciones, la secuencia de nucleótidos tiene un índice de adaptación de codones humanos que es al menos 
aproximadamente 0,75 (75 %), al menos aproximadamente 0,76 (76 %), al menos aproximadamente 0,77 (77 %), al menos 
aproximadamente 0,78 (78 %), al menos aproximadamente 0,79 (79 %), al menos aproximadamente 0,80 (80 %), al menos 
aproximadamente 0,81 (81 %), en al menos aproximadamente 0,82 (82 %), al menos aproximadamente 0,83 (83 %), al 
menos aproximadamente 0,84 (84 %), al menos aproximadamente 0,85 (85 %), al menos aproximadamente 0,86 (86 %), 55 
al menos aproximadamente 0,87 (87 %) o al menos aproximadamente 0,88 (88 %). En una realización particular, la 
secuencia de nucleótidos tiene un índice de adaptación de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,75 (75 
%). En otra realización, la secuencia de nucleótidos tiene un índice de adaptación de codones humanos que es al menos 
aproximadamente 0,83 (83 %). En otra realización, la secuencia de nucleótidos tiene un índice de adaptación de codones 
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humanos que es al menos aproximadamente 0,88 (88 %). En otra realización, la secuencia de nucleótidos tiene un índice 
de adaptación de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,91 (91 %). En otra realización, la secuencia de 
nucleótidos tiene un índice de adaptación de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,97 (97 %). 

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico aislada de la presente divulgación tiene una frecuencia 
incrementada de codones óptimos (FOP, por sus siglas en inglés) en relación con SEQ ID NO: 16. En determinadas 5 
realizaciones, la FOP de la molécula de ácido nucleico aislada es al menos aproximadamente 40, al menos 
aproximadamente 45, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 55, al menos aproximadamente 60, al 
menos aproximadamente 64, al menos aproximadamente 65, al menos aproximadamente 70, al menos aproximadamente 
75, al menos aproximadamente 79, al menos aproximadamente 80, al menos alrededor de 85 o al menos 
aproximadamente 90. 10 

En otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico aislada de la presente divulgación tiene un uso relativo de codones 
sinónimos (RCSU, por sus siglas en inglés) incrementado en relación con SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el 
RCSU de la molécula de ácido nucleico aislada es mayor que 1,5. En otras realizaciones, el RCSU de la molécula de ácido 
nucleico aislada es superior a 2,0. En determinadas realizaciones, el RCSU de la molécula de ácido nucleico aislada es al 
menos aproximadamente 1,5, al menos aproximadamente 1,6, al menos aproximadamente 1,7, al menos 15 
aproximadamente 1,8, al menos aproximadamente 1,9, al menos aproximadamente 2,0, al menos aproximadamente 2,1, 
al menos aproximadamente 2,2, al menos aproximadamente 2,3, al menos aproximadamente 2,4, al menos 
aproximadamente 2,5, al menos aproximadamente 2,6 o al menos aproximadamente 2,7. 

Aún en otras realizaciones, la molécula de ácido nucleico aislada de la presente divulgación tiene un número efectivo 
reducido de codones con respecto a SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico aislada tiene 20 
un número efectivo de codones de menos de aproximadamente 50, menos de aproximadamente 45, menos de 
aproximadamente 40, menos de aproximadamente 35, menos de aproximadamente 30 o menos de aproximadamente 25. 
En una realización particular, la molécula de ácido nucleico aislada tiene un número efectivo de codones de 
aproximadamente 40, aproximadamente 35, aproximadamente 30, aproximadamente 25 o aproximadamente 20. 

Optimización del Contenido de G/C 25 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la 
secuencia de nucleótidos contiene un porcentaje mayor de nucleótidos G/C en comparación con el porcentaje de 
nucleótidos G/C en SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con 
actividad FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 46 %, al 30 
menos aproximadamente 47 %, al menos aproximadamente 48 %, al menos aproximadamente 49 %, al menos 
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 51 %, al menos aproximadamente 52 %, al menos aproximadamente 
53 %, al menos aproximadamente 54 %, al menos aproximadamente 55 %, al menos aproximadamente 56%, al menos 
aproximadamente 57%, al menos aproximadamente 58%, al menos aproximadamente 59% o al menos aproximadamente 
60%. 35 

En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la 40 
secuencia de nucleótidos contiene un mayor porcentaje de nucleótidos G/C en comparación con el porcentaje de 
nucleótidos G/C en SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con 
actividad FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 45 %. En una realización particular, la 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad FVIII tiene un contenido de G/C de al menos 
aproximadamente 52 %. En otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII 45 
tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 55 %. En otra realización, la secuencia de nucleótidos que 
codifica un polipéptido con actividad de FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 57 %. En otra 
realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII tiene un contenido de G/C de al 
menos aproximadamente 58 %. En aún otra realización, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con 
actividad de FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 60 %. 50 

El "contenido de G/C" (o contenido de guanina-citosina) o "porcentaje de nucleótidos de G/C" se refiere al porcentaje de 
bases nitrogenadas en una molécula de ADN que son guanina o citosina. El contenido de G/C se puede calcular utilizando 
la siguiente fórmula: 
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Los genes humanos son muy heterogéneos en su contenido de G/C, teniendo algunos genes un contenido de G/C tan 
bajo como el 20 % y teniendo otros genes un contenido de G/C tan alto como el 95 %. En general, los genes ricos en G/C 
se expresan más. De hecho, se ha demostrado que aumentar el contenido de G/C de un gen puede conducir a una 
expresión incrementada del gen, debido principalmente a un aumento en la transcripción y a niveles más altos de ARNm 
en estado estacionario. Véase Kudla et al., PLoS Biol., 4(6): e180 (2006). 5 

Secuencias Similares a Regiones de Unión a Matriz 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la 
secuencia de nucleótidos contiene menos secuencias MARS/ARS en relación con SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, 
la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 6, a lo sumo 5, a lo sumo 4, 10 
a lo sumo 3 o a lo sumo 2 secuencias MARS/ARS. En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 1 secuencia MARS/ARS. En aún otras realizaciones, la secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII no contiene una secuencia MARS/ARS. 

En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 15 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la 
secuencia de nucleótidos contiene menos secuencias MARS/ARS en relación con SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, 
la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 6, a lo sumo 5, a lo sumo 4, 20 
a lo sumo 3 o a lo sumo 2 secuencias MARS/ARS. En otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 1 secuencia MARS/ARS. En aún otras realizaciones, la secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII no contiene una secuencia MARS/ARS. 

Se han identificado elementos ricos en AT en la secuencia de nucleótidos del FVIII humano que comparten similitud de 
secuencia con las secuencias de replicación autónoma (ARS, por sus siglas en inglés) y las regiones de unión a la matriz 25 
nuclear (MARs, por sus siglas en inglés) de Saccharomyces cerevisiae. (Falux et al., Mol. Cell. Biol. 16:4264-4272 (1996). 
Se ha demostrado que uno de estos elementos se une a factores nucleares in vitro y reprime la expresión de un gen 
indicador de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). Id. Se ha planteado la hipótesis de que estas secuencias pueden 
contribuir a la represión transcripcional del gen FVIII humano. Por lo tanto, en una realización, todas las secuencias 
MAR/ARS están abolidas en el gen FVIII de la presente divulgación. Hay cuatro secuencias MAR/ARS ATATTT (SEQ ID 30 
NO: 21) y tres secuencias MAR/ARS AAATAT (SEQ ID NO: 22) en la secuencia parental de FVIII (SEQ ID NO: 16).Todos 
estos sitios fueron mutados para destruir las secuencias MAR/ARS en las secuencias optimizada de FVIII (SEQ ID NOs: 
1-6) La ubicación de cada uno de estos elementos y la secuencia de los nucleótidos correspondientes en las secuencias 
optimizadas se muestran en la Tabla 2, que figura a continuación. 

 35 
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Secuencias Desestabilizadoras 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la 
secuencia de nucleótidos contiene menos elementos desestabilizadores en relación con SEQ ID NO: 16. En otras 5 
realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 9, a lo 
sumo 8, a lo sumo 7, a lo sumo 6 o a lo sumo 5 elementos desestabilizadores. En otras realizaciones, la secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, a lo sumo 2 o a lo sumo 
1 elemento desestabilizador. En aún otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con 
actividad de FVIII no contiene un elemento desestabilizador. 10 

En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con (i) los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, los 
nucleótidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en 15 
donde la secuencia de nucleótidos contiene menos elementos desestabilizadores en relación con SEQ ID NO: 16. En otras 
realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 9, a lo 
sumo 8, a lo sumo 7, a lo sumo 6 o a lo sumo 5 elementos desestabilizadores. En otras realizaciones, la secuencia de 
nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, a lo sumo 2 o a lo sumo 
1 elemento desestabilizador. En aún otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con 20 
actividad de FVIII no contiene un elemento desestabilizador. 

Existen diez elementos desestabilizadores en la secuencia parental de FVIII (SEQ ID NO: 16): seis secuencias ATTTA 
(SEQ ID NO: 23) y cuatro secuencias TAAAT (SEQ ID NO: 24). En una realización, las secuencias de estos sitios se 
mutaron para destruir los elementos desestabilizadores en FVIII optimizado SEQ ID NO: 71. La ubicación de cada uno de 
estos elementos y la secuencia de los nucleótidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran en la 25 
Tabla 2. 

Sitios de Unión de Promotores Potenciales 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la 
secuencia de nucleótidos contiene menos sitios potenciales de unión al promotor en relación con SEQ ID NO: 16. En otras 30 
realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 9, a lo 
sumo 8, a lo sumo 7, a lo sumo 6 o a lo sumo 5 sitios potenciales de unión al promotor. En otras realizaciones, la secuencia 
de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, a lo sumo 2 o a lo sumo 
1 sitio de unión al promotor potencial. En aún otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido 
con actividad de FVIII no contiene un sitio potencial de unión al promotor. 35 

En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la 40 
secuencia de nucleótidos contiene menos sitios de unión a promotores potenciales en relación con SEQ ID NO: 16. En 
otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 9, a 
lo sumo 8, a lo sumo 7, a lo sumo  6 o a lo sumo 5 sitios potenciales de unión al promotor. En otras realizaciones, la 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, a lo sumo 2 
o a lo sumo 1 sitio de unión al promotor potencial. En aún otras realizaciones, la secuencia de nucleótidos que codifica un 45 
polipéptido con actividad de FVIII no contiene un sitio potencial de unión al promotor. 

Cajas TATA son secuencias reguladoras que se encuentran a menudo en las regiones del promotor de eucariotas. Sirven 
como el sitio de unión de la proteína de unión TATA (TBP, por sus siglas en inglés), un factor de transcripción general. Las 
cajas TATA comprenden habitualmente la secuencia TATAA (SEQ ID NO: 28) o una variante cercana. Sin embargo, las 
cajas TATA dentro de una secuencia codificante pueden inhibir la traducción de la proteína de longitud completa. Existen 50 
diez secuencias de unión a promotores potenciales en la secuencia de BDD FVIII de tipo salvaje (SEQ ID NO: 16): cinco 
secuencias TATAA (SEQ ID NO: 28) y cinco secuencias TTATA (SEQ ID NO: 29). En algunas realizaciones, al menos 1, 
al menos 2, al menos 3 o al menos 4 de los sitios de unión al promotor están abolidos en los genes FVIII de la presente 
divulgación. En algunas realizaciones, al menos 5 de los sitios de unión al promotor están abolidos en los genes FVIII de 
la presente divulgación. En otras realizaciones, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 de los sitios de unión al promotor 55 
están abolidos en los genes FVIII de la presente divulgación. En una realización, al menos 9 de los sitios de unión al 
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promotor están abolidos en los genes FVIII de la presente divulgación. En una realización particular, todos los sitios de 
unión al promotor están abolidos en los genes FVIII de la presente divulgación. La ubicación de cada uno de los sitios de 
unión potencial al promotor y la secuencia de los nucleótidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran 
en la Tabla 2. 

Otros Elementos Reguladores Negativos que Actúan en Cis 5 

Además de las secuencias MAR/ARS, elementos desestabilizadores y sitios de promotor potenciales arriba descritos, 
pueden identificarse varias secuencias potencialmente inhibidoras adicionales en la secuencia de BDD FVIII de tipo salvaje 
(SEQ ID NO: 16). Se pueden identificar dos elementos de secuencia ricos en AU (AREs, por sus siglas en inglés) 
(ATTTTATT (SEQ ID NO: 30); y ATTTTTAA (SEQ ID NO: 31), junto con un sitio poli-A (AAAAAAA; SEQ ID NO: 26), un 
sitio poli-T (TTTTTT; SEQ ID NO: 25) y un sitio de corte y empalme (GGTGAT; SEQ ID NO: 27) en la secuencia de BDD 10 
FVIII no optimizada. Uno o más de estos elementos se puede eliminar de las secuencias de FVIII optimizadas. La ubicación 
de cada uno de estos sitios y la secuencia de los nucleótidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran 
en la Tabla 2. 

En otras realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 15 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la 
secuencia de nucleótidos no contiene uno o más elementos reguladores negativos que actúan en cis, por ejemplo, un sitio 
de corte y empalme, una secuencia poli-T, una secuencia poli-A, una secuencia ARE o cualquier combinación de los 20 
mismos. 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una 
secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos 
comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 % o 
al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 25 
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la 
secuencia de nucleótidos no contiene el sitio de corte y empalme GGTGAT (SEQ ID NO: 27). En algunas realizaciones, la 
presente divulgación proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleótidos 
que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos comprende una secuencia de 
ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos al menos 98 % o al menos 99 % de 30 
identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 58-4374 de 
SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la secuencia de 
nucleótidos no contiene una secuencia poli-T (SEQ ID NO: 25). En algunas realizaciones, la presente divulgación 
proporciona una molécula de ácido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un 
polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos comprende una secuencia de ácido nucleico que 35 
tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia 
con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los 
nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la secuencia de nucleótidos no contiene una 
secuencia poli-A (SEQ ID NO: 26). En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona una molécula de ácido 
nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde 40 
la secuencia de nucleótidos comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al 
menos 97 %, al menos 98 % o al menos 9 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ 
ID NO: 71 (es decir, nucleótidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleótidos que codifican el dominio B o fragmento de 
dominio B); y en donde la secuencia de nucleótidos no contiene un elemento ARE (SEQ ID NO: 30 o SEQ ID NO: 31). 

En otras realizaciones, una secuencia de FVIII optimizada de la divulgación no comprende uno o más motivos antivirales, 45 
estructuras de tallo-bucle y secuencias repetitivas. 

En aún otras realizaciones, los nucleótidos que rodean el sitio de inicio de la transcripción se cambian a una secuencia de 
consenso kozak (GCCGCCACC ATGC (SEQ ID NO: 32), en donde los nucleótidos subrayados son el codón de inicio). En 
otras realizaciones, los sitios de restricción pueden añadirse o eliminarse para facilitar el proceso de clonación. 

Secuencias de Nucleótidos Heterólogos 50 

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico aisladas de la divulgación comprenden, además, una secuencia 
de nucleótidos heteróloga. En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico aisladas de la divulgación 
comprenden, además, al menos una secuencia de nucleótidos heteróloga. La secuencia de nucleótidos heteróloga se 
puede enlazar con las secuencias de nucleótidos de BDD-FVIII optimizadas de la divulgación en el extremo 5', en el 
extremo 3' o insertarse en el medio de la secuencia de nucleótidos de BDD-FVIII optimizada. Por lo tanto, en algunas 55 
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realizaciones, la secuencia de aminoácidos heteróloga codificada por la secuencia de nucleótidos heteróloga está enlazada 
al extremo N o al extremo C de la secuencia de aminoácidos de FVIII codificada por la secuencia de nucleótidos o está 
insertada entre dos aminoácidos en la secuencia de aminoácidos de FVIII. En algunas realizaciones, la secuencia de 
aminoácidos heteróloga se puede insertar entre dos aminoácidos en uno o más sitios de inserción seleccionados de la 
Tabla 3. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos heteróloga se puede insertar dentro del polipéptido FVIII 5 
codificado por la molécula de ácido nucleico de la divulgación en cualquier sitio descrito en la Publicación Internacional Nº 
WO 2013/123457 A1, WO 2015/106052 A1 o la Publicación de EE.UU. Nº 2015/0158929 A1. 

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos heteróloga codificada por la secuencia de nucleótidos heteróloga 
se inserta dentro del dominio B o un fragmento del mismo. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoácidos 
heteróloga se inserta dentro del FVIII inmediatamente aguas abajo de un aminoácido correspondiente al aminoácido 745 10 
del FVIII humano maduro (SEQ ID NO: 15). En una realización particular, el FVIII comprende una deleción de los 
aminoácidos 746-1646, correspondientes al FVIII humano maduro (SEQ ID NO : 15), y la secuencia de aminoácidos 
heteróloga codificada por la secuencia de nucleótidos heteróloga se inserta inmediatamente aguas abajo del aminoácido 
745, correspondiente al FVIII humano maduro (SEQ ID NO:15). 

TABLA 3: Sitios de Inserción de Restos Heterólogos 15 

Sitio de 
inserción 

Dominio   Sitio de 
inserción 

Dominio   Sitio de 
inserción 

Dominio 

3 A1   375 A2   1749 A3 

18 A1 378 A2 1796 A3 

22 A1 399 A2 1802 A3 

26 A1 403 A2 1827 A3 

40 A1 409 A2 1861 A3 

60 A1 416 A2 1896 A3 

65 A1 442 A2 1900 A3 

81 A1 487 A2 1904 A3 

116 A1 490 A2 1905 A3 

119 A1 494 A2 1910 A3 

130 A1 500 A2 1937 A3 

188 A1 518 A2 2019 A3 

211 A1 599 A2 2068 C1 

216 A1 603 A2 2111 C1 

220 A1 713 A2 2120 C1 

224 A1 745 B 2171 C2 

230 A1 1656 región a3 2188 C2 

333 A1 1711 A3 2227 C2 

336 A1 1720 A3 2332 CT 

339 A1 1725 A3     

Nota: Los sitios de inserción indican la posición de aminoácido correspondiente a una posición de 
aminoácido de FVIII humano maduro (SEQ ID NO: 15). 

 
En otras realizaciones, las moléculas de ácido nucleico aisladas de la divulgación comprenden, además, dos, tres, cuatro, 
cinco, seis, siete u ocho secuencias de nucleótidos heterólogas. En algunas realizaciones, todas las secuencias de 
nucleótidos heterólogas son idénticas. En algunas realizaciones, al menos una secuencia de nucleótidos heteróloga es 
diferente de las otras secuencias de nucleótidos heterólogas. En algunas realizaciones, la divulgación puede comprender 20 
dos, tres, cuatro, cinco, seis o más de siete secuencias de nucleótidos heterólogas en tándem. 

En algunas realizaciones, la secuencia de nucleótidos heteróloga codifica una secuencia de aminoácidos. En algunas 
realizaciones, la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos heteróloga es un resto heterólogo 
que puede aumentar la semivida (un "extensor de la semivida") de una molécula de FVIII. 
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En algunas realizaciones, el resto heterólogo es un péptido o un polipéptido con características estructuradas o no 
estructuradas que están asociadas con la prolongación de la semivida in vivo cuando se incorporan en una proteína de la 
divulgación. Ejemplos no limitantes incluyen albúmina, fragmentos de albúmina, fragmentos Fc de inmunoglobulinas, el 
péptido C-terminal (CTP, por sus siglas en inglés) de la subunidad β de la gonadotropina coriónica humana, una secuencia 
HAP, una secuencia XTEN, una transferrina o un fragmento de la misma, un polipéptido PAS, enlazadores de poliglicina, 5 
enlazadores de poliserina, restos de unión a albúmina o cualesquiera fragmentos, derivados, variantes o combinaciones 
de estos polipéptidos. En una realización particular, la secuencia de aminoácidos heteróloga es una región constante de 
inmunoglobulina o una porción de la misma, transferrina, albúmina o una secuencia PAS. En algunos aspectos, un resto 
heterólogo incluye factor de von Willebrand o un fragmento del mismo. En otros aspectos relacionados, un resto heterólogo 
puede incluir un sitio de unión (p. ej., un aminoácido de cisteína) para un resto no polipeptídico tal como polietilenglicol 10 
(PEG), hidroxietil almidón (HES, por sus siglas en inglés), ácido polisiálico o cualesquiera derivados, variantes o 
combinaciones de estos elementos. En algunos aspectos, un resto heterólogo comprende un aminoácido de cisteína que 
funciona como un sitio de fijación para un resto no polipeptídico tal como polietilenglicol (PEG), hidroxietilalmidón (HES), 
ácido polisiálico o cualesquiera derivados, variantes o combinaciones de estos elementos 

En una realización específica, una primera secuencia de nucleótidos heteróloga codifica un primer resto heterólogo que es 15 
una molécula que prolonga la semivida que se conoce en la técnica, y una segunda secuencia de nucleótidos heteróloga 
codifica un segundo resto heterólogo que también puede ser una molécula que prolonga la semivida que se conoce en la 
técnica. En determinadas realizaciones, el primer resto heterólogo (p. ej., un primer resto Fc) y el segundo resto heterólogo 
(p. ej., un segundo resto Fc) están asociados entre sí para formar un dímero. En una realización, el segundo resto 
heterólogo es un segundo resto Fc, en donde el segundo resto Fc está enlazado a o asociado con el primer resto 20 
heterólogo, p. ej., el primer resto Fc. Por ejemplo, el segundo resto heterólogo (p. ej., el segundo resto Fc) puede enlazarse 
al primer resto heterólogo (p. ej., el primer resto Fc) mediante un enlazador o puede asociarse con el primer resto heterólogo 
mediante un enlace covalente o no covalente. 

En algunas realizaciones, el resto heterólogo es un polipéptido que comprende, consiste esencialmente en o consiste en 
al menos aproximadamente 10, al menos aproximadamente 100, al menos aproximadamente 200, al menos 25 
aproximadamente 300, al menos aproximadamente 400, al menos aproximadamente 500, al menos aproximadamente 
600, al menos aproximadamente 700, al menos aproximadamente 800, al menos aproximadamente 900, al menos 
aproximadamente 1000, al menos aproximadamente 1100, al menos aproximadamente 1200, al menos aproximadamente 
1300, al menos aproximadamente 1400, al menos aproximadamente 1500, al menos aproximadamente 1600, al menos 
aproximadamente 1700, al menos aproximadamente 1800, al menos aproximadamente 1900, al menos aproximadamente 30 
2000, al menos aproximadamente 2500, al menos aproximadamente 3000 o al menos aproximadamente 4000 
aminoácidos. En otras realizaciones, el resto heterólogo es un polipéptido que comprende, consiste esencialmente en o 
consiste en aproximadamente 100 a aproximadamente 200 aminoácidos, aproximadamente 200 a aproximadamente 300 
aminoácidos, aproximadamente 300 a aproximadamente 400 aminoácidos, aproximadamente 400 a aproximadamente 
500 aminoácidos, aproximadamente 500 a aproximadamente 600 aminoácidos, aproximadamente 600 a 35 
aproximadamente 700 aminoácidos, aproximadamente 700 a aproximadamente 800 aminoácidos, aproximadamente 800 
a aproximadamente 900 aminoácidos o aproximadamente 900 a aproximadamente 1000 aminoácidos. 

En determinadas realizaciones, un resto heterólogo mejora una o más propiedades farmacocinéticas de la proteína FVIII 
sin afectar significativamente a su actividad o función biológica. 

En determinadas realizaciones, un resto heterólogo aumenta la semivida in vivo y/o in vitro de la proteína FVIII de la 40 
divulgación. En otras realizaciones, un resto heterólogo facilita la visualización o localización de la proteína FVIII de la 
divulgación o un fragmento de la misma (p. ej., un fragmento que comprende un resto heterólogo después de la escisión 
proteolítica de la proteína FVIII). La visualización y/o ubicación de la proteína FVIII de la divulgación o un fragmento de la 
misma puede ser in vivo, in vitro, ex vivo o combinaciones de los mismos. 

En otras realizaciones, un resto heterólogo aumenta la estabilidad de la proteína FVIII de la divulgación o un fragmento de 45 
la misma (p. ej., un fragmento que comprende un resto heterólogo después de la escisión proteolítica de la proteína FVIII). 
Tal como se utiliza en esta memoria, el término "estabilidad" se refiere a una medida reconocida en la técnica del 
mantenimiento de una o más propiedades físicas de la proteína FVIII en respuesta a una condición del entorno (p. ej., una 
temperatura elevada o reducida). En determinados aspectos, la propiedad física puede ser el mantenimiento de la 
estructura covalente de la proteína FVIII (p. ej., la ausencia de escisión proteolítica, oxidación o desamidación no deseada). 50 
En otros aspectos, la propiedad física también puede ser la presencia de la proteína FVIII en un estado correctamente 
plegado (p. ej., la ausencia de agregados o precipitados solubles o insolubles). En un aspecto, la estabilidad de la proteína 
FVIII se mide ensayando una propiedad biofísica de la proteína FVIII, por ejemplo, estabilidad térmica, perfil de despliegue 
del pH, eliminación estable de glicosilación, solubilidad, función bioquímica (p. ej., capacidad para unirse a una proteína, 
receptor o ligando), etc., y/o combinaciones de los mismos. En otro aspecto, la función bioquímica se demuestra por la 55 
afinidad de unión de la interacción. En un aspecto, una medida de la estabilidad de la proteína es la estabilidad térmica, es 
decir, la resistencia al desafío térmico. La estabilidad se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica, tales 
como HPLC (cromatografía líquida de alta resolución), SEC (cromatografía de exclusión por tamaño), DLS (dispersión 
dinámica de la luz), etc. Métodos para medir la estabilidad térmica incluyen, pero no se limitan a calorimetría diferencial de 
barrido (DSC), fluorimetría diferencial de barrido (DSF), dicroísmo circular (CD) y ensayo de desafío térmico. 60 
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En determinados aspectos, una proteína FVIII codificada por la molécula de ácido nucleico de la divulgación comprende al 
menos un prolongador de la semivida, es decir, un resto heterólogo que aumenta la semivida in vivo de la proteína FVIII 
con respecto a la semivida in vivo de la proteína FVIII correspondiente que carece de un resto heterólogo de este tipo. La 
semivida in vivo de una proteína FVIII puede determinarse mediante cualquier método conocido por los expertos en la 
técnica, p. ej., ensayos de actividad (ensayo cromogénico o ensayo de aPTT de coagulación en una fase), ELISA, 5 
ROTEM™, etc. 

En algunas realizaciones, la presencia de uno o más prolongadores de la semivida da como resultado que la semivida de 
la proteína FVIII aumente en comparación con la semivida de la proteína correspondiente que carece de uno o más 
prolongadores de la semivida de este tipo. La semivida de la proteína FVIII que comprende un prolongador de la semivida 
es al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos aproximadamente 2 veces, al menos aproximadamente 2,5 veces, al 10 
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 más que la semivida in vivo de la proteína FVIII correspondiente que carece de un prolongador 
de la semivida de este tipo. 15 

En una realización, la semivida de la proteína FVIII que comprende un prolongador de la semivida es de aproximadamente 
1,5 veces a aproximadamente 20 veces, de aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 15 veces o de 
aproximadamente 1,5 veces a aproximadamente 10 veces mayor que la semivida in vivo de la proteína correspondiente 
que carece de dicho prolongador de la semivida de este tipo. En otra realización, la semivida de la proteína FVIII que 
comprende un prolongador de la semivida se prolonga de aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces, de 20 
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 9 veces, de aproximadamente 2 veces a aproximadamente 8 veces, de 
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 7 veces, de aproximadamente 2 veces a aproximadamente 6 veces, de 
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 5 veces, de aproximadamente 2 veces a aproximadamente 4 veces, de 
aproximadamente 2 veces a aproximadamente 3 veces, de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 10 veces, de 
aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 9 veces, de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 8 veces, 25 
de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 7 veces, de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 6 veces, 
de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 5 veces, de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 4 veces, 
de aproximadamente 2,5 veces a aproximadamente 3 veces, de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 10 veces, 
de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 9 veces, de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 8 veces, de 
aproximadamente 3 veces a aproximadamente 7 veces, de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 6 veces, de 30 
aproximadamente 3 veces a aproximadamente 5 veces, de aproximadamente 3 veces a aproximadamente 4 veces, de 
aproximadamente 4 veces a aproximadamente 6 veces, de aproximadamente 5 veces a aproximadamente 7 veces o de 
aproximadamente 6 veces a aproximadamente 8 veces en comparación con la semivida in vivo de la proteína 
correspondiente que carece de un prolongador de la semivida de este tipo. 

En otras realizaciones, la semivida de la proteína FVIII que comprende un prolongador de la semivida es de al menos 35 
aproximadamente 17 horas, al menos aproximadamente 18 horas, al menos aproximadamente 19 horas, al menos 
aproximadamente 20 horas, al menos aproximadamente 21 horas. 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 40 
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 aún otras realizaciones, la semivida de la proteína FVIII que comprende un prolongador de la semivida es de 45 
aproximadamente 15 horas a aproximadamente dos semanas, de aproximadamente 16 horas a aproximadamente una 
semana, de aproximadamente 17 horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 18 horas a 
aproximadamente una semana, de aproximadamente 19 horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 20 
horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 21 horas a aproximadamente una semana, de 
aproximadamente 22 horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 23 horas a aproximadamente una 50 
semana, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 36 horas a 
aproximadamente una semana, de aproximadamente 48 horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 60 
horas a aproximadamente una semana, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente seis días, de 
aproximadamente 24 horas a aproximadamente cinco días, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente cuatro 
días, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente tres días o de aproximadamente 24 horas a aproximadamente 55 
dos días. 

En algunas realizaciones, la semivida media por sujeto de la proteína FVIII que comprende un prolongador de semivida es 
de 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 día), aproximadamente 25 horas, aproximadamente 26 horas, 60 
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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 días), aproximadamente 54 horas, aproximadamente 60 horas, aproximadamente 72 horas 
(3 días), aproximadamente 84 horas, aproximadamente 96 horas (4 días), aproximadamente 108 horas, aproximadamente 5 
120 horas (5 días), aproximadamente seis días, aproximadamente siete días (una semana), aproximadamente ocho días, 
aproximadamente nueve días, aproximadamente 10 días, aproximadamente 11 días , aproximadamente 12 días, 
aproximadamente 13 días o aproximadamente 14 días. 

Uno o más prolongadores de la semivida se pueden condensar con el extremo C o el extremo N de FVIII o insertarse 
dentro de FVIII. 10 

1. Una Región Constante de Inmunoglobulina o una Porción de la Misma 

En otro aspecto, un resto heterólogo comprende una o más regiones constantes de inmunoglobulina o porciones de las 
mismas (p. ej., una región Fc). En una realización, una molécula de ácido nucleico aislada de la divulgación comprende, 
además, una secuencia de ácido nucleico heteróloga que codifica una región constante de inmunoglobulina o una porción 
de la misma. En algunas realizaciones, la región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma es una región 15 
Fc. 

Una región constante de inmunoglobulina está compuesta por dominios denominados CH (constante pesado) (CH1, CH2, 
etc.). Dependiendo del isotipo (es decir, IgG, IgM, IgA IgD o IgE), la región constante puede estar compuesta por tres o 
cuatro dominios CH. Algunas regiones constantes de isotipos (p. ej., IgG) también contienen una región bisagra. Véase 
Janeway et al. 2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y. 20 

Una región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma para producir la proteína FVIII de la presente 
divulgación puede obtenerse de un cierto número de fuentes diferentes. En una realización, una región constante de 
inmunoglobulina o una porción de la misma se deriva de una inmunoglobulina humana. Sin embargo, se entiende que la 
región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma se puede derivar de una inmunoglobulina de otra especie 
de mamífero, incluyendo, por ejemplo, un roedor (p. ej., un ratón, rata, conejo, cobaya) o una especie de primate no humano 25 
(p. ej., chimpancé, macaco). Además, la región constante de inmunoglobulina o una parte de la misma se puede derivar 
de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina, 
incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realización, se utiliza el isotipo humano IgG1. 

Una diversidad de secuencias génicas de la región constante de inmunoglobulina (p. ej., secuencias génicas de la región 
constante humana) están disponibles en forma de depósitos de acceso público. La secuencia de dominios de la región 30 
constante se puede seleccionar con una función de efector particular (o sin una función de efector particular) o con una 
modificación particular para reducir la inmunogenicidad. Se han publicado muchas secuencias de anticuerpos y genes que 
codifican anticuerpos y pueden obtenerse secuencias de regiones constantes de Ig adecuadas (p. ej., secuencias bisagra, 
CH2 y/o CH3, o porciones de las mismas) a partir de estas secuencias utilizando técnicas reconocidas en la técnica. El 
material genético obtenido utilizando cualquiera de los métodos anteriores puede entonces alterarse o sintetizarse para 35 
obtener los polipéptidos de la presente divulgación. Se apreciará además que el alcance de esta divulgación abarca alelos, 
variantes y mutaciones de secuencias de ADN de región constante. 

Las secuencias de la región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma pueden clonarse, p. ej., utilizando la 
reacción en cadena de la polimerasa y cebadores que se seleccionan para amplificar el dominio de interés. Para clonar 
una secuencia de la región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma a partir de un anticuerpo, se puede 40 
aislar el ARNm de células de hibridoma, bazo o linfa, transcribirlo inversamente en ADN y amplificar los genes del 
anticuerpo mediante PCR. Los métodos de amplificación por PCR se describen en detalle en las Pat. de EE.UU. Nºs 
4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188; y, p. ej., en "PCR Protocols: A Guide to Methods and Applications", Innis et 
al. eds., Academic Press, San Diego, CA (1990); Ho et al. 1989. Gen 77:51; Horton et al. 1993. Methods Enzymol. 217:270). 
La PCR puede iniciarse con cebadores de región constante de consenso o con cebadores más específicos basados en 45 
las secuencias de aminoácidos y ADN de cadena ligera y pesada publicadas. La PCR también se puede utilizar para aislar 
clones de ADN que codifican las cadenas ligera y pesada del anticuerpo. En este caso, las colecciones pueden 
seleccionarse mediante cebadores de consenso o sondas homólogas más grandes, tales como sondas de región 
constante de ratón. Se conocen en la técnica numerosos conjuntos de cebadores adecuados para la amplificación de 
genes de anticuerpos (p. ej., cebadores 5' basados en la secuencia N-terminal de anticuerpos purificados (Benhar y Pastan. 50 
1994. Protein Engineering 7:1509); amplificación rápida 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 
clonación de secuencias de anticuerpos se describe adicionalmente en Newman et al., Pat. de EE.UU. Nº 5.658.570, 
presentada el 25 de enero de 1995. 

Una región constante de inmunoglobulina utilizada en esta memoria puede incluir todos los dominios y la región bisagra o 55 
porciones de la misma. En una realización, la región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma comprende 
un dominio CH2, un dominio CH3 y una región bisagra, es decir, una región Fc o un participante en la unión a FcRn. 
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Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "región Fc" se define como la porción de un polipéptido que corresponde 
a la región Fc de la Ig nativa, es decir, como se forma por la asociación dimérica de los respectivos dominios Fc de sus 
dos cadenas pesadas. Una región Fc nativa forma un homodímero con otra región Fc. Por el contrario, la expresión "región 
Fc condensada genéticamente" o "región Fc de cadena sencilla" (región scFc), tal como se utiliza en esta memoria, se 
refiere a una región Fc dimérica sintética compuesta por dominios Fc enlazados genéticamente dentro de una cadena 5 
polipeptídica única (es decir, codificada en una única secuencia genética contigua). Véase la Publicación Internacional Nº 
WO 2012/006635 . 

En una realización, la "región Fc" se refiere a la porción de una sola cadena pesada de Ig que comienza en la región 
bisagra justo aguas arriba del sitio de escisión de papaína (es decir, el residuo 216 en IgG, tomando el primer residuo de 
la región constante de la cadena pesada como 114) y terminando en el extremo C del anticuerpo. Por consiguiente, una 10 
región Fc completa comprende al menos un dominio bisagra, un dominio CH2 y un dominio CH3. 

Una región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma puede ser una pareja de unión a FcRn. FcRn es 
activo en tejidos epiteliales adultos y se expresa en la luz de los intestinos, las vías respiratorias pulmonares, las superficies 
nasales, las superficies vaginales, el colon y las superficies rectales (Pat. de EE.UU. Nº 6.485.726). Un participante en la 
unión a FcRn es una porción de una inmunoglobulina que se une a FcRn. 15 

El receptor de FcRn ha sido aislado de varias especies de mamíferos, incluyendo los seres humanos. Las secuencias del 
FcRn humano, FcRn de mono, FcRn de rata y FcRn de ratón son conocidas (Story et al. 1994, J. Exp. Med. 180:2377). El 
receptor FcRn se une a IgG (pero no a otras clases de inmunoglobulinas tales como IgA, IgM, IgD e IgE) a un pH 
relativamente bajo, transporta activamente la IgG transcelularmente en una dirección luminal a serosa y luego libera la IgG 
a un pH relativamente más alto que se encuentra en los fluidos intersticiales. Se expresa en tejido epitelial adulto (Pat. de 20 
EE.UU. Nºs 6.485.726, 6.030.613, 6.086.875; WO 03/077834; US2003-0235536A1) incluyendo 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), así como epitelio nasal, superficies vaginales y superficies de árboles biliares. 

Participantes en la unión a FcRn útiles en la presente divulgación abarcan moléculas que pueden unirse específicamente 
al receptor de FcRn que incluyen IgG completa, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos que incluyen la región de unión 25 
completa del receptor de FcRn. La región de la porción Fc de IgG que se une al receptor de FcRn se ha descrito basándose 
en cristalografía de rayos X (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). La principal área de contacto de Fc con FcRn está 
cerca de la unión de los dominios CH2 y CH3. Los contactos Fc-FcRn están todos dentro de una única cadena pesada de 
Ig. Los participantes en la unión a FcRn incluyen IgG completa, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos de IgG que 
incluyen la región de unión completa de FcRn. Los principales sitios de contacto incluyen los residuos de aminoácidos 248, 30 
250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los residuos de aminoácidos 385-387, 428 y 433-436 
del dominio CH3. Las referencias hechas a la numeración de aminoácidos de inmunoglobulinas o fragmentos de 
inmunoglobulina, o regiones, se basan todas en Kabat et al. 1991, Sequences of Proteins of Immunological Interest, 
Departamento de Salud Pública de EE.UU., Bethesda, Md. 

Las regiones Fc o los participantes en la unión a FcRn unidos a FcRn pueden transportarse eficazmente a través de las 35 
barreras epiteliales mediante FcRn, proporcionando así un medio no invasivo para administrar sistémicamente una 
molécula terapéutica deseada. Adicionalmente, las proteínas de fusión que comprenden una región Fc o un participante 
en la unión a FcRn son sometidas a endocitosis por parte de células que expresan FcRn. Pero en lugar de ser marcadas 
para la degradación, estas proteínas de fusión se reciclan de nuevo a la circulación, aumentando así la semivida in vivo de 
estas proteínas. En determinadas realizaciones, las porciones de regiones constantes de inmunoglobulina son una región 40 
Fc o un participante en la unión a FcRn que típicamente se asocia, a través de enlaces disulfuro y otras interacciones no 
específicas, con otra región Fc u otro participante en la unión a FcRn para formar dímeros y multímeros de orden superior. 

Dos receptores FcRn pueden unirse a una única molécula de Fc. Los datos cristalográficos sugieren que cada molécula 
de FcRn se une a un solo polipéptido del homodímero Fc. En una realización, el participante en la unión a FcRn, p. ej , un 
fragmento Fc de una IgG, a una molécula biológicamente activa proporciona un medio para suministrar la molécula 45 
biológicamente activa por vía oral, bucal , sublingual, rectal, vaginal, como un aerosol administrado por vía nasal o por vía 
pulmonar, o por vía ocular. En otra realización, la proteína FVIII se puede administrar de forma invasiva, p. ej., por vía 
subcutánea, por vía intravenosa. 

Una región del participante en la unión a FcRn es una molécula o porción de la misma que puede unirse específicamente 
al receptor FcRn con el consiguiente transporte activo por parte del receptor FcRn de la región Fc. Específicamente, la 50 
unión se refiere a dos moléculas que forman un complejo que es relativamente estable en condiciones fisiológicas. La 
unión específica se caracteriza por una alta afinidad y una capacidad de baja a moderada, a diferencia de la unión no 
específica que habitualmente tiene una baja afinidad con una capacidad de moderada a alta. Típicamente, la unión se 
considera específica cuando la constante de afinidad KA es mayor que 106 M-1 o mayor que 108 M-1. Si es necesario, la 
unión no específica puede reducirse sin afectar sustancialmente a la unión específica variando las condiciones de unión. 55 
Las condiciones de unión apropiadas, tales como la concentración de las moléculas, la fuerza iónica de la solución, la 
temperatura, el tiempo permitido para la unión, la concentración de un agente de bloqueo (p. ej., albúmina sérica, caseína 
de la leche), etc., pueden ser optimizadas por un experto en la materia utilizando técnicas de rutina. 
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En determinadas realizaciones, una proteína FVIII codificada por la molécula de ácido nucleico de la divulgación 
comprende una o más regiones Fc truncadas que, no obstante, son suficientes para conferir propiedades de unión al 
receptor Fc (FcR) a la región Fc. Por ejemplo, la porción de una región Fc que se une a FcRn (es decir, la porción de unión 
a FcRn) comprende aproximadamente los aminoácidos 282-438 de IgG1, numeración de la UE (siendo los sitios de 
contacto principales los aminoácidos 248, 250-257, 272 , 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los residuos 5 
de aminoácidos 385-387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Por lo tanto, una región Fc de la divulgación puede comprender 
o consistir en una porción de unión a FcRn. Porciones de unión a FcRn se pueden derivar de cadenas pesadas de cualquier 
isotipo, incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En una realización, se utiliza una porción de unión a FcRn de un anticuerpo 
del isotipo humano IgG1. En otra realización, se utiliza una porción de unión a FcRn de un anticuerpo del isotipo humano 
IgG4. 10 

La región Fc se puede obtener de un cierto número de fuentes diferentes. En una realización, una región Fc del polipéptido 
se deriva de una inmunoglobulina humana. Sin embargo, se entiende que un resto Fc se puede derivar de una 
inmunoglobulina de otra especie de mamífero, incluyendo, por ejemplo, un roedor ( p. ej., un ratón, rata, conejo, cobaya) o 
una especie de primate no humano (p. ej. , chimpancé, macaco). Además, el polipéptido de los dominios Fc o sus porciones 
se pueden derivar de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo IgM, IgG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de 15 
inmunoglobulina, incluyendo IgG1, IgG2, IgG3 e IgG4. En otra realización, se utiliza el isotipo humano IgG1. 

En determinadas realizaciones, la variante Fc confiere un cambio en al menos una función efectora impartida por un resto 
Fc que comprende dicho dominio Fc de tipo salvaje (p. ej., una mejora o reducción en la capacidad de la región Fc de 
unirse a receptores Fc (p. ej., FcyRI, FcyRII o FcyRIII) o proteínas del complemento (p. ej., C1q), o para desencadenar 
citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés), fagocitosis o citotoxicidad dependiente del 20 
complemento (CDCC, por sus siglas en inglés)). En otras realizaciones, la variante Fc proporciona un residuo de cisteína 
diseñado. 

La región Fc de la divulgación puede emplear variantes de Fc reconocidas en la técnica que se sabe que imparten un 
cambio (p. ej., una mejora o reducción) en la función del efector y/o la unión de FcR o FcRn. Específicamente, una región 
Fc de la divulgación puede incluir, por ejemplo, un cambio (p ej., una sustitución) en una o más de las posiciones de 25 
aminoácidos descritas en las Publicaciones Internacionales PCT WO88/07089A1, WO96/14339A1, WO98/05787A1, 
WO98/23289A1, WO99/51642A1, WO99/58572A1, WO00/09560A2, WO00/32767A1, WO00/42072A2, 
WO02/44215A2, WO02/060919A2, WO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2, 
WO04/063351A2, WO04/074455A2, WO04/099249A2, WO05/040217A2, WO04/044859, WO05/070963A1, 
WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2 y WO06/085967A2; 30 
Publicaciones de Patentes de EE. UU. Nºs  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 realización, el cambio específico 
(p. ej., la sustitución específica de uno o más aminoácidos descritos en la técnica) se puede realizar en una o más de las 35 
posiciones de aminoácidos descritas. En otra realización, se puede realizar un cambio diferente en una o más de las 
posiciones de aminoácidos descritas (p. ej., la sustitución diferente de una o más posiciones de aminoácidos descritas en 
la técnica). 

La región Fc o el participante en la unión a FcRn de IgG se puede modificar de acuerdo con procedimientos bien 
reconocidos tales como mutagénesis dirigida al sitio y similares para producir fragmentos de IgG o Fc modificados o 40 
porciones de los mismos que se unirán a FcRn. Modificaciones de este tipo incluyen modificaciones alejadas de los sitios 
de contacto de FcRn, así como modificaciones dentro de los sitios de contacto que conservan o incluso potencian la unión 
a FcRn. Por ejemplo, los siguientes residuos de aminoácidos individuales en IgG1 Fc humana (Fc γ1) pueden sustituirse 
sin una pérdida significativa de la afinidad de unión de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A, 
T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A, 45 
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, 50 
N421A, V422A, S424A, E430A, N434A, T437A, Q438A, K439A, S440A, S444A y K447A, en que, por ejemplo, P238A 
representa prolina de tipo salvaje sustituida con alanina en la posición número 238. Como un ejemplo, una realización 
específica incorpora la mutación N297A, eliminando un sitio de N-glicosilación altamente conservado. Además de la 
alanina, los aminoácidos de tipo salvaje pueden sustituirse con otros aminoácidos en las posiciones arriba especificadas. 
Se pueden introducir mutaciones individualmente en Fc, dando lugar a más de cien regiones Fc distintas de la Fc nativa. 55 
Adicionalmente, se pueden introducir juntas combinaciones de dos, tres o más de estas mutaciones individuales, dando 
lugar a cientos de regiones Fc más. 

Determinadas mutaciones anteriores pueden conferir una nueva funcionalidad a la región Fc o al participante en la unión 
a FcRn. Por ejemplo, una realización incorpora N297A, eliminando un sitio de N-glicosilación altamente conservado. El 
efecto de esta mutación es reducir la inmunogenicidad, potenciando con ello la semivida circulante de la región Fc y de 60 

E17705236
08-09-2022ES 2 926 585 T3



30 

hacer que la región Fc sea incapaz de unirse a FcyRI, FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIIA, sin comprometer la afinidad por FcRn 
(Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847, Friend et al., 1999, Transplantation 68:1632, Shields et al., 1995, J. Biol. 
Chem. 276:6591). Como un ejemplo adicional de la nueva funcionalidad que surge de las mutaciones arriba descritas, la 
afinidad por FcRn puede incrementarse más allá de la del tipo salvaje en algunos casos. Esta afinidad incrementada puede 
reflejar una mayor tasa de "encendido", una disminución de la tasa de "apagado" o tanto una mayor tasa de "encendido" 5 
como una disminución de la tasa de "apagado". Ejemplos de mutaciones que se cree que imparten una afinidad 
incrementada por FcRn incluyen, pero no se limitan a T256A, T307A, E380A y N434A (Shields et al. 2001, J. Biol. Chem. 
276:6591). 

Adicionalmente, al menos tres receptores Fc gamma humanos parecen reconocer un sitio de unión en IgG dentro de la 
región bisagra inferior, generalmente los aminoácidos 234-237. Por lo tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad y 10 
potencial inmunogenicidad disminuida puede surgir de mutaciones de esta región tales como, por ejemplo, reemplazando 
los aminoácidos 233-236 de IgG1 humana "ELLG" (SEQ ID NO: 45) a la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA " (con 
una deleción de un aminoácido). Se ha demostrado que FcyRI, FcyRII y FcyRIII, que median en diversas funciones del 
efector, no se unirán a IgG1 cuando se hayan introducido mutaciones de este tipo. Ward y Ghetie 1995, Therapeutic 
Immunology 2:77 y Armour et al. 1999, Eur. J. Immunol. 29:2613. 15 

En otra realización, la región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma comprende una secuencia de 
aminoácidos en la región bisagra o una porción de la misma que forma uno o más enlaces disulfuro con una segunda 
región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma. La segunda región constante de inmunoglobulina o una 
porción de la misma se puede enlazar a un segundo polipéptido, uniendo la proteína FVIII y el segundo polipéptido. En 
algunas realizaciones, el segundo polipéptido es un resto potenciador. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión 20 
"resto potenciador" se refiere a una molécula, un fragmento de la misma o un componente de un polipéptido que es capaz 
de potenciar la actividad procoagulante de FVIII. El resto potenciador puede ser un cofactor, tal como el factor tisular soluble 
(sTF, por sus siglas en inglés), o un péptido procoagulante. Por lo tanto, tras la activación de FVIII, el resto potenciador 
está disponible para potenciar la actividad de FVIII. 

En determinadas realizaciones, una proteína FVIII codificada por una molécula de ácido nucleico de la divulgación 25 
comprende una sustitución de un aminoácido en una región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma (p. 
ej., variantes Fc), que altera las funciones efectoras independientes del antígeno de la región constante de Ig, en particular 
la semivida circulante de la proteína. 

2. Regiones scFc 

En otro aspecto, un resto heterólogo comprende una región scFc (Fc de cadena sencilla). En una realización, una molécula 30 
de ácido nucleico aislada de la divulgación comprende, además, una secuencia de ácido nucleico heteróloga que codifica 
una región scFc. La región scFc comprende al menos dos regiones constantes de inmunoglobulina o porciones de las 
mismas (p. ej., restos o dominios Fc (p. ej., 2, 3, 4, 5, 6 o más restos o dominios Fc)) dentro de la misma cadena 
polipeptídica lineal que son capaces de plegarse (p. ej., plegarse intramolecular o intermolecularmente) para formar una 
región scFc funcional que está enlazada por un enlazador peptídico Fc. Por ejemplo, en una realización, un polipéptido de 35 
la divulgación es capaz de unirse, a través de su región scFc , a al menos un receptor Fc (p. ej., un FcRn, un receptor FcyR 
(p. ej., FcγRIII) o una proteína del complemento (p. ej ., C1q)) con el fin de mejorar la semivida o desencadenar una función 
efectora inmunitaria (p. ej., citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis o citotoxicidad dependiente del 
complemento (CDCC) y/o para mejorar la capacidad de fabricación). 

3. CTP 40 

En otro aspecto, un resto heterólogo comprende un péptido C-terminal (CTP) de la subunidad β de la gonadotropina 
coriónica humana o un fragmento, variante o derivado del mismo. Se sabe que uno o más péptidos CTP insertados en una 
proteína recombinante aumentan la semivida in vivo de esa proteína. Véase, p. ej., la Patente de EE.UU. N° 5.712.122. 

Péptidos CTP ejemplares incluyen DPRFQDSSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPIL (SEQ ID NO: 33) o 
SSSSKAPPPSLPSPSRLPGPSDTPILPQ (SEQ ID NO: 34). Véase, p. ej., la Publicación de Solicitud de Patente de 45 
EE.UU. Nº US 2009/0087411 A1. 

4. Secuencia XTEN 

En algunas realizaciones, un resto heterólogo comprende una o más secuencias XTEN, fragmentos, variantes o derivados 
de las mismas. Tal como se utiliza aquí, "secuencia XTEN" se refiere a polipéptidos de longitud extendida con secuencias 
que se producen de forma no natural, sustancialmente no repetitivas, que están compuestas principalmente de pequeños 50 
aminoácidos hidrófilos, teniendo la secuencia un grado bajo o ninguna estructura secundaria o terciaria bajo condiciones 
fisiológicas. Como resto heterólogo, las XTENs pueden servir como resto de prolongación de la semivida. Además, XTEN 
puede proporcionar propiedades deseables que incluyen, pero no se limitan a parámetros farmacocinéticos potenciados y 
características de solubilidad. 
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La incorporación de un resto heterólogo que comprende una secuencia XTEN en una proteína de la divulgación puede 
conferir a la proteína una o más de las siguientes propiedades ventajosas: flexibilidad conformacional, solubilidad acuosa 
potenciada, alto grado de resistencia a la proteasa, baja inmunogenicidad, baja unión a receptores de mamíferos, o radios 
hidrodinámicos (o de Stokes) incrementados. 

En determinados aspectos, una secuencia de XTEN puede aumentar las propiedades farmacocinéticas, tales como una 5 
semivida in vivo más prolongada o un área bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés) incrementada, de modo que una 
proteína de la divulgación permanece in vivo y tiene actividad procoagulante durante un período de tiempo prolongado en 
comparación con una proteína con el mismo pero sin el resto heterólogo XTEN. 

En algunas realizaciones, la secuencia de XTEN útil para la divulgación es un péptido o un polipéptido que tiene más de 
aproximadamente 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 250, 300, 350, 400, 450, 500, 550, 600, 650, 700, 750, 800, 10 
850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 o 2000 residuos aminoácidos. En determinadas realizaciones, XTEN es un 
péptido o un polipéptido que tiene más de aproximadamente 20 a aproximadamente 3000 residuos aminoácidos, más de 
30 a aproximadamente 2500 residuos, más de 40 a aproximadamente 2000 residuos, más de 50 a aproximadamente 1500 
residuos, más de 60 a aproximadamente 1000 residuos, más de 70 a aproximadamente 900 residuos, más de 80 a 
aproximadamente 800 residuos, más de 90 a aproximadamente 700 residuos, más de 100 a aproximadamente 600 15 
residuos, más de 110 a aproximadamente 500 residuos, o más de 120 a aproximadamente 400 residuos. En una 
realización particular, la XTEN comprende una secuencia de aminoácidos de más de 42 aminoácidos de longitud y menos 
de 144 aminoácidos de longitud. 

La secuencia de XTEN de la divulgación puede comprender uno o más motivos de secuencia de 5 a 14 (p. ej., 9 a 14) 
residuos aminoácidos o una secuencia de aminoácidos de al menos 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 20 
%, 98 % o 99 % idéntico al motivo de secuencia, en donde el motivo comprende, consiste esencialmente en o consiste en 
4 a 6 tipos de aminoácidos (p. ej., 5 aminoácidos) seleccionados del grupo que consiste en glicina (G), alanina (A), serina 
(S), treonina (T), glutamato (E) y prolina (P). Véase el documento US 2010-0239554 A1. 

En algunas realizaciones, XTEN comprende motivos de secuencia que no se solapan, en los que aproximadamente el 80 
%, o al menos aproximadamente el 85 %, o al menos aproximadamente el 90 %, o aproximadamente el 91 %, o 25 
aproximadamente el 92 %, o aproximadamente el 93 %, o aproximadamente el 94 %, o aproximadamente el 95 %, o 
aproximadamente el 96 %, o aproximadamente el 97 %, o aproximadamente el 98 %, o aproximadamente el 99 % o 
aproximadamente el 100 % de la secuencia consiste en múltiples unidades de secuencias no superpuestas seleccionadas 
de una familia de un solo motivo seleccionada de la Tabla 4, dando como resultado una secuencia de la familia. Tal como 
se utiliza en esta memoria, "familia" significa que XTEN tiene motivos seleccionados solo de una sola categoría de motivos 30 
de la Tabla 4; es decir, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC o BD XTEN, y que cualquier otro aminoácido en XTEN que no sea 
de un motivo de la familia se seleccione para lograr una propiedad necesaria, tal como para permitir la incorporación de un 
restricción sitio mediante la codificación de nucleótidos, incorporación de una secuencia de escisión, o para lograr un mejor 
enlace a FVIII. En algunas realizaciones de familias XTEN, una secuencia XTEN comprende múltiples unidades de motivos 
de secuencia no solapantes de la familia de motivos AD o de la familia de motivos AE o de la familia de motivos AF o de 35 
la familia de motivos AG o de la familia de motivos AM o de la familia de motivos AQ, o de la familia BC o de la familia BD, 
exhibiendo el XTEN resultante el intervalo de homología arriba descrito. En otras realizaciones, XTEN comprende múltiples 
unidades de secuencias de motivos de dos o más de las familias de motivos de la Tabla 2A. Estas secuencias se pueden 
seleccionar para lograr las características físicas/químicas deseadas, incluyendo propiedades tales como carga neta, 
hidrofilia , falta de estructura secundaria o falta de repetitividad que confiere la composición de aminoácidos de los motivos, 40 
que se describen con más detalle más adelante. En las realizaciones descritas anteriormente en esta memoria, los motivos 
incorporados en el XTEN se pueden seleccionar y ensamblar utilizando los métodos descritos en esta memoria para lograr 
un XTEN de aproximadamente 36 a aproximadamente 3000 residuos de aminoácidos. 
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Tabla 4. Motivos de Secuencia XTEN de 12 Aminoácidos y Familias de Motivos 
 

Familia de Motivos * SECUENCIA DE MOTIVOS SEQ ID NO: 
AD GESPGGSSGSES 73 
AD GSEGSSGPGESS 74 
AD GSSESGSSEGGP 75 
AD GSGGEPSESGSS 76 

AE, AM GSPAGSPTSTEE 77 
AE, AM, AQ GSEPATSGSETP 78 
AE, AM, AQ GTSESATPESGP 79 
AE, AM, AQ GTSTEPSEGSAP 80 

AF, AM GSTSESPSGTAP 81 
AF, AM GTSTPESGSASP 82 
AF, AM GTSPSGESTAP 83 
AF, AM GSTSSTAESPGP 84 
AG, AM GTPGSGTASSSP 85 
AG, AM GSSTPSGATGSP 86 
AG, AM GSSPSASTGTGP 87 
AG, AM GASPGTSSTGSP 88 

AQ GEPAGSPTSTSE 89 
AQ GTGEPSSTPASO 90 
AQ GSGPSTESAPTE 91 
AQ GSETPSGPSETA 92 
AQ GPSETSTSEPGA 93 
AQ GSPSEPTEGTSA 94 
BC GSGASEPTPASO 95 
BC GSEPATSGTEPS 96 
BC GTSEPSTSEPGA 97 
BC GTSTEPSEPGSA 98 
BD GSTAGSETSTEA 99 
BD GSETATGSETA 100 
BD GTSESATSESGA 101 
BD GTSTEASEGSAS 102 

∗ Designa secuencias de motivos individuales que, cuando se utilizan juntas en diversas 
permutaciones, dan como resultado una "secuencia de familiar" 

 
 
Ejemplos de secuencias de XTEN que pueden utilizarse como restos heterólogos en proteínas quiméricas de la divulgación 5 
se describen, p. ej., en las Publicaciones de Patentes de EE.UU. Nºs 2010/0239554 A1, 2010/0323956 A1, 2011/0046060 
A1, 2011/0046061 A1, 2011/0077199 A1 o 2011/0172146 A1, o las Publicaciones de Patente Internacional Nºs WO 
2010091122 A1, WO 2010144502 A2, WO 2010144508 A1, WO 2011028228 A1, WO 2011028229 A1 o WO 
2011028344 A2. 

XTEN puede tener longitudes variables para la inserción o el enlace a FVIII. En una realización, la longitud de la o las 10 
secuencias de XTEN se elige en base a la propiedad o función a lograr en la proteína de fusión. Dependiendo de la 
propiedad o función prevista, XTEN puede ser una secuencia de longitud corta o intermedia o una secuencia más larga 
que puede servir como soporte. En determinadas realizaciones, XTEN incluye segmentos cortos de aproximadamente 6 a 
aproximadamente 99 residuos de aminoácidos, longitudes intermedias de aproximadamente 100 a aproximadamente 399 
residuos de aminoácidos y longitudes más largas de aproximadamente 400 a aproximadamente 1000 y hasta 15 
aproximadamente 3000 residuos de aminoácidos. Por lo tanto, XTEN insertado en o enlazado a FVIII puede tener 
longitudes de aproximadamente 6, aproximadamente 12, aproximadamente 36, aproximadamente 40, aproximadamente 
42, aproximadamente 72, aproximadamente 96, aproximadamente 144, aproximadamente 288, aproximadamente 400, 
aproximadamente 500, aproximadamente 576, aproximadamente 600, aproximadamente 700, aproximadamente 800, 
aproximadamente 864, aproximadamente 900, aproximadamente 1000, aproximadamente 1500, aproximadamente 2000, 20 
aproximadamente 2500 o hasta aproximadamente 3000 residuos aminoácidos de longitud. En otras realizaciones, las 
secuencias de XTEN son de aproximadamente 6 a aproximadamente 50, de aproximadamente 50 a aproximadamente 
100, de aproximadamente 100 a 150, de aproximadamente 150 a 250, de aproximadamente 250 a 400, de 
aproximadamente 400 a 500, de aproximadamente 500 a aproximadamente 900, de aproximadamente 900 a 1500, de 
aproximadamente 1500 a 2000 o de aproximadamente 2000 a aproximadamente 3000 residuos aminoácidos de longitud. 25 
La longitud precisa de un XTEN insertado en o enlazado a FVIII puede variar sin afectar negativamente a la actividad del 
FVIII. En una realización, uno o más de los XTEN utilizados en esta memoria tienen 42 aminoácidos, 72 aminoácidos, 144 
aminoácidos, 288 aminoácidos, 576 aminoácidos u 864 aminoácidos de longitud y se pueden seleccionar de uno o más 
de las secuencias de familias XTEN; es decir, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC o BD. 
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En algunas realizaciones, la secuencia de XTEN utilizada en la divulgación es al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %, 
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % o 100 % idéntico a una secuencia seleccionada del grupo que 
consiste en AE42, AG42, AE48, AM48, AE72, AG72, AE108, AG108, AE144, AF144, AG144, AE180, AG180, AE216, 
AG216, AE252, AG252, AE288, AG288, AE324, AG324, AE360, AG360, AE396, AG396, AE432, AG432, AE468, 
AG468, AE504, AG504, AF504, AE540, AG540, AF540, AD576, AE576, AF576, AG576, AE612, AG612, AE624, 5 
AE648, AG648, AG684, AE720, AG720, AE756, AG756, AE792, AG792, AE828, AG828, AD836, AE864, AF864, 
AG864, AM875, AE912, AM923, AM1318, BC864, BD864, AE948, AE1044, AE1140, AE1236, AE1332, AE1428, 
AE1524, AE1620, AE1716, AE1812, AE1908, AE2004A, AG948, AG1044, AG1140, AG1236, AG1332, AG1428, 
AG1524, AG1620, AG1716, AG1812, AG1908, AG2004, y cualquier combinación de los mismos. Véase el documento 
US 2010-0239554 A1. En una realización particular, el XTEN comprende AE42, AE72, AE144, AE288, AE576, AE864, 10 
AG 42, AG72, AG144, AG288, AG576, AG864 o cualquier combinación de los mismos.  
Secuencias ejemplares de XTEN que se pueden utilizar como restos heterólogos en la proteína quimérica de la divulgación 
incluyen XTEN AE42-4 (SEQ ID NO: 46, codificada por SEQ ID NO: 47; FIGs. 11C y 11D, respectivamente), XTEN 
144-2A (SEQ ID NO: 48, codificada por SEQ ID NO: 49; FIGs. 11E y 11F, respectivamente), XTEN A144-3B (SEQ ID 
NO: 50, 15 
codificada por SEQ ID NO: 51; FIGs. 11G y 11H, respectivamente), XTEN AE144-4A (SEQ ID NO: 52, codificada por 
SEQ ID NO: 53; FIGs. 11I y 11J, respectivamente), XTEN AE144-5A (SEQ ID NO: 54, codificada por SEQ ID NO: 55; 
FIGs. 11K y 11L, respectivamente), XTEN AE144-6B (SEQ ID NO: 56, codificada por SEQ ID NO: 57; FIGs. 11M y 
11N, respectivamente), XTEN AG144-1 (SEQ ID NO: 58, codificada por SEQ ID NO: 59; FIGs. 11O y 11P, 
respectivamente), XTEN AG144-A (SEQ ID NO: 60, codificada por SEQ ID NO: 61; FIGs. 11Q y 11R, 20 
respectivamente), XTEN AG144-B (SEQ ID NO: 62, codificada por SEQ ID NO: 63; FIGs. 11S y 11T, respectivamente), 
XTEN AG144-C (SEQ ID NO: 64, codificada por SEQ ID NO: 65; FIGs. 11U y 11V, respectivamente) y XTEN AG144-
F (SEQ ID NO: 66, codificada por SEQ ID NO: 67; FIGs. 11W y 11X, respectivamente).En una realización particular, el 
XTEN es codificado por SEQ ID NO :18. 

En algunas realizaciones, menos del 100 % de los aminoácidos de un XTEN se seleccionan de glicina (G), alanina (A), 25 
serina (S), treonina (T), glutamato (E) y prolina (P), o menos del 100 % de la secuencia consiste en los motivos de secuencia 
de la Tabla 2A o una secuencia XTEN proporcionada en esta memoria. En tales realizaciones, los residuos aminoácidos 
restantes de XTEN se seleccionan de cualquiera de los otros 14 L-aminoácidos naturales, pero se pueden seleccionar 
preferentemente de aminoácidos hidrófilos de modo que la secuencia de XTEN contenga al menos aproximadamente 90 
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o al menos aproximadamente 99 % de aminoácidos hidrófilos. El 30 
contenido de aminoácidos hidrófobos en el XTEN utilizado en las construcciones de conjugación puede ser menor que 5 
%, menor que 2 % o menor que 1 % de contenido de aminoácidos hidrófobos. Los residuos hidrófobos menos favorecidos 
en la construcción de XTEN incluyen triptófano, fenilalanina, tirosina, leucina, isoleucina, valina y metionina. Además, las 
secuencias de XTEN pueden contener menos del 5 % o menos del 4 % o menos del 3 % o menos del 2 % o menos del 1 
% o ninguno de los siguientes aminoácidos: metionina (por ejemplo, para evitar la oxidación) o asparagina y glutamina 35 
(para evitar la desamidación). 

La una o más secuencias de XTEN pueden insertarse en el extremo C o en el extremo N de la secuencia de aminoácidos 
codificada por la secuencia de nucleótidos o pueden insertarse entre dos aminoácidos en la secuencia de aminoácidos 
codificada por la secuencia de nucleótidos. Por ejemplo, el XTEN se puede insertar entre dos aminoácidos en uno o más 
sitios de inserción seleccionados de la Tabla 3. Se pueden encontrar ejemplos de sitios dentro del FVIII que son permisibles 40 
para la inserción de XTEN, p. ej., en la Publicación Internacional Nº WO 2013/123457 A1 o la publicación de EE.UU. Nº 
2015/0158929 A1. 

5. Albúmina o Fragmento, Derivado o Variante del Mismo 

En algunas realizaciones, un resto heterólogo comprende albúmina o un fragmento funcional de la misma. La albúmina 
sérica humana (HSA o HA, por sus siglas en inglés), una proteína de 609 aminoácidos en su forma completa, es 45 
responsable de una proporción significativa de la presión osmótica del suero y también funciona como un soporte de 
ligandos endógenos y exógenos. El término "albúmina", tal como se utiliza en esta memoria, incluye albúmina de longitud 
completa o un fragmento funcional, variante, derivado o análogo de la misma. Ejemplos de albúmina o los fragmentos o 
variantes de la misma se describen en las Publ. de Pat. de EE.UU. Nºs  2008/0194481A1, 2008/0004206 A1, 2008/0161243 
A1, 2008/0261877 A1 o 2008/0153751 A1 o la Publ. de Solicitud  PCT Nº 2008/033413 A2, 2009/058322 A1 o 2007/021494 50 
A2. 

En una realización, la proteína FVIII codificada por una molécula de ácido nucleico de la divulgación comprende albúmina, 
un fragmento o una variante de la misma que está además enlazada a un segundo resto heterólogo seleccionado del 
grupo que consiste en una región o porción constante de inmunoglobulina del mismo (p. ej., una región Fc), una secuencia 
PAS, HES y PEG. 55 

6. Resto de unión a Albúmina 
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En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es un resto de unión a albúmina, que comprende un péptido de unión 
a albúmina, un dominio de unión a albúmina bacteriano, un fragmento de anticuerpo de unión a albúmina o cualquier 
combinación de los mismos. 

Por ejemplo, la proteína de unión a albúmina puede ser una proteína de unión a albúmina bacteriana, un anticuerpo o un 
fragmento de anticuerpo que incluye anticuerpos de dominio (véase la Pat. de EE.UU. Nº 6.696.245). Una proteína de 5 
unión a albúmina, por ejemplo, puede ser un dominio de unión a albúmina bacteriano tal como el de la proteína G 
estreptocócica (Konig, T. y Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-83). Otros ejemplos de péptidos de unión a 
albúmina que pueden utilizarse como participante en la conjugación son, por ejemplo, los que tienen una secuencia de 
consenso Cys-Xaa 1 – Xaa 2 – Xaa 3 - Xaa 4-Cys, en donde Xaa 1 es Asp, Asn, Ser, Thr o Trp; Xaa 2 es Asn, Gln, His, Ile, 
Leu o Lys; Xaa 3 es Ala, Asp, Phe, Trp o Tyr; y Xaa 4 es Asp, Gly, Leu, Phe, Ser o Thr tal como se describe en la solicitud 10 
de patente estadounidense 2003/0069395 o Dennis et al. (Dennis et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 35035-35043). 

El dominio 3 de la proteína G estreptocócica, tal como se describe por Kraulis et al., FEBS Lett. 378:190-194 (1996) y 
Linhult et al., Protein Sci. 11:206-213 (2002) es un ejemplo de un dominio de unión a albúmina bacteriano. Ejemplos de 
péptidos de unión a albúmina incluyen una serie de péptidos que tienen la secuencia central DICLPRWGCLW (SEQ ID 
NO: 35). Véase, p. ej., Dennis et al., J. Biol. Chem. 2002, 277: 35035-35043 (2002). Se describen ejemplos de fragmentos 15 
de anticuerpos que se unen a albúmina en Muller y Kontermann, Curr. Opin. Mol. Ther. 9:319-326 (2007); Roovers et al., 
Cancer Immunol. Immunother . 56:303-317 (2007) y Holt et al., Prot. Eng. Design Sci., 21:283-288 (2008). Un ejemplo de 
dicho resto de unión a albúmina de este tipo es hexanoato de 2-(3-maleimidopropanamido)-6-(4-(4-yodofenil) butanamido) 
("etiqueta Albu") tal como se describe por Trussel et al., Bioconjugate Chem. 20:2286-2292 (2009). 

Ácidos grasos, en particular los ácidos grasos de cadena larga (LCFA, por sus siglas en inglés) y compuestos de unión a 20 
albúmina de tipo ácido graso de cadena larga pueden utilizarse para extender la semivida in vivo de las proteínas FVIII de 
la divulgación. Un ejemplo de un compuesto de unión a albúmina similar a LCFA es ácido 16-(1-(3-(9-(((2,5-dioxopirrolidin-
1-iloxi)carboniloxi)-metili)-7-sulfo-9H-fluoren-2-ilamino)-3-oxopropil)-2,5-dioxopirrolidin-3-iltio)hexadecanoico (véase, p. ej., 
el documento WO 2010/140148). 

7. Secuencia PAS 25 

En otras realizaciones, el resto heterólogo es una secuencia PAS. Una secuencia PAS, tal como se utiliza en esta memoria, 
significa una secuencia de aminoácidos que comprende principalmente residuos alanina y serina o que comprende 
principalmente residuos alanina, serina y prolina, formando la secuencia de aminoácidos una conformación de espiral 
aleatoria en condiciones fisiológicas. Por consiguiente, la secuencia PAS es un bloque de construcción, un polímero de 
aminoácidos o un casete de secuencia que comprende, consiste esencialmente en o consiste en alanina, serina y prolina 30 
que puede utilizarse como una parte del resto heterólogo en la proteína quimérica. Sin embargo, la persona experta es 
consciente de que un polímero de aminoácidos también puede formar una conformación de espiral aleatoria cuando se 
añaden residuos distintos de alanina, serina y prolina como un constituyente menor en la secuencia PAS. La expresión 
"constituyente menor", tal como se utiliza en esta memoria, significa que se pueden añadir aminoácidos distintos de alanina, 
serina y prolina en la secuencia PAS hasta cierto punto, p. ej., hasta aproximadamente el 12 %, es decir, aproximadamente 35 
12 de 100 aminoácidos de la secuencia PAS, hasta aproximadamente el 10 %, es decir, aproximadamente 10 de 100 
aminoácidos de la secuencia PAS, hasta aproximadamente el 9 %, es decir, aproximadamente 9 de 100 aminoácidos, 
hasta aproximadamente el 8 %, es decir, aproximadamente 8 de 100 aminoácidos, aproximadamente el 6%, es decir, 
aproximadamente 6 de 100 aminoácidos, aproximadamente el 5%, es decir, aproximadamente 5 de 100 aminoácidos, 
aproximadamente el 4%, es decir, aproximadamente 4 de 100 aminoácidos, aproximadamente el 3%, es decir, 40 
aproximadamente 3 de 100 aminoácidos, aproximadamente el 2%, es decir, aproximadamente 2 de 100 aminoácidos, 
aproximadamente el 1%, es decir, aproximadamente de 1 de 100 de los aminoácidos. Los aminoácidos diferentes de 
alanina, serina y prolina pueden seleccionarse del grupo formado por Arg, Asn, Asp, Cys, Gln, Glu, Gly, His, Ile, Leu, Lys, 
Met, Phe, Thr, Trp, Tyr y Val. 

Bajo condiciones fisiológicas, la extensión de la secuencia PAS forma una conformación de espiral aleatoria y, por lo tanto, 45 
puede mediar en una estabilidad incrementada in vivo y/o in vitro para la proteína FVIII. Dado que el dominio de espiral 
aleatorio no adopta una estructura o función estable por sí mismo, la actividad biológica mediada por la proteína FVIII se 
conserva esencialmente. En otras realizaciones, las secuencias PAS que forman el dominio de espiral aleatoria son 
biológicamente inertes, especialmente con respecto a la proteólisis en el plasma sanguíneo, la inmunogenicidad, el punto 
isoeléctrico/comportamiento electrostático, la unión a los receptores de la superficie celular o la internalización, pero siguen 50 
siendo biodegradables, lo que proporciona claras ventajas frente a polímeros sintéticos tales como PEG. 

Ejemplos no limitantes de las secuencias PAS que forman una conformación de espiral aleatoria comprenden una 
secuencia de aminoácidos seleccionada del grupo que consiste en ASPAAPAPASPAAPAPSAPA (SEQ ID NO: 36), 
AAPASPAPAAPSAPAPAAPS (SEQ ID NO: 37), APSSPSPSAPSSPSPASPSS (SEQ ID NO: 38), 
APSSPSPSAPSSPSPASPS (SEQ ID NO: 39), SSPSAPSPSSPASPSPSSPA (SEQ ID NO: 40), 55 
AASPAAPSAPPAAASPAAPSAPPA (SEQ ID NO: 41) y ASAAAPAAASAAASAPSAAA (SEQ ID NO: 42) o cualesquiera 
combinaciones de las mismas. Se conocen ejemplos adicionales de secuencias PAS de, p. ej., la Publ. de la Pat. de 
EE.UU. Nº. 2010/0292130 A1 y la Publ. de la solicitud PCT. Nº WO 2008/155134 A1. 
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8. Secuencia HAP 

En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es un polímero de homo-aminoácido (HAP, por sus siglas en inglés) 
rico en glicina. La secuencia HAP puede comprender una secuencia repetitiva de glicina, que tiene al menos 50 
aminoácidos, al menos 100 aminoácidos, 120 aminoácidos, 140 aminoácidos, 160 aminoácidos, 180 aminoácidos, 200 
aminoácidos, 250 aminoácidos, 300 aminoácidos, 350 aminoácidos, 400 aminoácidos, 450 aminoácidos o 500 5 
aminoácidos de longitud. En una realización, la secuencia HAP es capaz de prolongar la semivida de un resto condensado 
o enlazado a la secuencia HAP. Ejemplos no limitantes de la secuencia HAP incluyen, pero no se limitan a (Gly)n, (Gly4Ser)n 

o S(Gly4Ser)n, en donde n es 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 o 20. En una realización, n es 20, 
21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 o 40. En otra realización, n es 50, 60, 70, 80, 90, 
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200. 10 

9. Transferrina o Fragmento de la misma 

En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es transferrina o un fragmento de la misma. Puede utilizarse cualquier 
transferrina para producir las proteínas FVIII de la divulgación. Como un ejemplo, el TF humano de tipo salvaje (TF) es una 
proteína de 679 aminoácidos, de aproximadamente 75 KDa (sin tener en cuenta la glicosilación), con dos dominios 
principales, N (aproximadamente 330 aminoácidos) y C (aproximadamente 340 aminoácidos), que parecen originarse a 15 
partir de una duplicación de genes. Véanse los números de acceso de GenBank NM001063, XM002793, M12530, 
XM039845, XM039847 y S95936 (www.ncbi.nlm.nih.gov/). La transferrina comprende dos dominios, el dominio N y el 
dominio C. El dominio N comprende dos subdominios, el dominio N1 y el dominio N2, y el dominio C comprende dos 
subdominios, el dominio C1 y el dominio C2. 

En una realización, el resto heterólogo de transferrina incluye una variante de corte y empalme de transferrina. En un 20 
ejemplo, una variante de corte y empalme de transferrina puede ser una variante de corte y empalme de transferrina 
humana, p. ej., acceso a Genbank AAA61140. En otra realización, la porción de transferrina de la proteína quimérica incluye 
uno o más dominios de la secuencia de transferrina, p. ej., dominio N, dominio C, dominio N1, dominio N2, dominio C1, 
dominio C2 o cualquier combinación de los mismos. 

10. Receptores de Aclaramiento 25 

En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es un receptor de aclaramiento, fragmento, variante o derivado del 
mismo. LRP1 es una proteína de membrana integral de 600 kDa que está implicada en el aclaramiento mediado por el 
receptor de una diversidad de proteínas, tales como el Factor X. Véase, p. ej., Narita et al., Blood 91:555-560 (1998). 

11. Factor de von Willebrand o Fragmentos del Mismo 

En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es el factor de von Willebrand (VWF) o uno o más fragmentos del 30 
mismo. 

El VWF (también conocido como F8VWF) es una gran glicoproteína multimérica presente en el plasma sanguíneo y 
producida constitutivamente en el endotelio (en los cuerpos de Weibel -Palade), megacariocitos (gránulos a de plaquetas) 
y tejido conjuntivo subendoteliano. El monómero básico del VWF es una proteína de 2813 aminoácidos. Cada uno de los 
monómeros contiene un cierto número de dominios específicos con una función específica, los dominios D' y D3 (que se 35 
unen juntos al Factor VIII), el dominio A1 (que se une al receptor plaquetario GPIb , heparina y/o posiblemente colágeno), 
el dominio A3 (que se une al colágeno), el dominio C1 (en el que el dominio RGD se une a la integrina plaquetaria αIIbβ3 
cuando ésta se activa) y el dominio "nudo de cisteína" en el extremo C de la proteína (que VWF comparte con el factor de 
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante-β (TGFβ) y la gonadotropina coriónica 
humana β (βHCG)). 40 

La secuencia de 2813 aminoácidos del monómero para el VWF humano se reseña como número de acceso NP000543.2 
en Genbank. La secuencia de nucleótidos que codifica el VWF humano se reseña como número de acceso NM000552.3 
en Genbank. SEQ ID NO: 44 (FIG. 11B) es la secuencia de aminoácidos codificada por SEQ ID NO: 43. El dominio D' 
incluye los aminoácidos 764 a 866 de SEQ ID NO: 44. El dominio D3 incluye los aminoácidos 867 a 1240 de SEQ ID NO: 
44. 45 

En el plasma, el 95-98 % del FVIII circula en un complejo no covalente compacto con el VWF de longitud completa. La 
formación de este complejo es importante para el mantenimiento de niveles plasmáticos apropiados de FVIIII in vivo. 
Lenting et al., Blood. 92(11): 3983-96 (1998); Lenting et al., J. Thromb. Hemost. 5(7): 1353-60 (2007). Cuando el FVIII se 
activa debido a la proteólisis en las posiciones 372 y 740 de la cadena pesada y en la posición 1689 de la cadena ligera, 
el VWF unido al FVIII se elimina del FVIII activado. 50 

En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es factor de von Willebrand de longitud completa. En otras 
realizaciones, el resto heterólogo es un fragmento del factor de von Willebrand. Tal como se utiliza en esta memoria, la 
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expresión "fragmento de VWF" o "fragmentos de VWF" utilizada en esta memoria significa cualesquiera fragmentos de 
VWF que interactúen con FVIII y conserven al menos una o más propiedades que normalmente se proporcionan a FVIII 
por VWF de longitud completa, p. ej., prevenir la activación prematura a FVIIIa , prevenir la proteolisis prematura, prevenir 
la asociación con membranas de fosfolípidos que podrían conducir a un aclaramiento prematuro, prevenir la unión a 
receptores de aclaramiento de FVIII que pueden unirse a FVIII desnudo pero no a FVIII unido a VWF, y/o estabilizar las 5 
Interacciones entre la cadena pesada y la cadena ligera de FVIII. En una realización específica, el resto heterólogo es un 
fragmento (VWF) que comprende un dominio D' y un dominio D3 de VWF. El fragmento de VWF que comprende el dominio 
D' y el dominio D3 puede comprender, además, 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 más fragmentos de los mismos, y cualquier combinación 10 
de los mismos. En la solicitud de patente provisional de EE.UU. nº 61/667.901, presentada el 3 de julio de 2012, y la 
Publicación de EE.UU. Nº 2015/0023959 A1 se describen ejemplos adicionales del polipéptido que tiene la actividad de 
FVIII condensado al fragmento de VWF. 

12. Restos enlazadores 

En determinadas realizaciones, el resto heterólogo es un enlazador peptídico. 15 

Tal como se utiliza en esta memoria, las expresiones "enlazadores peptídicos" o "restos enlazadores" se refieren a una 
secuencia peptídica o polipeptídica (p. ej., una secuencia peptídica o polipeptídica sintética) que conecta dos dominios en 
una secuencia lineal de aminoácidos de una cadena polipeptídica. 

En algunas realizaciones, las secuencias de nucleótidos heterólogas que codifican enlazadores peptídicos pueden 
insertarse entre las secuencias de polinucleótidos de FVIII optimizadas de la divulgación y una secuencia de nucleótidos 20 
heteróloga que codifica, por ejemplo, uno de los restos heterólogos arriba descritos tales como la albúmina. Los 
enlazadores peptídicos pueden proporcionar flexibilidad a la molécula polipeptídica quimérica. Típicamente, los 
enlazadores no se escinden, sin embargo, una escisión de este tipo puede ser deseable. En una realización, estos 
enlazadores no se eliminan durante el procesamiento. 

Un tipo de enlazador que puede estar presente en una proteína quimérica de la divulgación es un enlazador escindible por 25 
proteasa que comprende un sitio de escisión (es decir, un sustrato del sitio de escisión de proteasa, p. ej., un sitio de 
escisión de factor XIa, Xa o trombina) y que pueden incluir enlazadores adicionales en el extremo N o en el extremo C o 
en ambos lados del sitio de escisión. Estos enlazadores escindibles, cuando se incorporan en una construcción de la 
divulgación, dan como resultado una molécula quimérica que tiene un sitio de escisión heterólogo. 

En una realización, un polipéptido de FVIII codificado por una molécula de ácido nucleico de la presente divulgación 30 
comprende dos o más dominios Fc o restos enlazados a través de un enlazador cscFc para formar una región Fc 
comprendida en una única cadena polipeptídica. El enlazador cscFc está flanqueado por al menos un sitio de 
procesamiento intracelular, es decir, un sitio escindido por una enzima intracelular. La escisión del polipéptido en al menos 
un sitio de procesamiento intracelular da como resultado un polipéptido que comprende al menos dos cadenas 
polipeptídicas. 35 

Opcionalmente, se pueden utilizar otros enlazadores peptídicos en una construcción de la divulgación, p. ej., para conectar 
una proteína FVIII a una región Fc. Algunos enlazadores ejemplares que se pueden utilizar en relación con la divulgación 
incluyen, p. ej., polipéptidos que comprenden aminoácidos GlySer descritos con más detalle más adelante. 

En una realización, el enlazador peptídico es sintético, es decir, no se produce de forma natural. En una realización, un 
enlazador peptídico incluye péptidos (o polipéptidos) (que pueden o no ser naturales) que comprenden una secuencia de 40 
aminoácidos que enlaza o condensa genéticamente una primera secuencia lineal de aminoácidos con una segunda 
secuencia lineal de aminoácidos a la que no está enlazado de forma natural ni condensado genéticamente en la naturaleza. 
Por ejemplo, en una realización, el enlazador peptídico puede comprender polipéptidos que no se producen de forma 
natural que son formas modificadas de polipéptidos que se producen de forma natural (p. ej., que comprenden una 
mutación tal como una adición, sustitución o deleción). En otra realización, el enlazador peptídico puede comprender 45 
aminoácidos que no se producen de forma natural. En otra realización, el enlazador peptídico puede comprender 
aminoácidos que se producen de forma natural que se presentan en una secuencia lineal que no se presenta en la 
naturaleza. En aún otra realización, el enlazador peptídico puede comprender una secuencia polipeptídica que se produce 
de forma natural. 

Por ejemplo, en determinadas realizaciones, se puede utilizar un enlazador peptídico para condensar restos Fc idénticos, 50 
formando así una región scFc homodimérica. En otras realizaciones, se puede utilizar un enlazador peptídico para 
condensar diferentes restos Fc (p. ej., un resto Fc de tipo salvaje y una variante del resto Fc), formando así una región 
scFc heterodimérica. 
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En otra realización, un enlazador peptídico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. En una realización, un enlazador 
scFc o cscFc comprende al menos una porción de una bisagra de inmunoglobulina y un enlazador gly-ser. Tal como se 
utiliza en esta memoria, la expresión "enlazador gly-ser" se refiere a un péptido que consiste en residuos de glicina y serina. 
En determinadas realizaciones, dicho enlazador gly-ser se puede insertar entre otras dos secuencias del enlazador 
peptídico. En otras realizaciones, un enlazador gly-ser se fija a uno o ambos extremos de otra secuencia del enlazador 5 
peptídico. En aún otras realizaciones, se incorporan en serie dos o más enlazadores gly-ser en un enlazador peptídico. En 
una realización, un enlazador peptídico de la divulgación comprende al menos una porción de una región bisagra superior 
(p. ej., derivada de una molécula IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4), al menos una porción de una región bisagra media (p. ej., 
derivado de una molécula de IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4) y una serie de residuos de aminoácidos gly/ser. 

Enlazadores peptídicos de la divulgación tienen una longitud de al menos un aminoácido y pueden tener longitudes 10 
variables. En una realización, un enlazador peptídico de la divulgación tiene una longitud de aproximadamente 1 a 
aproximadamente 50 aminoácidos. Tal como se utiliza en este contexto, el término "aproximadamente" indica +/- dos 
residuos aminoácidos. Dado que la longitud del enlazador debe ser un número entero positivo, la longitud de 
aproximadamente 1 a aproximadamente 50 aminoácidos de longitud significa una longitud de 1-3 a 48-52 aminoácidos de 
longitud. En otra realización, un enlazador peptídico de la divulgación tiene una longitud de aproximadamente 10 a 15 
aproximadamente 20 aminoácidos. En otra realización, un enlazador peptídico de la divulgación tiene una longitud de 
aproximadamente 15 a aproximadamente 50 aminoácidos. En otra realización, un enlazador peptídico de la divulgación 
tiene una longitud de aproximadamente 20 a aproximadamente 45 aminoácidos. En otra realización, un enlazador peptídico 
de la divulgación tiene una longitud de aproximadamente 15 a aproximadamente 35 o de aproximadamente 20 a 
aproximadamente 30 aminoácidos. En otra realización, un enlazador peptídico de la divulgación es de aproximadamente 20 
1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 
90, 100, 500, 1000 o 2000 aminoácidos de longitud. En una realización, un enlazador peptídico de la divulgación tiene una 
longitud de 20 o 30 aminoácidos. 

En algunas realizaciones, el enlazador peptídico puede comprender al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al 
menos cinco, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80, 25 
al menos 90 o al menos 100 aminoácidos. En otras realizaciones, el enlazador peptídico puede comprender al menos 200, 
al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900 o al menos 1000 
aminoácidos. En algunas realizaciones, el enlazador peptídico 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 aminoácidos. El enlazador peptídico puede comprender 1-5 aminoácidos, 1-10 aminoácidos, 1-20 30 
aminoácidos, 10-50 aminoácidos, 50-100 aminoácidos, 100-200 aminoácidos, 200-300 aminoácidos, 300-400 
aminoácidos, 400-500 aminoácidos, 500-600 aminoácidos, 600-700 aminoácidos, 700-800 aminoácidos, 800-900 
aminoácidos o 900-1000 aminoácidos. 

Enlazadores peptídicos pueden introducirse en secuencias polipeptídicas utilizando técnicas conocidas en la técnica. 
Modificaciones pueden confirmarse mediante análisis de secuencia de ADN. El ADN de plásmido puede utilizarse para 35 
transformar células huésped para la producción estable de los polipéptidos producidos. 

Híbridos de Monómero-Dímero 

En algunas realizaciones, las moléculas de ácido nucleico aisladas de la divulgación que, además, comprenden una 
secuencia de nucleótidos heteróloga codifican una molécula híbrida de monómero-dímero que comprende FVIII. 

La expresión "híbrido de monómero-dímero" utilizada en esta memoria se refiere a una proteína quimérica que comprende 40 
una primera cadena polipeptídica y una segunda cadena polipeptídica, que están asociadas entre sí mediante un enlace 
disulfuro, en donde la primera cadena comprende Factor VIII y una primera región Fc y la segunda cadena comprende, 
consiste esencialmente en o consiste en una segunda región Fc sin el FVIII. La construcción híbrida de monómero-dímero 
es, por lo tanto, un híbrido que comprende un aspecto de monómero que tiene solo un factor de coagulación y un aspecto 
de dímero que tiene dos regiones Fc. 45 

Elemento de Control de la Expresión 

En algunas realizaciones, la molécula de ácido nucleico o el vector de la divulgación comprenden, además, al menos una 
secuencia de control de la expresión. Una secuencia de control de la expresión, tal como se utiliza en esta memoria, es 
cualquier secuencia de nucleótidos reguladora, tal como una secuencia de promotor o una combinación de promotor-
potenciador, que facilita la transcripción y traducción eficientes del ácido nucleico codificante al que está enlazado 50 
operativamente. Por ejemplo, la molécula de ácido nucleico aislada de la divulgación se puede enlazar operativamente a 
al menos una secuencia de control de la transcripción. La secuencia de control de la expresión génica puede ser, por 
ejemplo, un promotor de mamífero o viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Promotores de mamíferos 
constitutivos incluyen, pro no se limitan a los promotores de los siguientes genes: hipoxantina fosforribosil transferasa 
(HPRT, por sus siglas en inglés), adenosina desaminasa, piruvato quinasa, promotor de beta-actina y otros promotores 55 
constitutivos. Promotores virales ejemplares que funcionan de forma constitutiva en células eucarióticas incluyen, por 
ejemplo, promotores del citomegalovirus (CMV), virus de simio (p. ej., SV40), virus del papiloma, adenovirus, virus de la 
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inmunodeficiencia humana (VIH), virus del sarcoma de Rous, citomegalovirus, las repeticiones terminales largas (LTR, por 
sus siglas en inglés) del virus de la leucemia de Moloney y otros retrovirus, y el promotor de la timidina quinasa del virus 
del herpes simple. Los expertos ordinarios en la técnica conocen otros promotores constitutivos. Los promotores útiles 
como secuencias de expresión génica de la divulgación también incluyen promotores inducibles. Los promotores inducibles 
se expresan en presencia de un agente inductor. Por ejemplo, se induce al promotor de la metalotioneína para que fomente 5 
la transcripción y la traducción en presencia de determinados iones metálicos. Los expertos ordinarios en la técnica 
conocen otros promotores inducibles. 

En una realización, la divulgación incluye la expresión de un transgén bajo el control de un promotor y/o potenciador 
específico para tejidos. En otra realización, el promotor u otra secuencia de control de la expresión potencian 
selectivamente la expresión del transgén en células hepáticas. Ejemplos de promotores específicos para el hígado 10 
incluyen, pero no se limitan a un promotor de la tiretina de ratón (mTTR, por sus siglas en inglés), un promotor del factor 
VIII humano endógeno (F8), un promotor de alfa-1-antitripsina humana (hAAT, por sus siglas en inglés), un promotor 
mínimo de albúmina humana y un promotor de albúmina de ratón. En una realización particular, el promotor comprende 
un promotor mTTR. El promotor mTTR se describe en R.H. Costa et al., 1986, Mol. Cell. Biol. 6:4697. El promotor F8 se 
describe en Figueiredo y Brownlee, 1995, J. Biol. Chem. 270: 11828-11838. 15 

Los niveles de expresión se pueden potenciar adicionalmente para lograr la eficacia terapéutica utilizando uno o más 
potenciadores. Se pueden proporcionar uno o más potenciadores solos o junto con uno o más elementos promotores. 
Típicamente, la secuencia de control de la expresión comprende una pluralidad de elementos potenciadores y un promotor 
específico para tejidos. En una realización, un potenciador comprende una o más copias del potenciador de α-1-
microglobulina/bikunina (Rouet et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:20765-20773; Rouet et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23:395-20 
404, Rouet et al., 1998, Biochem. J. 334:577-584, Ill et al., 1997, Blood Coagulation Fibrinolysis 8:S23-S30). En otra 
realización, un potenciador se deriva de los sitios de unión al factor de transcripción específico del hígado, tales como EBP, 
DBP, HNF1, HNF3, HNF4, HNF6, comprendiendo Enh1 HNF1, HNF3-(sentido), HNF4-(sentido), HNF1-(antisentido), 
HNF6-(antisentido), EBP-(sentido), HNF4-(antisentido) (antisentido). 

En un ejemplo particular, un promotor útil para la divulgación comprende SEQ ID NO: 69 (es decir, promotor ET; FIG. 11Y), 25 
que también se conoce como GenBank Nº AY661265. Véase también Vigna et al., Molecular Therapy 11(5):763 (2005). 
Ejemplos de otros vectores y elementos reguladores de genes adecuados se describen en los documentos WO 02/092134, 
EP1395293 o las Patentes de EE.UU. Nºs 6.808.905, 7.745.179 o 7.179.903. 

En general, las secuencias de control de la expresión incluirán, según sea necesario, secuencias 5' que no se transcriben 
y 5' que no se traducen involucradas con el inicio de la transcripción y la traducción, respectivamente, tal como una caja 30 
TATA, secuencia de cubierta, secuencia CAAT y similares. Especialmente, secuencias 5' no transcripcionales de este tipo 
incluirán una región de promotor que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del ácido nucleico 
codificante unido operativamente. Las secuencias de expresión génica incluyen opcionalmente secuencias de potenciador 
o secuencias de activador aguas arriba, según se desee. 

Sistemas de Vectores 35 

La presente invención describe un vector que comprende la molécula de ácido nucleico como se define en las 
reivindicaciones adjuntas, una célula huésped que comprende el vector como se define en las reivindicaciones adjuntas y 
un vector como se define en las reivindicaciones adjuntas para uso en un método de tratamiento de un trastorno de 
sangrado. La presente divulgación satisface una necesidad importante en la técnica al proporcionar un vector que 
comprende una secuencia de FVIII optimizada que demuestra una expresión incrementada en un sujeto y potencialmente 40 
da como resultado una mayor eficacia terapéutica cuando se utiliza en métodos de terapia génica. 

En algunas realizaciones, la presente divulgación proporciona un vector que comprende una molécula de ácido nucleico 
aislada que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la 
secuencia de nucleótidos comprende una secuencia de ácido nucleico que tiene al menos 95 %, al menos 96 %, al menos 
97 %, al menos 98 % o al menos 99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID 45 
NO: 71 y está enlazado operativamente a un promotor, una secuencia diana o ambos. En otras realizaciones, la secuencia 
de ácido nucleico comprende (i) los nucleótidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 o (ii) los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de 
SEQ ID NO: 71. 

Vectores adecuados para la divulgación incluyen vectores de expresión, vectores virales y vectores de plásmidos. En una 
realización, el vector es un vector viral. 50 

Tal como se utiliza en esta memoria, un vector de expresión se refiere a cualquier construcción de ácido nucleico que 
contiene los elementos necesarios para la transcripción y traducción de una secuencia codificante insertada, o en el caso 
de un vector viral de ARN, los elementos necesarios para la replicación y traducción, cuando se introduce en una célula 
huésped adecuada. Vectores de expresión pueden incluir plásmidos, fagémidos, virus y derivados de los mismos. 
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Vectores de expresión de la divulgación incluirán polinucleótidos optimizados que codifican la proteína BDD FVIII descrita 
en esta memoria. En una realización, las secuencias codificantes optimizadas para la proteína BDD FVIII se enlazan 
operativamente a una secuencia de control de la expresión. Tal como se utiliza en esta memoria, dos secuencias de ácido 
nucleico se enlazan operativamente cuando se enlazan covalentemente de tal manera que permita que cada secuencia 
de ácido nucleico componente conserve su funcionalidad. Se dice que una secuencia codificante y una secuencia de 5 
control de la expresión génica están enlazadas operativamente cuando están enlazadas covalentemente de tal manera 
que colocan la expresión o transcripción y/o traducción de la secuencia codificante bajo la influencia o el control de la 
secuencia de control de la expresión génica. Se dice que dos secuencias de ADN están enlazadas operativamente si la 
inducción de un promotor en la secuencia de expresión del gen 5' da como resultado la transcripción de la secuencia 
codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introducción de una 10 
mutación de desplazamiento de marco, (2) interfieren con la capacidad de la región de promotor para dirigir la transcripción 
de la secuencia codificante o (3) interfieren con la capacidad de la transcripción de ARN correspondiente para traducirse 
en una proteína. Por lo tanto, una secuencia de expresión génica estaría enlazada operativamente a una secuencia de 
ácido nucleico codificante si la secuencia de expresión génica fuera capaz de efectuar la transcripción de esa secuencia 
de ácido nucleico codificante de modo que el transcrito resultante se traduzca en la proteína o polipéptido deseado. 15 

Vectores virales incluyen, pero no se limitan a secuencias de ácido nucleico de los siguientes virus: retrovirus, tales como 
el virus de la leucemia murina de Moloney , el virus del sarcoma murino de Harvey, el virus del tumor mamario murino y el 
virus del sarcoma de Rous; lentivirus; adenovirus; virus adeno-asociados; virus tipo SV40; poliomavirus; virus de Epstein-
Barr; virus del papiloma; virus del herpes; virus vaccinia; virus de la poliomielitis; y virus de ARN tal como un retrovirus. Se 
pueden emplear fácilmente otros vectores bien conocidos en la técnica. Determinados vectores virales se basan en virus 20 
eucarióticas no citopáticos en los que los genes no esenciales han sido reemplazados por el gen de interés. Virus no 
citopáticos incluyen retrovirus, cuyo ciclo de vida implica la transcripción inversa del ARN viral genómico en ADN con la 
integración proviral subsiguiente en el ADN celular del huésped. Los retrovirus han sido aprobados para ensayos de terapia 
génica humana. Los más útiles son los retrovirus que tienen una replicación deficiente (es decir, son capaces de dirigir la 
síntesis de las proteínas deseadas, pero incapaces de fabricar una partícula infecciosa). Vectores de expresión retroviral 25 
alterados genéticamente de este tipo tienen una utilidad general para la transducción de genes de alta eficacia in vivo. 
Protocolos estándares para producir retrovirus con replicación deficiente (incluyendo las etapas de incorporación de 
material genético exógeno en un plásmido, transfección de una línea celular empaquetadora con plásmido, producción de 
retrovirus recombinantes por la línea celular empaquetadora, recogida de partículas virales de medios de cultivo de tejidos 
e infección de las células diana con partículas víricas) se proporcionan en Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A 30 
Laboratory Manual, W.H. Freeman Co., Nueva York (1990 ) y Murry, E.J., Methods in Molecular Biology, vol. 7, Humana 
Press, Inc., Cliffton, Nueva Jersey (1991). 

En una realización, el virus es un virus adeno-asociado, un virus de ADN de doble cadena. El virus adeno-asociado puede 
diseñarse para que sea deficiente en replicación y sea capaz de infectar una amplia gama de tipos de células y especies. 
Tiene, además, ventajas tales como la estabilidad frente al calor y los disolventes de lípidos; altas frecuencias de 35 
transducción en células de diversos linajes, incluyendo células hematopoyéticas; y falta de inhibición de superinfección, lo 
que permite múltiples series de transducciones. Según se informa, el virus adeno-asociado puede integrarse en el ADN 
celular humano de una manera específica para el sitio, minimizando así la posibilidad de mutagénesis por inserción y la 
variabilidad de la expresión génica insertada característica de la infección retroviral. Además, las infecciones por virus 
adeno-asociados de tipo salvaje se han seguido en cultivos de tejidos durante más de 100 pases en ausencia de presión 40 
selectiva, lo que implica que la integración genómica del virus adeno-asociado es un evento relativamente estable. El virus 
adeno-asociado también puede funcionar de forma extracromosómica. 

En otra realización, el vector viral es un virus adeno-asociado (AAV, por sus siglas en inglés) que ha sido manipulado para 
transportar un polinucleótido que codifica una proteína FVIII como se describe en esta memoria. Se han descrito métodos 
generales para obtener AAV recombinantes (rAAV). Véanse, por ejemplo, los documentos USP 8.734.809, 2013/0195801 45 
así como las referencias allí citadas. En algunas realizaciones, un vector rAAV comprende una o más repeticiones 
terminales invertidas (ITRs, por sus siglas en inglés) de AAV y un transgén de interés (p. ej., una secuencia de 
polinucleótidos de FVIII optimizada). En determinadas realizaciones, los métodos para hacer rAAV implican cultivar una 
célula huésped deseada que contiene una secuencia de ácido nucleico que codifica una proteína de la cápside de AAV o 
un fragmento de la misma; un gen rep funcional; un vector rAAV compuesto por repeticiones terminales invertidas (ITRs) 50 
de AAV y un transgén de interés; y suficientes funciones auxiliares para permitir el empaquetamiento del vector AAV 
recombinante en las proteínas de la cápside de AAV. Se han descrito materiales y métodos para realizar estos 
procedimientos y otros relacionados, por ejemplo, en los documentos USP 8.734.809, 2013/0195801, 
PCT/US1997/015692, PCT/US2002/033692, PCT/US2002/033630, WO2007/148971, WO00/20561, WO03/042361 y 
WO2007/04670. 55 

Una o más secuencias de vectores AAV diferentes derivadas de casi cualquier serotipo pueden utilizarse de acuerdo con 
la presente divulgación. La elección de una secuencia de vector AAV particular estará guiada por parámetros conocidos 
tal como el tropismo de interés, los rendimientos de vector requeridos, etc. Generalmente, los serotipos AAV tienen 
secuencias genómicas de homología significativa en los niveles de aminoácidos y ácidos nucleicos, proporcionan un 
conjunto relacionado de las funciones genéticas, producen viriones que están relacionados, y se replican y ensamblan de 60 
manera similar. Para la secuencia genómica de los diversos serotipos de AAV y una visión general de las similitudes 
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genómicas, véase, p. ej., número de acceso de GenBank U89790; número de acceso de GenBank J01901; número de 
acceso de GenBank AF043303; número de acceso de GenBank AF085716; Chlorini et al. (1997, J. Vir. 71: 6823-33); 
Srivastava et al. (1983, J. Vir. 45:555-64); Chlorini et al. (1999, J. Vir. 73:1309-1319); Rutledge et al. (1998, J. Vir. 72:309-
319); y Wu et al. (2000, J. Vir. 74: 8635-47). Los serotipos 1, 2, 3, 4 y 5 de AAV son una fuente ilustrativa de secuencias 
de nucleótidos de AAV para uso en el contexto de la presente divulgación. AAV6, AAV7, AAV8 o AAV9 o partículas 5 
similares a AAV recientemente desarrolladas, obtenidas, p. ej., mediante técnicas de reordenamiento aleatorio de la 
cápside y colecciones de cápsides de AAV, o de ITRs recientemente diseñadas, desarrolladas o evolucionadas, también 
son adecuadas para determinadas aplicaciones de divulgación. Véase Dalkara, D et al. (2013), Sci. Transl. Med. 5(189): 
189ra76; Kotterman, MA Nat. Rev. Genet. (2014) 15(7):455. 

Sin embargo, en determinadas realizaciones, los vectores AAV con un tropismo significativo hacia el hígado y tejidos 10 
relacionados serán de interés para expresar las proteínas FVIII descritas en esta memoria. Ejemplos no limitativos incluyen 
los serotipos 1, 2, 6 y 8 de AAV. Véase, p. ej., Torres-Toranteras et al. (2014) 22: 901 y referencias allí citadas. 

En otras realizaciones, el vector se deriva de lentivirus. En determinadas realizaciones, el vector es un vector de un 
lentivirus recombinante capaz de infectar células que no se dividen. 

El genoma lentiviral y el ADN proviral tienen típicamente los tres genes que se encuentran en los retrovirus: gag, pol y env, 15 
que están flanqueados por dos secuencias de repetición terminal larga (LTR). El gen gag codifica las proteínas 
estructurales internas (matriz, cápside y nucleocápside); el gen pol codifica la ADN polimerasa dirigida por ARN 
(transcriptasa inversa), una proteasa y una integrasa; y el gen env codifica glicoproteínas de la envoltura viral. Los LTRs 5' 
y 3' sirven para fomentar la transcripción y poliadenilación de los ARN del virión. La LTR contiene todas las demás 
secuencias que actúan en cis necesarias para la replicación viral. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vif, 20 
vpr, tat, rev, vpu, nef y vpx (en HIV-1, HIV-2 y/o SIV). 

Adyacentes a la LTR 5' hay secuencias necesarias para la transcripción inversa del genoma (el sitio de unión del cebador 
de ARNt) y para la encapsidación eficiente del ARN viral en partículas (el sitio Psi). Si las secuencias necesarias para la 
encapsidación (o empaquetamiento del ARN retroviral en viriones infecciosos) faltan en el genoma viral, el defecto cis evita 
la encapsidación del ARN genómico. 25 

Sin embargo, el mutante resultante sigue siendo capaz de dirigir la síntesis de todas las proteínas del virión. La divulgación 
proporciona un método para producir un lentivirus recombinante capaz de infectar una célula que no se divide, que 
comprende transfectar una célula huésped adecuada con dos o más vectores que portan las funciones de 
empaquetamiento, a saber, gag, pol y env, así como rev y tat. Como se describirá más adelante, los vectores que carecen 
de un gen tat funcional son deseables para determinadas aplicaciones. Así, por ejemplo, un primer vector puede 30 
proporcionar un ácido nucleico que codifica una gag viral y una pol viral y otro vector puede proporcionar un ácido nucleico 
que codifica una env viral para producir una célula de empaquetamiento. La introducción de un vector que proporciona un 
gen heterólogo, identificado aquí como un vector de transferencia, en esa célula de empaquetamiento produce una célula 
productora que libera partículas virales infecciosas que portan el gen extraño de interés. 

De acuerdo con la configuración de vectores y genes extraños arriba indicada, el segundo vector puede proporcionar un 35 
ácido nucleico que codifica un gen de la cubierta viral (env). El gen env se puede derivar de casi cualquier virus adecuado, 
incluyendo los retrovirus. En algunas realizaciones, la proteína env es una proteína de envoltura anfotrópica que permite 
la transducción de células humanas y de otras especies. 

Ejemplos de genes env derivados de retrovirus incluyen, pero no se limitan a: virus de la leucemia murina de Moloney 
(MoMuLV o MMLV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV o HSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV o 40 
MMTV), virus de la leucemia del mono gibón (GaLV o GALV), virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y virus del 
sarcoma de Rous (RSV). También se pueden utilizar otros genes env, tales como la proteína G (VSV G) del virus de la 
estomatitis vesicular (VSV), la de los virus de la hepatitis y la de la gripe. 

El vector que proporciona la secuencia de ácido nucleico de env viral está asociado operativamente con secuencias 
reguladoras descritas en otra parte de esta memoria. 45 

En determinadas realizaciones, el vector incluye un vector lentiviral en el que se eliminaron los genes de virulencia del VIH 
env, vif, vpr, vpu y nef sin comprometer la capacidad del vector de transducir células que no se dividen. 

En algunas realizaciones, el vector incluye un vector lentiviral que comprende una deleción de la región U3 de la LTR 3'. 
La deleción de la región U3 puede ser una deleción completa o una deleción parcial. 

En algunas realizaciones, el vector lentiviral de la divulgación que comprende la secuencia de nucleótidos de FVIII descrita 50 
en esta memoria puede transfectarse en una célula con (a) una primera secuencia de nucleótidos que comprende un gen 
gag, un gen pol o genes gag y pol y (b) una segunda secuencia de nucleótidos que comprende un gen env heterólogo; en 
donde el vector lentiviral carece de un gen tat funcional. En otras realizaciones, la célula se transfecta adicionalmente con 
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una cuarta secuencia de nucleótidos que comprende un gen rev. En determinadas realizaciones, el vector lentiviral carece 
de genes funcionales seleccionados de vif, vpr, vpu, vpx y nef, o una combinación de los mismos. 

En determinadas realizaciones, un vector lentiviral comprende una o más secuencias de nucleótidos que codifican una 
proteína gag, un elemento de respuesta a Rev, una pista de polipurina central (cPPT, por sus siglas en inglés) o cualquier 
combinación de los mismos. 5 

Se describen ejemplos de los vectores lentivirales en los documentos WO9931251, WO9712622, WO9817815, 
WO9817816 y WO981893. 

Otros vectores incluyen vectores de plásmidos. Los vectores de plásmidos se han descrito extensamente en la técnica y 
son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, p. ej., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 
segunda edición, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 . En los últimos años, se ha descubierto que los vectores de 10 
plásmidos son particularmente ventajosos para suministrar genes a las células in vivo debido a su incapacidad de replicarse 
e integrarse en un genoma huésped. Estos plásmidos, sin embargo, que tienen un promotor compatible con la célula 
huésped, pueden expresar un péptido de un gen codificado operativamente dentro del plásmido. Algunos plásmidos de 
uso común disponibles de proveedores comerciales incluyen pBR322, pUC18, pUC19, diversos plásmidos pcDNA, 
pRC/CMV, diversos plásmidos pCMV, pSV40 y pBlueScript. Ejemplos adicionales de plásmidos específicos incluyen 15 
pcDNA3.1, número de catálogo V79020; pcDNA3.1/hygro, número de catálogo V87020; pcDNA4/myc-His, número de 
catálogo V86320; y pBudCE4.1, número de catálogo V53220, todos de Invitrogen (Carlsbad, CA). Otros plásmidos son 
bien conocidos por los expertos en la técnica. Adicionalmente, los plásmidos se pueden diseñar a la medida utilizando 
técnicas estándares de biología molecular para eliminar y/o añadir fragmentos específicos de ADN. 

Expresión Específica de Tejido 20 

En determinadas realizaciones, será útil incluir dentro del vector una o más secuencias diana de miARN que, por ejemplo, 
estén enlazadas operativamente al transgén de FVIII optimizado. Por lo tanto, la divulgación también proporciona al menos 
una secuencia diana de miARN enlazada operativamente a la secuencia de nucleótidos de FVIII optimizada o insertada 
de otro modo dentro de un vector. Más de una copia de una secuencia diana de miARN incluida en el vector puede 
aumentar la eficacia del sistema. También se incluyen diferentes secuencias diana de miARN. Por ejemplo, los vectores 25 
que expresan más de un transgén pueden tener el transgén bajo el control de más de una secuencia diana de miARN, que 
puede ser igual o diferente. Las secuencias diana de miARN pueden estar en tándem, pero también se incluyen otras 
disposiciones. El casete de expresión transgénica, que contiene secuencias diana de miARN, también se puede insertar 
dentro del vector en orientación antisentido. La orientación antisentido puede ser útil en la producción de partículas virales 
para evitar la expresión de productos génicos que, de lo contrario, pueden ser tóxicos para las células productoras. En 30 
otras realizaciones, el vector comprende 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 u 8 copias de la misma o diferente secuencia diana de miARN. 
Sin embargo, en determinadas otras realizaciones, el vector no incluirá secuencia diana alguna de miARN. La opción de 
incluir o no una secuencia diana de miARN (y cuántas) se guiará por parámetros conocidos, tales como el tejido objetivo 
previsto, el nivel de expresión requerido, etc. 

En una realización, la secuencia diana es una diana de miR-223 que se ha reseñado que bloquea la expresión más 35 
eficazmente en progenitores comprometidos mieloides y al menos parcialmente en el HSPC más primitivo. La diana de 
miR-223 puede bloquear la expresión en células mieloides diferenciadas, incluyendo granulocitos, monocitos, macrófagos, 
células dendríticas mieloides. La diana miR-223 también puede ser adecuada para aplicaciones de terapia génica que se 
basan en una expresión transgénica robusta en el linaje linfoide o eritroide. La diana de miR-223 también puede bloquear 
la expresión de manera muy efectiva en HSC humana. 40 

En otra realización, la secuencia diana es una diana miR142 (tccataaagt aggaaaacact aca (SEQ ID NO: 43)). En una 
realización, el vector comprende 4 copias de secuencias diana de miR-142. En determinadas realizaciones, la secuencia 
complementaria de microARNs hematopoyéticos específicos tal como miR-142 (142T) se incorpora en la región 3' no 
traducida de un vector, p. ej., vectores lentivirales (LV), lo que hace que el transcrito que codifica el transgén sea susceptible 
de regulación a la baja mediada por miARN. Mediante este método, la expresión transgénica se puede prevenir en células 45 
presentadoras de antígenos de linaje hematopoyético (APC, por sus siglas en inglés), mientras que se mantiene en células 
no hematopoyéticas (Brown et al., Nat Med 2006). Esta estrategia puede imponer un estricto control post-transcripcional 
sobre la expresión transgénica y, por lo tanto, permite el suministro estable y la expresión a largo plazo de los transgenes. 
En algunas realizaciones, la regulación de miR-142 evita el aclaramiento inmuno-mediado de células transducidas y/o 
induce a células T reguladoras específicas para el antígeno (T regs) y media en una tolerancia inmunológica robusta al 50 
antígeno codificado por transgén. 

En algunas realizaciones, la secuencia diana es una diana miR181. Chen C-Z y Lodish H, Seminars in Immunology (2005) 
17(2):155-165 describe miR-181, un miARN expresado específicamente en células B dentro de la médula ósea de ratón 
(Chen y Lodish, 2005). También describe que algunos miARN humanos están ligados a las leucemias. 
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La secuencia diana puede ser total o parcialmente complementaria al miARN. La expresión "totalmente complementaria" 
significa que la secuencia diana tiene una secuencia de ácido nucleico que es 100 % complementaria a la secuencia del 
miARN que la reconoce. La expresión "parcialmente complementaria" significa que la secuencia diana es solo en parte 
complementaria a la secuencia del miARN que la reconoce, por lo que el miARN sigue reconociendo la secuencia 
parcialmente complementaria. En otras palabras, una secuencia diana parcialmente complementaria en el contexto de la 5 
presente divulgación es eficaz para reconocer el miARN correspondiente y efectuar la prevención o reducción de la 
expresión transgénica en células que expresan ese miARN. Ejemplos de secuencias diana de miARN se describen en los 
documentos WO2007/000668, WO2004/094642 , WO2010/055413 o WO2010/125471. 

Células Huésped 

La presente invención describe una célula huésped que comprende la molécula de ácido nucleico o el vector como se 10 
define en las reivindicaciones adjuntas. Tal como se utiliza en esta memoria, el término "transformación" se utilizará en un 
sentido amplio para referirse a la introducción de ADN en una célula huésped receptora que cambia el genotipo y, en 
consecuencia, da como resultado un cambio en la célula receptora. 

"Células huésped" se refiere a células que han sido transformadas con vectores construidos utilizando técnicas de ADN 
recombinante y que codifican al menos un gen heterólogo. Las células huésped de la presente divulgación son 15 
preferentemente de origen mamífero; lo más preferiblemente de origen humano o de ratón. A los expertos en la técnica se 
les atribuye la capacidad de determinar preferentemente líneas de células huésped particulares que son las más 
adecuadas para su propósito. Líneas de células huésped ejemplares incluyen, pero no se limitan a CHO, DG44 y DUXB11 
(líneas de ovario de hámster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma cervical humano), CVI (línea de riñón de mono), COS 
(un derivado de CVI con antígeno T SV40), R1610 (fibroblasto de hámster chino), BALBC/3T3 (fibroblasto de ratón), HAK 20 
(línea de riñón de hámster), SP2/O (mieloma de ratón), P3.x.63-Ag3.653 (mieloma de ratón), BFA-1c1BPT (células 
endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos humanos), PER.C6® , NS0, CAP, BHK21 y HEK 293 (riñón humano). En una 
realización particular, la célula huésped se selecciona del grupo que consiste en: una célula CHO, una célula HEK293, una 
célula BHK21, una célula PER.C6®, una célula NS0 y una célula CAP. Líneas de células huésped están típicamente 
disponibles de los servicios comerciales, la Colección Americana de Cultivos de Tejidos o en la bibliografía publicada. 25 

La introducción de las moléculas de ácido nucleico aisladas o los vectores de la divulgación en la célula huésped se puede 
lograr mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Éstas incluyen, pero no se limitan a 
transfección (incluyendo electroforesis y electroporación), fusión de protoplastos, precipitación con fosfato de calcio, fusión 
celular con ADN envuelto, microinyección e infección con virus intacto. Véase, Ridgway, AAG "Mammalian Expression 
Vectors" Capítulo 24.2, pp. 470-472 Vectors, Rodríguez y Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988). Lo más 30 
preferiblemente, la introducción del plásmido en el huésped se realiza mediante electroporación. Las células transformadas 
se cultivan en condiciones apropiadas para la producción de cadenas ligeras y cadenas pesadas, y se analizan para 
determinar la síntesis de proteínas de cadenas pesadas y/o ligeras. Técnicas de ensayo ejemplares incluyen ensayo 
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o análisis de clasificación de células activadas por 
fluorescencia (FACS), inmunohistoquímica y similares. 35 

Células huésped que comprenden las moléculas de ácido nucleico aisladas o los vectores de la divulgación se cultivan en 
un medio de crecimiento apropiado. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresión "medio de crecimiento apropiado" 
significa un medio que contiene los nutrientes necesarios para el crecimiento de las células. Los nutrientes necesarios para 
el crecimiento celular pueden incluir una fuente de carbono, una fuente de nitrógeno, aminoácidos esenciales, vitaminas, 
minerales y factores de crecimiento. Opcionalmente, los medios pueden contener uno o más factores de selección. 40 
Opcionalmente, los medios pueden contener suero de ternero bovino o suero de ternero fetal (FCS, por sus siglas en 
inglés). En una realización, el medio no contiene sustancialmente IgG. El medio de crecimiento generalmente seleccionará 
las células que contienen la construcción de ADN, por ejemplo, por selección de fármacos o deficiencia en un nutriente 
esencial que se complementa con el marcador seleccionable en la construcción de ADN o se cotransfecta con la 
construcción de ADN. Las células de mamífero cultivadas se cultivan generalmente en medios que contienen suero o libres 45 
de suero comercialmente disponibles (p. ej., MEM, DMEM, DMEM/F12). En una realización, el medio es CDoptiCHO 
(Invitrogen, Carlsbad, CA.). En otra realización, el medio es CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA.). La selección de un medio 
apropiado para la línea celular particular utilizada está dentro del nivel de los expertos ordinarios en la técnica. 

Preparación de Polipéptidos 

La divulgación también proporciona un polipéptido codificado por una molécula de ácido nucleico de la divulgación. En 50 
otras realizaciones, el polipéptido de la divulgación es codificado por un vector que comprende las moléculas nucleicas 
aisladas de la divulgación. En aún otras realizaciones, el polipéptido de la divulgación es producido por una célula huésped 
que comprende las moléculas nucleicas aisladas de la divulgación. 

La presente invención proporciona un método para producir un polipéptido con actividad FVIII, que comprende: cultivar la 
célula huésped como se define en las reivindicaciones adjuntas en condiciones en las que se produce un polipéptido con 55 
actividad de FVIII y recuperar el polipéptido con actividad de FVIII. En algunas realizaciones, la expresión del polipéptido 
con actividad de FVIII aumenta con respecto a una célula huésped cultivada en las mismas condiciones, pero que 
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comprende una secuencia de nucleótidos de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16, la secuencia del gen FVIII 
original. 

En otras realizaciones, la divulgación proporciona un método para aumentar la expresión de un polipéptido con actividad 
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped de la divulgación en condiciones en las que la molécula de ácido 
nucleico expresa un polipéptido con actividad de FVIII, en el que la expresión del polipéptido con actividad de FVIII aumenta 5 
en relación con una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una molécula de ácido nucleico 
de referencia que comprende SEQ ID NO: 16. 

En otras realizaciones, la divulgación proporciona un método para mejorar el rendimiento de un polipéptido con actividad 
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped en condiciones en las que la molécula de ácido nucleico produce un 
polipéptido con actividad de FVIII, en el que el rendimiento del polipéptido con actividad de FVIII se incrementa en relación 10 
con una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia de ácido nucleico de 
referencia que comprende SEQ ID NO: 16. 

En otras realizaciones, la divulgación proporciona un método para mejorar el rendimiento de un polipéptido con actividad 
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica el 
polipéptido, en el que se incrementa el índice de adaptación de codones de una porción 3' de la secuencia de nucleótidos 15 
con respecto a una porción 5' de la secuencia de nucleótidos; en el que el rendimiento del polipéptido con actividad de 
FVIII aumenta en relación con una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia de 
ácido nucleico de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el índice de adaptación del 
codón de la porción 5' de la secuencia de nucleótido aumenta, disminuye o no cambia en relación con el índice de 
optimización por codones de SEQ ID NO: 16. 20 

En otras realizaciones, la divulgación proporciona un método para mejorar el rendimiento de un polipéptido con actividad 
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica el 
polipéptido, en donde se incrementa el índice de adaptación de codones de una porción 5' de la secuencia de nucleótidos 
con respecto a una porción 3' de la secuencia de nucleótidos; en el que el rendimiento de polipéptido con actividad de FVIII 
aumenta con respecto a una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia de ácido 25 
nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el índice de adaptación de codones de 
la porción 3' de la secuencia de nucleótidos aumenta, disminuye o no cambia en relación con el índice de optimización de 
codones de SEQ ID NO: 16. 

En otras realizaciones, la divulgación proporciona un método para mejorar el rendimiento de un polipéptido con actividad 
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica el 30 
polipéptido, en el que el índice de adaptación de codones de una porción del nucleótido que codifica una porción C-terminal 
del polipéptido aumenta con respecto a la porción del nucleótido que codifica una porción N-terminal del polipéptido; en el 
que el rendimiento del polipéptido con actividad FVIII aumenta en relación con una célula huésped cultivada en las mismas 
condiciones que comprende una secuencia de ácido nucleico de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16. En algunas 
realizaciones, el índice de adaptación de codones de la porción del nucleótido que codifica la porción N-terminal del 35 
polipéptido aumenta, disminuye o no cambia en relación con el índice de optimización por codones de SEQ ID NO: 16. 

En otras realizaciones, la divulgación proporciona un método para mejorar el rendimiento de un polipéptido con actividad 
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica el 
polipéptido, en el que el índice de adaptación de codones de una porción del nucleótido que codifica una porción N-terminal 
del polipéptido aumenta con respecto a la porción del nucleótido que codifica una porción C-terminal del polipéptido; en el 40 
que el rendimiento del polipéptido con actividad de FVIII aumenta en relación con una célula huésped cultivada en las 
mismas condiciones que comprende una secuencia de ácido nucleico de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16. En 
algunas realizaciones, el índice de adaptación de codones de la porción del nucleótido que codifica la porción C-terminal 
del polipéptido aumenta, disminuye o no cambia en relación con el índice de optimización de codones de SEQ ID NO: 16. 

En otras realizaciones, un polipéptido codificado por la porción 5' del nucleótido, cuando se alinea correctamente, se 45 
corresponde con aproximadamente los aminoácidos 1-497 de SEQ ID NO: 17, aminoácidos 20-497 de SEQ ID NO: 17, o 
un fragmento del mismo. En otras realizaciones, un polipéptido codificado por la porción 3' del nucleótido, cuando se alinea 
correctamente, se corresponde con aproximadamente los aminoácidos 498-1458 de SEQ ID NO: 17, o un fragmento del 
mismo. 

En algunas realizaciones, la expresión del polipéptido FVIII aumenta al menos aproximadamente 1,5 veces, al menos 50 
aproximadamente 2 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, al menos aproximadamente 12 veces, al menos aproximadamente 13 veces, al menos 
aproximadamente 14 veces, al menos aproximadamente 15 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos 55 
aproximadamente 25 veces, al menos aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 35 veces, al menos 
aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 60 veces, al menos 
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aproximadamente 70 veces, al menos aproximadamente 80 veces, al menos aproximadamente 90 veces, al menos 
aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 150 veces, o al menos aproximadamente 200 veces con 
respecto a una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia de ácido nucleico de 
referencia que comprende SEQ ID NO: 16. 

Hay una diversidad de métodos disponibles para producir de forma recombinante una proteína FVIII a partir de la molécula 5 
de ácido nucleico optimizada de la divulgación. Se puede producir un polinucleótido de la secuencia deseada mediante 
síntesis de ADN en fase sólida de novo o mediante mutagénesis por PCR de un polinucleótido preparado anteriormente. 
La mutagénesis mediada por oligonucleótidos es un método para preparar una sustitución, inserción, deleción o alteración 
(p. ej., codón alterado) en una secuencia de nucleótidos. Por ejemplo, el ADN de partida se altera mediante la hibridación 
de un oligonucleótido que codifica la mutación deseada con un molde de ADN de cadena sencilla. Después de la 10 
hibridación, se utiliza una ADN polimerasa para sintetizar una segunda cadena complementaria completa del molde que 
incorpora el cebador oligonucleotídico. En una realización, la ingeniería genética,  p. ej., mutagénesis por PCR basada en 
cebadores, es suficiente para incorporar una alteración, como se define en esta memoria, para producir un polinucleótido 
de la divulgación. 

Para la producción de proteínas recombinantes, se inserta una secuencia de polinucleótidos optimizada de la divulgación 15 
que codifica la proteína FVIII en un vehículo de expresión apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos 
necesarios para la transcripción y traducción de la secuencia codificante insertada o, en el caso de un vector viral de ARN, 
los elementos necesarios para la replicación y traducción. 

La secuencia de polinucleótidos de la divulgación se inserta en el vector en el marco de lectura adecuado. A continuación, 
el vector de expresión se transfecta en una célula diana adecuada que expresará el polipéptido. Técnicas de transfección 20 
conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a precipitación con fosfato de calcio (Wigler et al. 1978, Cell 14: 725) y 
electroporación (Neumann et al. 1982, EMBO, J. 1: 841). Se puede utilizar una diversidad de sistemas de vectores de 
expresión del huésped para expresar las proteínas FVIII descritas en esta memoria en células eucarióticas. En una 
realización, la célula eucariótica es una célula animal, incluyendo células de mamífero (p. ej., células HEK293, células 
PER.C6®, CHO, BHK, Cos, HeLa). Una secuencia de polinucleótidos de la divulgación también puede codificar una 25 
secuencia señal que permitirá que se secrete la proteína FVIII. Un experto en la técnica entenderá que mientras la proteína 
FVIII se traduce, la secuencia señal es escindida por la célula para formar la proteína madura. En la técnica se conocen 
diversas secuencias señal, p. ej., la secuencia señal del factor Vll nativo, la secuencia señal del factor IX nativo y la 
secuencia señal de la cadena ligera de IgK de ratón. Alternativamente, en los casos en los que no se incluye una secuencia 
señal, la proteína FVIII puede recuperarse lisando las células. 30 

La proteína FVIII de la divulgación se puede sintetizar en un animal transgénico, tal como un roedor, una cabra, una oveja, 
un cerdo o una vaca. La expresión "animales transgénicos" se refiere a animales no humanos que han incorporado un gen 
extraño en su genoma. Debido a que este gen está presente en los tejidos de la línea germinal, se transmite de padres a 
hijos. Los genes exógenos se introducen en embriones unicelulares (Brinster et al. 1985, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 
82:4438). Se conocen en la técnica métodos para producir animales transgénicos que incluyen transgénicos que producen 35 
moléculas de inmunoglobulina (Wagner et al. 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 6376; McKnight et al. 1983, Cell 34: 
335; Brinster et al. 1983, Nature 306: 332 ; Ritchie et al. 1984, Nature 312: 517; Baldassarre et al. 2003, Theriogenology 
59 : 831; Robl et al. 2003, Theriogenology 59: 107; Malassagne et al. 2003, Xenotransplantation 10 (3): 267). 

Los vectores de expresión pueden codificar etiquetas que permitan una fácil purificación o identificación de la proteína 
producida de forma recombinante. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, el vector pUR278 (Ruther et al. 1983, EMBO J. 40 
2: 1791) en el que la secuencia codificante de la proteína FVIII descrita en esta memoria se puede ligar en el vector en 
marco con la región codificante lac Z, de modo que se produce una proteína híbrida; vectores pGEX se pueden utilizar 
para expresar proteínas con una etiqueta de glutatión S-transferasa (GST). Estas proteínas son habitualmente solubles y 
se pueden purificar fácilmente de las células mediante adsorción en perlas de glutatión-agarosa seguido de elución en 
presencia de glutatión libre. Los vectores incluyen sitios de escisión (p. ej., PreCission Protease (Pharmacia, Peapack, NJ)) 45 
para facilitar la eliminación de la etiqueta después de la purificación. 

Para los fines de esta divulgación, se pueden emplear numerosos sistemas de vectores de expresión. Estos vectores de 
expresión son típicamente replicables en los organismos huéspedes como episomas o como parte integral del ADN 
cromosómico del huésped. Vectores de expresión pueden incluir secuencias de control de la expresión que incluyen, pero 
no se limitan a promotores (p. ej., promotores asociados de forma natural o heterólogos), potenciadores, secuencias señal, 50 
señales de corte y empalme, elementos potenciadores y secuencias de terminación de la transcripción. Preferiblemente, 
las secuencias de control de la expresión son sistemas de promotores eucarióticos en vectores capaces de transformar o 
transfectar células huésped eucarióticas. Vectores de expresión también pueden utilizar elementos de ADN que se derivan 
de virus animales tales como virus del papiloma bovino, virus del polioma, adenovirus, virus vaccinia, baculovirus, retrovirus 
(RSV, MMTV o MOMLV), citomegalovirus (CMV) o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistrónicos con sitios 55 
de unión a ribosomas internos. 

Comúnmente, los vectores de expresión contienen marcadores de selección (p. ej., resistencia a ampicilina, resistencia a 
higromicina, resistencia a tetraciclina o resistencia a neomicina) para permitir la detección de las células transformadas con 
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las secuencias de ADN deseadas (véase, p. ej., Itakura et al., Patente de EE.UU. 4.704.362). Células que han integrado 
el ADN en sus cromosomas pueden seleccionarse introduciendo uno o más marcadores que permitan la selección de 
células huésped transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a un huésped auxotrófico, resistencia a biocidas 
(p. ej., antibióticos) o resistencia a metales pesados tales como el cobre. El gen marcador seleccionable puede enlazarse 
directamente a las secuencias de ADN a expresar o introducirse en la misma célula mediante cotransformación. 5 

Un ejemplo de un vector útil para expresar una secuencia de FVIII optimizada es NEOSPLA (Patente de EE.UU. Nº 
6.159.730). Este vector contiene el promotor/potenciador del citomegalovirus, el promotor principal de la beta globina de 
ratón, el origen de replicación de SV40, la secuencia de poliadenilación de la hormona de crecimiento bovina, el exón 1 y 
el exón 2 de neomicina fosfotransferasa, el gen dihidrofolato reductasa y secuencia conductora. Se ha encontrado que 
este vector da como resultado un nivel muy alto de expresión de anticuerpos tras la incorporación de genes de la región 10 
variable y constante, transfección en células, seguida de selección en medio que contiene G418 y amplificación con 
metotrexato. Los sistemas vectoriales también se enseñan en las Pat. de EE.UU. Nº 5.736.137 y 5.658.570 . Este sistema 
proporciona altos niveles de expresión, p. ej., > 30 pg/célula/día. Otros sistemas de vectores ejemplares se describen, p. 
ej., en la Patente de EE.UU. Nº 6.413.777. 

En otras realizaciones, los polipéptidos de la divulgación de la presente divulgación se pueden expresar utilizando 15 
construcciones policistrónicas. En estos sistemas de expresión se pueden producir múltiples productos génicos de interés 
tales como múltiples polipéptidos de proteína de unión a multímeros a partir de una única construcción policistrónica. Estos 
sistemas utilizan ventajosamente un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) para proporcionar niveles relativamente 
altos de polipéptidos en células huésped eucarióticas. Secuencias de IRES compatibles se describen en la Pat. de EE.UU. 
Nº 6.193.980. 20 

Más generalmente, una vez que se ha preparado el vector o la secuencia de ADN que codifica un polipéptido, el vector de 
expresión se puede introducir en una célula huésped apropiada. Es decir, las células huésped pueden transformarse. La 
introducción del plásmido en la célula huésped se puede lograr mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos 
en la técnica, como se comentó arriba. Las células transformadas se cultivan en condiciones apropiadas para la producción 
del polipéptido FVIII y se analizan para determinar la síntesis del polipéptido FVIII. Ejemplos de técnicas de ensayo incluyen 25 
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o análisis de clasificación de células 
activadas por fluorescencia (FACS), inmunohistoquímica y similares. 

En descripciones de procesos para el aislamiento de polipéptidos de huéspedes recombinantes, el término "célula" y la 
expresión "cultivo celular" se utilizan indistintamente para designar la fuente del polipéptido, a menos que se especifique 
claramente lo contrario. En otras palabras, la recuperación del polipéptido de las "células" puede significar de células 30 
completas centrifugadas o del cultivo celular que contiene tanto el medio como las células suspendidas. 

La línea de células huésped utilizada para la expresión de proteínas es preferiblemente de origen mamífero; lo más 
preferiblemente de origen humano o de ratón, ya que los ácidos nucleicos aislados de la divulgación han sido optimizados 
para la expresión en células humanas. Arriba se han descrito líneas de células huésped ejemplares. En una realización 
del método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, la célula huésped es una célula HEK293. En otra realización 35 
del método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, la célula huésped es una célula CHO. 

Genes que codifican los polipéptidos de la divulgación también se pueden expresar en células no de mamífero tales como 
bacterias, levaduras o células vegetales. A este respecto, se apreciará que también pueden transformarse diversos 
microorganismos no mamíferos unicelulares tales como bacterias; es decir, aquellos capaces de crecer en cultivos o 
fermentación. Bacterias que son susceptibles de transformación incluyen miembros de las Enterobacteriaceae, tales como 40 
cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tales como Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y 
Haemophilus influenzae. Se apreciará además que, cuando se expresan en bacterias, los polipéptidos se convierten 
típicamente en parte de los cuerpos de inclusión. Los polipéptidos deben aislarse, purificarse y luego ensamblarse en 
moléculas funcionales. 

Alternativamente, las secuencias de nucleótidos optimizadas de la divulgación pueden incorporarse en transgenes para la 45 
introducción en el genoma de un animal transgénico y la posterior expresión en la leche del animal transgénico (véase, p. 
ej., Deboer et al., documento US 5.741.957, Rosen, documento US 5.304.489 y Meade et al., documento US 5.849.992). 
Transgenes adecuados incluyen secuencias codificantes para polipéptidos en enlace operable con un promotor y 
potenciador de un gen específico para la glándula mamaria, tal como caseína o beta lactoglobulina. 

La producción in vitro permite aumentar la escala para dar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Técnicas 50 
para el cultivo de células de mamíferos en condiciones de cultivo de tejidos son conocidas en la técnica e incluyen cultivo 
en suspensión homogénea, p. ej., en un reactor de aire o en un reactor de agitación continua, o cultivo de células 
inmovilizadas o atrapadas, p. ej., en fibras huecas, microcápsulas, en microperlas de agarosa o cartuchos de material 
cerámico. Si es necesario y/o deseado, las soluciones de polipéptidos se pueden purificar mediante los métodos 
cromatográficos habituales, por ejemplo, filtración en gel, cromatografía de intercambio iónico, cromatografía sobre DEAE-55 
celulosa o cromatografía de (inmuno)afinidad, p. ej., después de la biosíntesis preferencial de un polipéptido sintético de la 
región bisagra o antes o después de la etapa de cromatografía HIC descrita en esta memoria. Una secuencia de etiqueta 
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de afinidad (p. ej., una etiqueta His( 6)) puede fijarse o incluirse opcionalmente dentro de la secuencia polipeptídica para 
facilitar la purificación aguas abajo. 

Una vez expresada, la proteína FVIII se puede purificar de acuerdo con procedimientos estándares de la técnica, que 
incluyen la precipitación con sulfato de amonio, la cromatografía en columna de afinidad, la purificación por HPLC, la 
electroforesis en gel y similares (véase, en general, Scopes, Protein Purification (Springer-Verlag, NY, (1982)). Se prefieren 5 
proteínas sustancialmente puras de al menos aproximadamente 90 a 95 % de homogeneidad, y lo más preferido de 98 a 
99 % o más de homogeneidad, para usos farmacéuticos. 

Composición Farmacéutica 

Composiciones que contienen una molécula de ácido nucleico aislada, un polipéptido que tiene actividad FVIII codificada 
por la molécula de ácido nucleico, un vector o una célula huésped de la presente divulgación pueden contener un soporte 10 
farmacéuticamente aceptable adecuado. Por ejemplo, pueden contener excipientes y/o sustancias auxiliares que faciliten 
el procesamiento de los compuestos activos en preparaciones diseñadas para el suministro en el sitio de acción. 

La composición farmacéutica se puede formular para administración parenteral (es decir, intravenosa, subcutánea o 
intramuscular) mediante inyección en bolo. Formulaciones para inyección se pueden presentar en forma de dosificación 
unitaria, p. ej., en ampollas o en envases multidosis con un conservante añadido. Las composiciones pueden adoptar 15 
formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehículos oleosos o acuosos, y pueden contener agentes 
de formulación tales como agentes de suspensión, estabilización y/o dispersión. Alternativamente, el ingrediente activo 
puede estar en forma de polvo para reconstitución con un vehículo adecuado, p. ej., agua apirógena. 

Formulaciones adecuadas para administración parenteral también incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos 
en forma hidrosoluble, por ejemplo, sales hidrosolubles. Además, se pueden administrar suspensiones de los compuestos 20 
activos como suspensiones de inyección oleosas apropiadas. Disolventes o vehículos lipófilos adecuados incluyen aceites 
grasos, por ejemplo, aceite de sésamo o ésteres de ácidos grasos sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo o triglicéridos. 
Las suspensiones acuosas para inyección pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspensión, 
incluyendo, por ejemplo, carboximetilcelulosa sódica, sorbitol y dextrano. Opcionalmente, la suspensión también puede 
contener estabilizadores. Los liposomas también se pueden utilizar para encapsular las moléculas de la divulgación para 25 
su suministro en células o espacios intersticiales. Soportes farmacéuticamente aceptables ejemplares son disolventes 
fisiológicamente compatibles, medios de dispersión, revestimientos, agentes antibacterianos y antifúngicos, agentes 
isotónicos y retardadores de la absorción, agua, solución salina, solución salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol, 
etanol y similares. En algunas realizaciones, la composición comprende agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares, 
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sódico. En otras realizaciones, las composiciones comprenden 30 
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 vida útil o la eficacia de los 
ingredientes activos. 

Composiciones de la divulgación pueden estar en una diversidad de formas, incluyendo, por ejemplo, líquidas (p. ej., 
soluciones inyectables e infusibles), dispersiones, suspensiones, formas de dosificación semisólidas y sólidas. La forma 35 
preferida depende del modo de administración y de la aplicación terapéutica. 

La composición se puede formular como una solución, microemulsión, dispersión, liposoma u otra estructura ordenada 
adecuada para una alta concentración de fármaco. Soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el 
ingrediente activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinación de ingredientes arriba 
enumerados, según se requiera, seguido de esterilización por filtración. Generalmente, las dispersiones se preparan 40 
incorporando el ingrediente activo en un vehículo estéril que contiene un medio de dispersión básico y los demás 
ingredientes requeridos entre los arriba enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparación de soluciones 
inyectables estériles, los métodos de preparación preferidos son el secado al vacío y la liofilización que produce un polvo 
del ingrediente activo más cualquier ingrediente adicional deseado de una solución filtrada previamente estéril. La fluidez 
adecuada de una solución se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, 45 
mediante el mantenimiento del tamaño de partícula requerido en el caso de la dispersión y mediante el uso de tensioactivos. 
La absorción prolongada de composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composición un agente que 
retrase la absorción, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina. 

El ingrediente activo se puede formular con una formulación o dispositivo de liberación controlada. Ejemplos de 
formulaciones y dispositivos de este tipo incluyen implantes, parches transdérmicos y sistemas de suministro 50 
microencapsulados. Se pueden utilizar polímeros biodegradables y biocompatibles, por ejemplo, etileno y acetato de vinilo, 
polianhídridos, ácido poliglicólico, colágeno, poliortoésteres y ácido poliláctico. Métodos para la preparación de 
formulaciones y dispositivos de este tipo son conocidos en la técnica. Véase, p. ej., Sustained and Controlled Release 
Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978. 
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Formulaciones de depósito inyectables se pueden preparar formando matrices microencapsuladas del fármaco en 
polímeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la relación de fármaco a polímero y de la 
naturaleza del polímero empleado, se puede controlar la velocidad de liberación del fármaco. Otros polímeros 
biodegradables ejemplares son poliortoésteres y polianhídridos. Formulaciones inyectables de depósito también se pueden 
preparar atrapando el fármaco en liposomas o microemulsiones. 5 

Compuestos activos complementarios se pueden incorporar en las composiciones. En una realización, la proteína 
quimérica de la divulgación se formula con otro factor de coagulación, o una variante, fragmento, análogo o derivado del 
mismo. Por ejemplo, el factor de coagulación incluye, pero no se limita a factor V, factor VII, factor VIII, factor IX, factor X, 
factor XI, factor XII, factor XIII, protrombina, fibrinógeno, factor de von Willebrand o factor tisular soluble recombinante. 
(rsTF, por sus siglas en inglés) o formas activadas de cualquiera de los anteriores. El factor de coagulación del agente 10 
hemostático también puede incluir fármacos anti-fibrinolíticos, p. ej., ácido épsilon-amino-caproico, ácido tranexámico. 

Regímenes de dosificación se pueden ajustar para proporcionar la respuesta óptima deseada. Por ejemplo, se puede 
administrar un solo bolo, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del tiempo, o la dosis se puede reducir o 
aumentar proporcionalmente según lo indiquen las exigencias de la situación terapéutica. Es ventajoso formular 
composiciones parenterales en forma de unidades de dosificación para facilitar la administración y uniformidad de la 15 
dosificación. Véase, p. ej., Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, Pensilvania 1980). 

Además del compuesto activo, la forma de dosificación líquida puede contener ingredientes inertes tales como agua, 
alcohol etílico, carbonato de etilo, acetato de etilo, alcohol bencílico, benzoato de bencilo, propilenglicol, 1,3-butilenglicol, 
dimetilformamida, aceites, glicerol, alcohol tetrahidrofurfurílico, polietilenglicoles y ésteres de ácidos grasos de sorbitán. 

Ejemplos no limitativos de soportes farmacéuticos adecuados también se describen en Remington's Pharmaceutical 20 
Sciences de E.W. Martin. Algunos ejemplos de excipientes incluyen almidón, glucosa, lactosa, sacarosa, gelatina, malta, 
arroz, harina, greda, gel de sílice, estearato de sodio, monoestearato de glicerol , talco, cloruro sódico, leche descremada 
en polvo, glicerol, propilenglicol, agua, etanol , y similares. La composición también puede contener reactivos 
tamponadores del pH y agentes humectantes o emulsionantes. 

Para la administración oral, la composición farmacéutica puede adoptar la forma de tabletas o cápsulas preparadas por 25 
medios convencionales. La composición también se puede preparar como un líquido, por ejemplo, un jarabe o una 
suspensión. El líquido puede incluir agentes de suspensión (p. ej., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas 
comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o acacia), vehículos no acuosos (p. ej., aceite de almendras, 
ésteres oleosos, alcohol etílico o aceites vegetales fraccionados) y conservantes (p. ej., p-hidroxibenzoatos de metilo o 
propilo o ácido sórbico). Las preparaciones también pueden incluir agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes. 30 
Alternativamente, la composición se puede presentar como un producto seco para reconstitución con agua u otro vehículo 
adecuado. 

Para administración bucal, la composición puede adoptar la forma de tabletas o pastillas de acuerdo con los protocolos 
convencionales. 

Para la administración por inhalación, los compuestos para uso de acuerdo con la presente divulgación se suministran 35 
convenientemente en forma de aerosol nebulizado con o sin excipientes o en forma de un espray de aerosol de un envase 
presurizado o nebulizador, con opcionalmente un propulsor, p. ej., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, 
diclorotetrafluorometano, dióxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de 
dosificación se puede determinar proporcionando una válvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular 
cápsulas y cartuchos de, p. ej., gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contenga una mezcla de polvo del 40 
compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidón. 

La composición farmacéutica también se puede formular para administración rectal como supositorio o enema de retención, 
p. ej., que contiene bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros gliceridos. 

En una realización, una composición farmacéutica comprende un polipéptido que tiene actividad de Factor VIII, una 
molécula de ácido nucleico optimizada que codifica el polipéptido que tiene actividad de Factor VIII, el vector que 45 
comprende la molécula de ácido nucleico o la célula huésped que comprende el vector, y un soporte farmacéuticamente 
aceptable. En algunas realizaciones, la composición se administra por una vía seleccionada del grupo que consiste en 
administración tópica, administración intraocular, administración parenteral, administración intratecal, administración 
subdural y administración oral. La administración parenteral puede ser administración intravenosa o subcutánea. 

En otras realizaciones, la composición se utiliza para tratar una enfermedad o afección de sangrado en un sujeto que lo 50 
necesite. La enfermedad o afección de sangrado se selecciona del grupo que consiste en un trastorno de sangrado de la 
coagulación, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia, hemorragia en los músculos, hemorragia oral, 
traumatismo, trauma capitis, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intra-abdominal, hemorragia 
intratorácica , fractura ósea, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el espacio retrofaríngeo, sangrado en el 
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espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas y cualesquiera combinaciones de los mismos. En aún otras 
realizaciones, el sujeto está programado para someterse a una cirugía. En aún otras realizaciones, el tratamiento es 
profiláctico o bajo demanda. 

Métodos de Tratamiento 

La presente invención proporciona una molécula de ácido nucleico o un vector como se define en las reivindicaciones 5 
adjuntas para uso en un método para tratar un trastorno de sangrado. En algunas realizaciones, el trastorno de sangrado 
se caracteriza por una deficiencia de FVIII. En algunas realizaciones, el trastorno de sangrado es hemofilia. En algunas 
realizaciones, el trastorno de sangrado es la hemofilia A. En algunas realizaciones, la actividad del FVIII en plasma a las 
24 horas post-administración aumenta en relación con un sujeto al que se le administró una molécula de ácido nucleico de 
referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia, o un 10 
polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. 

En algunas realizaciones, la actividad de FVIII en plasma aumenta aproximadamente a las 6 horas, aproximadamente a 
las 12 horas, aproximadamente a las 18 horas, aproximadamente a las 24 horas, aproximadamente a las 36 horas, 
aproximadamente a las 48 horas, aproximadamente a los 3 días, aproximadamente a los 4 días, aproximadamente a los 
5 días, aproximadamente a los 6 días, aproximadamente a los 7 días, aproximadamente a los 8 días, aproximadamente a 15 
los 9 días, aproximadamente a los 10 días, aproximadamente a los 11 días, aproximadamente a los 12 días, 
aproximadamente a los 13 días, aproximadamente a los 14 días, aproximadamente a los 15 días, aproximadamente a los 
16 días, aproximadamente a los 17 días, aproximadamente a los 18 días, aproximadamente a los 19 días, 
aproximadamente a los 20 días, aproximadamente a los 21 días, aproximadamente a los 22 días, aproximadamente a los 
23 días, aproximadamente a los 24 días, aproximadamente a los 25 días, aproximadamente a los 26 días, 20 
aproximadamente a los 27 días o aproximadamente a los 28 días post-administración en relación con un sujeto al que se 
le administró una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector viral que comprende 
la molécula de ácido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. En 
determinadas realizaciones, la actividad del FVIII en plasma aumenta aproximadamente 24 horas post-administración en 
relación con un sujeto al que se le administró una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 25 
16, un vector viral que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula 
de ácido nucleico de referencia. En otra realización, la actividad del FVIII en plasma aumenta aproximadamente 21 días 
post-administración en relación con un sujeto al que se le administró una molécula de ácido nucleico de referencia que 
comprende SEQ ID NO: 16, un vector viral que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia o un polipéptido 
codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. 30 

En algunas realizaciones, la actividad post-administración de FVIII en plasma aumenta en al menos aproximadamente 1,5 
veces, al menos aproximadamente 2 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, al menos aproximadamente 12 veces, al menos aproximadamente 13 veces, al menos 35 
aproximadamente 14 veces, al menos aproximadamente 15 veces, al menos aproximadamente 20 veces, al menos 
aproximadamente 25 veces, al menos aproximadamente 30 veces, al menos aproximadamente 35 veces, al menos 
aproximadamente 40 veces, al menos aproximadamente 50 veces, al menos aproximadamente 60 veces, al menos 
aproximadamente 70 veces, al menos aproximadamente 80 veces, al menos aproximadamente 90 veces, al menos 
aproximadamente 100 veces, al menos aproximadamente 150 veces, al menos aproximadamente 200 veces, al menos 40 
aproximadamente 250 veces, al menos aproximadamente 300 veces, al menos aproximadamente 350 veces, al menos 
aproximadamente 400 veces, al menos aproximadamente 450 veces o al menos aproximadamente 500 veces en relación 
con un sujeto al que se le administró una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un 
vector viral que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula de ácido 
nucleico de referencia. En algunas realizaciones, la actividad del FVIII en plasma post-administración aumenta en al menos 45 
aproximadamente un 150 %, al menos aproximadamente un 200 %, al menos aproximadamente un 250 %, al menos 
aproximadamente un 300 %, al menos aproximadamente un 350 %, al menos aproximadamente un 400 %, al menos 
aproximadamente un 450 %, al menos aproximadamente un 500 %, al menos aproximadamente un 550 %, al menos 
aproximadamente un 600 %, al menos aproximadamente un 650 %, al menos aproximadamente un 700 %, al menos 
aproximadamente un 750 %, al menos aproximadamente un 800 %, al menos aproximadamente un 850 %, al menos 50 
aproximadamente un 900 %, al menos aproximadamente un 950 %, al menos aproximadamente un 1000 %, al menos 
aproximadamente un 1500 %, al menos aproximadamente un 2000 %, al menos aproximadamente un 2500 %, al menos 
aproximadamente un 3000 %, al menos aproximadamente un 3500 %, al menos aproximadamente un 4000 %, al menos 
aproximadamente un 4500 %, al menos aproximadamente un 5000 %, al menos aproximadamente un 5500 %, al menos 
aproximadamente un 6000 %, al menos aproximadamente un 7000 %, al menos aproximadamente un 8000 %, al menos 55 
aproximadamente un 9000 %, al menos aproximadamente un 10.000 % en relación con los niveles de FVIII circulantes 
fisiológicamente normales. En una realización, la actividad de FVIII en plasma después de la administración aumenta en 
al menos aproximadamente 3000 a aproximadamente 5000 % en relación con los niveles de FVIII circulantes 
fisiológicamente normales. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administración de un plásmido que comprende 
un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de factor VIII (FVIII) descrito en esta memoria, o a 60 
los 21 días post-administración de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen optimizado por codones que codifica 
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polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVIII) descrita en esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al 
menos aproximadamente 6 veces en relación con un sujeto al que se le administra una molécula de ácido nucleico de 
referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia o un 
polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-
administración de un plásmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de 5 
Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 días post-administración de un vector lentiviral o AAV que 
comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en 
esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al menos aproximadamente 10 veces en relación con un sujeto al 
que se le administra una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que 
comprende la molécula de ácido nucleico de referencia, o un polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de 10 
referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administración de un plásmido que comprende un gen optimizado 
por codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 días post-
administración de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con 
actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al menos 
aproximadamente 23 veces en relación con un sujeto al que se le administra una molécula de ácido nucleico de referencia 15 
que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia, o un polipéptido 
codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administración 
de un plásmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) 
descritos en esta memoria, o a los 21 días post-administración de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen 
optimizado por codones que codifica polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, la 20 
actividad de FVIII en plasma aumenta al menos aproximadamente 18 veces en relación con un sujeto al que se le 
administra una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la 
molécula de ácido nucleico de referencia, o un polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. En 
algunas realizaciones, a las 24 horas post-administración de un plásmido que comprende un gen optimizado por codones 
que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 días post-administración 25 
de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con la actividad de 
Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al menos aproximadamente 30 
veces en relación con un sujeto al que se le administra una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ 
ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de referencia, o un polipéptido codificado por la molécula 
de ácido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administración de un plásmido que 30 
comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta 
memoria, o a los 21 días post-administración de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen optimizado por codones 
que codifica polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, la actividad de FVIII en plasma 
aumenta al menos aproximadamente 50 veces en relación con un sujeto al que se le administra una molécula de ácido 
nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de 35 
referencia o un polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 
horas post-administración de un plásmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con 
actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 días post-administración de un vector lentiviral o AAV 
que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVIII) descritos 
en esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al menos aproximadamente 100 veces en relación con un sujeto 40 
al que se le administra una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que 
comprende la molécula de ácido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula de ácido nucleico de 
referencia. 

La divulgación también se refiere a una molécula de ácido nucleico aislada descrita en esta memoria o un polipéptido que 
tiene actividad de FVIII codificada por el ácido nucleico para uso en un método para tratar, mejorar o prevenir un trastorno 45 
hemostático en un sujeto, comprendiendo el método administrar un cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de 
ácido nucleico aislada o del polipéptido. El tratamiento, la mejora y la prevención mediante la molécula de ácido nucleico 
aislada o el polipéptido codificado pueden ser una terapia de derivación. El sujeto que recibe terapia de derivación ya puede 
haber desarrollado un inhibidor de un factor de coagulación, p. ej., FVIII, o está sujeto a desarrollar un inhibidor de factor 
de coagulación. 50 

Las moléculas de ácido nucleico, los vectores o los polipéptidos de la divulgación tratan o previenen un trastorno 
hemostático al fomentar la formación de un coágulo de fibrina. El polipéptido que tiene actividad de FVIII codificado por la 
molécula de ácido nucleico de la divulgación puede activar un miembro de una cascada de coagulación. El factor de 
coagulación puede participar en la vía extrínseca, la vía intrínseca o ambas. 

Las moléculas de ácido nucleico, los vectores o los polipéptidos de la divulgación pueden utilizarse para tratar trastornos 55 
hemostáticos que se sabe que son tratables con FVIII. Los trastornos hemostáticos que se pueden tratar utilizando los 
métodos de la divulgación incluyen, pero no se limitan a hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de von Willebrand , deficiencia 
de Factor XI (deficiencia de PTA), deficiencia de Factor XII, así como deficiencias o anomalías estructurales en fibrinógeno, 
protrombina , Factor V, Factor VII, Factor X o Factor XIII, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia, 
hemorragia en los músculos, hemorragia oral, trauma, trauma capitis, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, 60 
hemorragia intraabdominal, hemorragia intratorácica , fractura ósea, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en 
el espacio retrofaríngeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y sangrado en la vaina del iliopsoas. Composiciones para 
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la administración a un sujeto incluyen moléculas de ácido nucleico que comprenden una secuencia de nucleótidos 
optimizada de la divulgación que codifica un factor de coagulación FVIII (para aplicaciones de terapia génica) así como 
moléculas polipeptídicas de FVIII. 

En algunas realizaciones, el trastorno hemostático es un trastorno hereditario. En una realización, el sujeto tiene hemofilia 
A. En otras realizaciones, el trastorno hemostático es el resultado de una deficiencia de FVIII. En otras realizaciones, el 5 
trastorno hemostático puede ser el resultado de un factor de coagulación FVIII defectuoso. 

En otra realización, el trastorno hemostático puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar de una 
enfermedad o afección secundaria subyacente. La afección no relacionada puede ser, como un ejemplo, pero no como 
una limitación, cáncer, una enfermedad autoinmune o embarazo. El trastorno adquirido puede resultar de la vejez o de la 
medicación para tratar un trastorno secundario subyacente (p. ej., quimioterapia contra el cáncer). 10 

La divulgación también se refiere al tratamiento de un sujeto que no tiene un trastorno hemostático o una enfermedad o 
afección secundaria que resulte en la adquisición de un trastorno hemostático. Por lo tanto, la divulgación se refiere a la 
molécula de ácido nucleico aislada, vector o polipéptido de FVIII descritos en esta memoria para uso en un método para 
tratar a un sujeto que necesita un agente hemostático general, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente 
eficaz de la molécula de ácido nucleico aislada, vector o polipéptido FVIII. Por ejemplo, el sujeto que necesita un agente 15 
hemostático general se somete o está a punto de someterse a cirugía. La molécula de ácido nucleico aislada, el vector o 
el polipéptido de FVIII de la divulgación se pueden administrar antes o después de la cirugía como profiláctico. La molécula 
de ácido nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII de la divulgación se pueden administrar antes o después de la 
cirugía para controlar un episodio de sangrado agudo. La cirugía puede incluir, pero no se limita a trasplante de hígado, 
resección de hígado o trasplante de células madre. 20 

En otra realización, la molécula de ácido nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII de la divulgación se pueden 
utilizar para tratar a un sujeto que tiene un episodio de sangrado agudo que no tiene un trastorno hemostático. El episodio 
de sangrado agudo puede resultar de un trauma severo, p. ej., cirugía, accidente de automóvil, herida, laceración por arma 
de fuego o cualquier otro evento traumático que resulte en un sangrado incontrolable. 

La molécula de ácido nucleico aislada, el vector o la proteína FVIII se pueden utilizar para tratar profilácticamente a un 25 
sujeto con un trastorno hemostático. La molécula de ácido nucleico aislada, el vector o la proteína FVIII se pueden utilizar 
para tratar un episodio de sangrado agudo en un sujeto con un trastorno hemostático. 

En otra realización, la expresión de la proteína FVIII mediante la administración de la molécula de ácido nucleico aislada o 
el vector de la divulgación no induce una respuesta inmunitaria en un sujeto. En algunas realizaciones, la respuesta inmune 
comprende el desarrollo de anticuerpos contra FVIII. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria comprende la 30 
secreción de citoquinas. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria comprende la activación de células B, células 
T o tanto células B como células T. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria es una respuesta inmunitaria 
inhibidora, en donde la respuesta inmunitaria en el sujeto reduce la actividad de la proteína FVIII en relación con la actividad 
del FVIII en un sujeto que no ha desarrollado una respuesta inmunitaria. En determinadas realizaciones, la expresión de 
la proteína FVIII mediante la administración de la molécula de ácido nucleico aislada o el vector de la divulgación previene 35 
una respuesta inmunitaria inhibidora contra la proteína FVIII o la proteína FVIII expresada a partir de la molécula de ácido 
nucleico aislada o el vector. 

En algunas realizaciones, una composición de molécula de ácido nucleico aislada, vector o proteína FVIII de la divulgación 
se administra en combinación con al menos otro agente que fomenta la hemostasia. Dicho otro agente que fomenta la 
hemostasia es un agente terapéutico con actividad coagulante demostrada. Como ejemplo, pero no como limitación, el 40 
agente hemostático puede incluir Factor V, Factor VII, Factor IX, Factor X, Factor XI, Factor XII, Factor XIII, protrombina o 
fibrinógeno o formas activadas de cualquiera de los anteriores. El factor de coagulación o agente hemostático también 
puede incluir fármacos antifibrinolíticos, p. ej., ácido épsilon-aminocaproico, ácido tranexámico. 

En una realización de la divulgación, la composición (p. ej., la molécula de ácido nucleico aislada, vector o polipéptido de 
FVIII) es una en la que el FVIII está presente en forma activable cuando se administra a un sujeto. Una molécula activable 45 
de este tipo puede activarse in vivo en el sitio de coagulación después de la administración a un sujeto. 

La molécula de ácido nucleico aislada, vector o polipéptido de FVIII puede administrarse por vía intravenosa, subcutánea, 
intramuscular o a través de cualquier superficie mucosa, p. ej., por vía oral, sublingual, bucal, sublingual, nasal, rectal, 
vaginal o pulmonar. La proteína FVIII se puede implantar o enlazar a un soporte sólido de biopolímero que permite la 
liberación lenta de la proteína quimérica en el sitio deseado. 50 

Para la administración oral, la composición farmacéutica puede adoptar la forma de tabletas o cápsulas preparadas por 
medios convencionales. La composición también se puede preparar como un líquido, por ejemplo, un jarabe o una 
suspensión. El líquido puede incluir agentes de suspensión (p. ej., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas 
comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o acacia), vehículos no acuosos (p. ej., aceite de almendras, 

E17705236
08-09-2022ES 2 926 585 T3



51 

ésteres oleosos, alcohol etílico o aceites vegetales fraccionados) y conservantes (p. ej., p- hidroxibenzoatos de metilo o 
propilo o ácido sórbico). Las preparaciones también pueden incluir agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes. 
Alternativamente, la composición se puede presentar como un producto seco para reconstitución con agua u otro vehículo 
adecuado. 

Para la administración bucal y sublingual, la composición puede adoptar la forma de tabletas, pastillas o películas de 5 
disolución rápida de acuerdo con los protocolos convencionales. 

Para la administración por inhalación, el polipéptido que tiene actividad de FVIII para uso de acuerdo con la presente 
divulgación se suministra convenientemente en forma de espray de aerosol desde un envase presurizado o nebulizador 
(p. ej., en PBS), con un propulsor adecuado, p. ej., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluorometano, 
dióxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificación se puede 10 
determinar proporcionando una válvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular cápsulas y cartuchos 
de, p. ej., gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contengan una mezcla de polvos del compuesto y una base 
de polvo adecuada tal como lactosa o almidón. 

En una realización, la vía de administración de la molécula de ácido nucleico aislada, vector o polipéptido de FVIII es 
parenteral. El término parenteral, tal como se utiliza en esta memoria, incluye administración intravenosa, intraarterial, 15 
intraperitoneal, intramuscular, subcutánea, rectal o vaginal. Se prefiere la forma intravenosa de administración parenteral. 
Si bien todas estas formas de administración están claramente contempladas dentro del alcance de la divulgación, una 
forma de administración sería una solución para inyección, en particular para inyección o goteo intravenoso o intraarterial. 
Habitualmente, una composición farmacéutica adecuada para inyección puede comprender un tampón (p. ej., tampón 
acetato, fosfato o citrato), un tensioactivo (p. ej., polisorbato), opcionalmente un agente estabilizador (p. ej., albúmina 20 
humana), etc. Sin embargo, en otros métodos compatibles con las enseñanzas en esta memoria, la molécula de ácido 
nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII pueden suministrarse directamente en el sitio de la población celular 
adversa, aumentando con ello la exposición del tejido enfermo al agente terapéutico. 

Preparaciones para administración parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas o no acuosas 
estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como el aceite de 25 
oliva y ésteres orgánicos inyectables tal como el oleato de etilo. Soportes acuosos incluyen agua, soluciones, emulsiones 
o suspensiones alcohólicas/acuosas, incluyendo solución salina y medios tamponados. En la presente divulgación, 
soportes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a tampón fosfato 0,01-0,1 M y preferiblemente 0,05 M 
o solución salina al 0,8 %. Otros vehículos parenterales comunes incluyen soluciones de fosfato de sodio, dextrosa de 
Ringer, dextrosa y cloruro sódico, Ringer lactatado o aceites fijos. Vehículos intravenosos incluyen reponedores de fluidos 30 
y nutrientes, reponedores de electrolitos, tales como los basados en dextrosa de Ringer, y similares. También pueden estar 
presentes conservantes y otros aditivos tales como, por ejemplo, agentes antimicrobianos, antioxidantes, agentes 
quelantes y gases inertes y similares. 

Más particularmente, composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles 
(cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparación extemporánea de soluciones o 35 
dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composición debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que 
exista una fácil jeringabilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricación y almacenamiento y preferentemente 
se preservará contra la acción contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El soporte puede ser un 
disolvente o medio de dispersión que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. ej., glicerol, propilenglicol y 
polietilenglicol líquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por 40 
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamaño de partícula 
requerido en el caso de la dispersión y mediante el uso de tensioactivos. 

La prevención de la acción de microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifúngicos, 
por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, ácido ascórbico, timerosal y similares. En muchos casos, será preferible incluir 
en la composición agentes isotónicos, por ejemplo, azúcares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o cloruro sódico. 45 
La absorción prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir incluyendo en la composición un agente 
que retrase la absorción, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina. 

En cualquier caso, soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando un compuesto activo (p. ej., un 
polipéptido solo o en combinación con otros agentes activos) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno 
o una combinación de los ingredientes enumerados en esta memoria, según se requiera, seguido de esterilización filtrada. 50 
Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehículo estéril, que contiene un 
medio de dispersión básico y los otros ingredientes requeridos entre los enumerados arriba. En el caso de polvos estériles 
para la preparación de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparación son secado en vacío y 
liofilización, lo que produce un polvo de un ingrediente activo más cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una 
solución filtrada previamente en condiciones estériles del mismo. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se 55 
envasan en recipientes tales como ampollas, bolsas, frascos, jeringas o viales y se sellan en condiciones asépticas de 
acuerdo con métodos conocidos en la técnica. Además, las preparaciones se pueden envasar y vender en forma de un kit. 
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Artículos de fabricación de este tipo tendrán preferiblemente etiquetas o prospectos que indiquen que las composiciones 
asociadas son útiles para tratar a un sujeto que padece o está predispuesto a trastornos de la coagulación. 

La composición farmacéutica también se puede formular para administración rectal en forma de un supositorio o enema 
de retención, p. ej., que contienen bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros gliceridos. 

Dosis efectivas de las composiciones de la presente divulgación para el tratamiento de afecciones varían dependiendo de 5 
muchos factores diferentes, incluyendo medios de administración, el sitio diana, el estado fisiológico del paciente, si el 
paciente es un ser humano o un animal, otros medicamentos administrado, y si el tratamiento es profiláctico o terapéutico. 
Habitualmente, el paciente es un ser humano, pero también pueden tratarse mamíferos no humanos, incluyendo los 
mamíferos transgénicos. Las dosificaciones de tratamiento pueden titularse utilizando métodos de rutina conocidos por los 
expertos en la técnica para optimizar la seguridad y la eficacia. 10 

Dosificaciones para administrar un plásmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con 
actividad de Factor VIII (FVIII), tal como se describe en esta memoria, o un polipéptido codificado por el gen optimizado 
por codones puede oscilar entre 1000 ug/kg y 0,1 ng/kg de peso corporal. En una realización, el intervalo de dosificación 
es de 1 ug/kg a 100 ug/kg. Dosificaciones para administrar un vector lentiviral que comprende un gen optimizado por 
codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII), tal como se describe en esta memoria, pueden oscilar 15 
entre 103 y 1015 UT/kg. Dosificaciones para administrar un vector AAV que comprende un gen optimizado por codones que 
codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII), tal como se describe en esta memoria, pueden oscilar entre 105 y 
1018 VG/kg. 

La molécula de ácido nucleico aislada, plásmido, vector o polipéptido de FVIII aislado se puede administrar como una dosis 
única o como dosis múltiples, en donde las dosis múltiples se pueden administrar de forma continua o en intervalos de 20 
tiempo específicos. Pueden emplearse ensayos in vitro para determinar intervalos de dosis óptimos y/o los programas de 
administración. Ensayos in vitro que miden la actividad del factor de coagulación son conocidos en la técnica. 
Adicionalmente, dosis efectivas pueden extrapolarse a partir de curvas dosis-respuesta obtenidas de modelos animales, 
p. ej., un perro hemofílico (Mount et al. 2002, Blood 99 (8): 2670). 

También se pretende que dosis intermedias en los intervalos anteriores estén dentro del alcance de la divulgación. A los 25 
sujetos se les pueden administrar dosis de este tipo diariamente, en días alternos, semanalmente o de acuerdo con 
cualquier otro programa determinado por análisis empírico. Un tratamiento ejemplar implica la administración en 
dosificaciones múltiples a lo largo de un período prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. En algunos métodos, 
se pueden administrar dos o más polipéptidos simultáneamente, en cuyo caso la dosificación de cada uno de los 
polipéptidos administrado se encuentra dentro de los intervalos indicados. 30 

La molécula de ácido nucleico aislada, el vector o los polipéptidos de FVIII de la divulgación se pueden administrar en 
múltiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones únicas pueden ser diarios, semanales, mensuales o anuales. Los 
intervalos también pueden ser irregulares como se indica midiendo los niveles en sangre del polipéptido o antígeno 
modificado en el paciente. Alternativamente, los polipéptidos se pueden administrar como una formulación de liberación 
sostenida, en cuyo caso se requiere una administración menos frecuente. La dosificación y la frecuencia varían 35 
dependiendo de la semivida del polipéptido o polinucleótido en el paciente. 

La dosificación y la frecuencia de administración pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profiláctico o 
terapéutico. En aplicaciones profilácticas, las composiciones que contienen la molécula de ácido nucleico aislada, el vector 
o el polipéptido FVIII o un cóctel de los mismos se administran a un paciente que aún no está en el estado de enfermedad 
para potenciar la resistencia del paciente o minimizar los efectos de la enfermedad. Una cantidad de este tipo se define 40 
como una "dosis efectiva profiláctica". Se administra una dosificación relativamente baja a intervalos relativamente 
infrecuentes a lo largo de un período de tiempo largo. Algunos pacientes continúan recibiendo tratamiento durante el resto 
de sus vidas. 

La molécula de ácido nucleico aislada, el vector o los polipéptidos de FVIII de la divulgación se pueden administrar 
opcionalmente en combinación con otros agentes que son eficaces para tratar el trastorno o la afección que necesita 45 
tratamiento (p. ej., profiláctico o terapéutico). 

Tal como se utiliza en esta memoria, la administración de moléculas de ácido nucleico aisladas, vectores o polipéptidos de 
FVIII aislados de la divulgación junto o en combinación con una terapia adjunta significa la administración o aplicación 
secuencial, simultánea, coextensiva, concurrente, concomitante o contemporánea de la terapia. y los polipéptidos 
descritos. Los expertos en la técnica apreciarán que la administración o aplicación de los diversos componentes del 50 
régimen terapéutico combinado se puede programar para potenciar la eficacia general del tratamiento. Un experto en la 
materia (p. ej., un médico) podría discernir fácilmente regímenes terapéuticos combinados eficaces sin una 
experimentación indebida basada en la terapia adjunta seleccionada y las enseñanzas de la presente memoria descriptiva. 
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Se apreciará, además, que la molécula de ácido nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII de la presente 
divulgación se pueden utilizar junto o en combinación con un agente o agentes (p. ej., para proporcionar un régimen 
terapéutico combinado). Agentes ejemplares con los que se puede combinar un polipéptido o polinucleótido de la 
divulgación incluyen agentes que representan el patrón de atención actual para un trastorno particular que se está tratando. 
Agentes de este tipo pueden ser de naturaleza química o biológica. El término "biológico" o la expresión "agente biológico" 5 
se refiere a cualquier agente farmacéuticamente activo elaborado a partir de organismos vivos y/o sus productos que se 
pretende utilizar como agente terapéutico. 

La cantidad de agente a utilizar en combinación con los polinucleótidos o polipéptidos de la presente divulgación puede 
variar según el sujeto o puede administrarse de acuerdo con lo que se conoce en la técnica. Véase, p. ej., Bruce A Chabner 
et al., Antineoplastic Agents, en GOODMAN & GILMAN'S THE PARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS 1233-10 
1287 (Joel G. Hardman et al., eds., 9ª ed. 1996). En otra realización, se administra una cantidad de un agente de este tipo 
consistente con el patrón de cuidado. 

Tal como se comentó previamente, los polinucleótidos y polipéptidos de la presente divulgación pueden administrarse en 
una cantidad farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de los trastornos de la coagulación. A este respecto, se 
apreciará que los polipéptidos o polinucleótidos de la divulgación se pueden formular para facilitar la administración y 15 
fomentar la estabilidad del agente activo. Preferiblemente, composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente 
divulgación comprenden un soporte estéril, no tóxico, farmacéuticamente aceptable, tal como solución salina fisiológica, 
tampones no tóxicos, conservantes y similares. Por supuesto, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgación 
se pueden administrar en dosis únicas o múltiples para proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido. 

Hay disponible un cierto número de tests para evaluar la función del sistema de coagulación: test de tiempo de 20 
tromboplastina parcial activada (aPTT, por sus siglas en inglés), ensayo cromogénico, ensayo ROTEM®, test de tiempo de 
protrombina (PT, por sus siglas en inglés) (también utilizado para determinar INR), ensayo de fibrinógeno (a menudo por 
el método de Clauss), recuento de plaquetas, pruebas de función plaquetaria (a menudo por PFA-100), TCT, tiempo de 
sangrado, test de mezcla (si una anomalía se corrige si el plasma del paciente se mezcla con plasma normal), ensayo de 
factores de coagulación, antifosfolípidos anticuerpos, dímero D, tests genéticos (p. ej., factor V de Leiden, mutación de 25 
protrombina G20210A), tiempo de veneno de víbora de Russell diluido (dRVVT, por sus siglas en inglés), diversos tests de 
función plaquetaria, tromboelastografía (TEG o Sonoclot), tromboelastometría (TEM ®, p. ej., ROTEM®), o tiempo de lisis 
de euglobulina (ELT). 

El test de aPTT es un indicador del rendimiento que mide la eficacia tanto de la vía de coagulación "intrínseca" (a la que 
también se alude como vía de activación por contacto) como de la común. Este test se utiliza comúnmente para medir la 30 
actividad de coagulación de los factores de coagulación recombinantes disponibles comercialmente, p. ej., FVIII o FIX. Se 
utiliza junto con el tiempo de protrombina (PT), que mide la vía extrínseca. 

El análisis ROTEM® proporciona información sobre la cinética completa de la hemostasia: tiempo de coagulación, 
formación de coágulos, estabilidad del coágulo y lisis. Los diferentes parámetros de la tromboelastometría dependen de la 
actividad del sistema de coagulación plasmática, la función plaquetaria, la fibrinólisis o muchos factores que influyen en 35 
estas interacciones. Este ensayo puede proporcionar una visión completa de la hemostasia secundaria. 

Terapia Génica 

La divulgación proporciona un método para aumentar la expresión de un polipéptido con actividad de FVIII en un sujeto 
que comprende administrar la molécula de ácido nucleico aislada de la divulgación a un sujeto que lo necesita, en el que 
la expresión del polipéptido aumenta con respecto a una molécula de ácido nucleico de referencia que comprende SEQ 40 
ID NO: 16. La divulgación también proporciona un método para aumentar la expresión de un polipéptido con actividad de 
FVIII en un sujeto, que comprende administrar un vector de la divulgación a un sujeto que lo necesita, en donde la expresión 
del polipéptido aumenta en relación a un vector que comprende una molécula de ácido nucleico de referencia. 

La terapia génica somática se ha explorado como un posible tratamiento para la hemofilia A. La terapia génica es un 
tratamiento particularmente atractivo para la hemofilia debido a su potencial para curar la enfermedad a través de la 45 
producción endógena continua de FVIII tras una única administración de vector. La hemofilia A es muy adecuada para un 
enfoque de reemplazo de genes porque sus manifestaciones clínicas son completamente atribuibles a la falta de un solo 
producto génico (FVIII) que circula en cantidades diminutas (200 ng/ml) en el plasma. 

Una proteína FVIII de la divulgación se puede producir in vivo en un mamífero, p. ej., un paciente humano, utilizando un 
enfoque de terapia génica para el tratamiento de una enfermedad o trastorno de sangrado seleccionado del grupo que 50 
consiste en un trastorno hemorrágico de la coagulación, hemartrosis, sangrado muscular, hemorragia oral, hemorragia, 
hemorragia en los músculos, hemorragia oral, traumatismo, trauma capitis, sangrado gastrointestinal, hemorragia 
intracraneal, hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratorácica , fractura ósea, sangrado del sistema nervioso central, 
sangrado en el espacio retrofaríngeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y el sangrado en la vaina del iliopsoas sería 
terapéuticamente beneficioso. En una realización, la enfermedad o trastorno de sangrado es hemofilia. En otra realización, 55 
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la enfermedad o trastorno de sangrado es la hemofilia A. Esto implica la administración de un ácido nucleico que codifica 
FVIII optimizado enlazado operativamente a secuencias de control de la expresión adecuadas. En una determinada 
realización, estas secuencias se incorporan en un vector viral. Vectores virales adecuados para una terapia génica de este 
tipo incluyen vectores adenovirales, vectores lentivirales, vectores baculovirales, vectores virales de Epstein Barr, vectores 
papovavirales, vectores virales de vaccinia, vectores virales del herpes simple y vectores de virus adeno-asociados (AAV). 5 
El vector viral puede ser un vector viral defectuoso en la replicación. En otras realizaciones, un vector adenoviral tiene una 
deleción en su gen E1 o en su gen E3. En otras realizaciones, las secuencias se incorporan en un vector no viral conocido 
por los expertos en la materia. 

Todos los diversos aspectos, realizaciones y opciones descritos en esta memoria se pueden combinar en todas y cada 
una de las variaciones. 10 

Habiendo descrito en general esta divulgación, se puede obtener una mayor comprensión por referencia a los ejemplos 
proporcionados en esta memoria. Estos ejemplos son solo para fines ilustrativos y no pretenden ser limitativos. 

EJEMPLOS 

Ejemplo 1. Estrategia de optimización por codones 

Se crearon ocho variantes de BDD FVIII optimizadas por codones controlando el sesgo de uso de codones, incluyendo 15 
coFVIII-3 (SEQ ID NO: 1; FIG. 1A), coFVIII-4 (SEQ ID NO: 2; FIG. 1B), coFVIII -5 (SEQ ID NO: 70; FIG. 1C), coFVIII-6 
(SEQ ID NO: 71; FIG. 1D), coFVIII-52 (SEQ ID NO: 3; FIG. 1E), coFVIII-62, coFVIII-62 (SEQ ID NO: 4; FIG. 1F), coFVIII-
25 (SEQ ID NO: 5; FIG. 1G) y coFVIII-26 (SEQ ID NO: 6; FIG. 1H). La herramienta en línea Eugene se utilizó para facilitar 
la optimización por codones como se describió anteriormente (Véase Gaspar et al., "EuGene: maximizing synthetic gene 
design for heterologous expression," Bioinformatics 28:2683-84 (2012)), y se monitorizaron varios parámetros de uso de 20 
codones, tal como el índice de adaptación de codones (CAI) y el uso relativo de codones sinónimos (RSCU, por sus siglas 
en inglés) (Tabla 5). Todas las variantes se ajustaron a CAI ≥ 83 % y RSCU ≥ 1,63, mientras que la secuencia de FVIII con 
dominio B eliminado original, antes de la optimización, tiene un CAI de 74 % y una RSCU de 1,12 (Tabla 5). 
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Además del aumento general del CAI, las ocho variantes se diseñaron en tres clases en función de la distribución del CAI 
en la región codificante, como se ilustra en la FIG. 2, con respecto a la secuencia de BDD FVIII no optimizada (FIG. 2A). 
La primera clase comprende variantes de BDD FVIII con una distribución uniforme del CAI alto en toda la región codificante 
(véanse las FIGs. 2C-2F). La primera clase incluye coFVIII-3 (FIG. 2C), coFVIII-4 (FIG. 2D), coFVIII-5 (FIG. 2E), coFVIII-6 
(FIG. 2F), así como el coFVIII-1 descrito anteriormente (FIG. 2B). La segunda clase comprende variantes de BDD-FVIII 5 
con un CAI más bajo en la mitad N-terminal de la secuencia codificante y un CAI más alto en la mitad C-terminal de la 
secuencia codificante (véanse las FIGs. 2G y 2H). La segunda clase incluye coFVIII-52 (FIG. 2G) y coFVIII-62 (FIG. 2H). 
La tercera clase comprende variantes de BDD FVIII con un CAI superior en la mitad N-terminal de la secuencia codificante 
y un CAI inferior en la mitad C-terminal de la secuencia codificante (véanse las FIGs. 21 y 2J). La tercera clase incluye 
coFVIII-25 (FIG. 21) y coFVIII-26 (FIG. 2J). 10 

Sin estar ligados por teoría alguna, se especuló que un CAI más alto podría correlacionarse con una traducción de proteínas 
más rápida, y estas tres clases podrían representar diferentes tasas de síntesis de proteínas de principio a fin. Por ejemplo, 
la traducción de una región que tiene un CAI más bajo podría proceder lentamente en relación con la traducción de una 
región que tiene un CAI más alto. Si es así, la traducción de, p. ej., la mitad N-terminal de coFVIII-52 de coFVIII-62, que 
tiene un CAI más bajo, podría proceder inicialmente lentamente seguida de una traducción más rápida de la mitad C-15 
terminal, que tiene un CAI más alto. Esto podría preferirse para el plegamiento de proteínas y la modificación post-
traducción durante la traducción sin ralentizar la síntesis de proteínas en general. El efecto opuesto podría verse para las 
variantes coFVIII-25 y coFVIII-26, que tienen un CAI más alto en la mitad N-terminal y un CAI más bajo en la mitad C-
terminal. 

Para garantizar la estabilidad del ARNm, todas las variantes optimizadas por codones de FVIII se ajustaron para evitar un 20 
cierto número de sitios, incluyendo sitios de corte y empalme crípticos, sitios poliA prematuros, motivos de inestabilidad de 
ARN (ARE) y secuencias repetidas, y para ajustar el contenido de GC (véase la Tabla 2). 

Ejemplo 2. Clonación y Expresión de Variantes de coFVIII a partir de un Plásmido pcDNA3 

Se diseñaron plásmidos de expresión que contenían las diversas variantes de FVIII para la expresión in vivo. Los 
polinucleótidos BDD FVIII (FIG. 1I; SEQ ID NO: 16) y coFVIII-1 (FIG. 11Z; SEQ ID NO: 68) no optimizados se clonaron en 25 
una cadena principal de pcDNA3 (Invitrogen), en donde el promotor CMV se reemplazó por un promotor de ET (véase la 
FIG. 3). Los plásmidos resultantes, FVIII-311 (BDD FVIII) y FVIII-303 (coFVIII-1), impulsan la expresión de BDD FVIII y 
coFVIII-1 no optimizados, respectivamente. 

La expresión in vivo de FVIII-311 y FVIII-303 se evaluó en ratones Hem A mediante inyección hidrodinámica de 5 µg de 
ADN/ratón de FVIII-303 o FVIII-311. Se recogieron muestras de plasma a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inyección 30 
y se determinó la actividad de FVIII mediante un ensayo cromogénico específico para FVIII. 

Como se muestra en la FIG. 4, la actividad de FVIII en plasma de ratones tratados con FVIII-311 (BDD FVIII; cuadrados) 
fue de 74 ± 43 mU/mL a las 72 horas posteriores a la inyección, mientras que la actividad de FVIII en plasma de ratones 
tratados con FVIII-303 (coFVIII-1; círculos) fue de 452 ± 170 mU/mL a las 72 horas posteriores a la inyección (FIG. 4). Esto 
representa un aumento de aproximadamente seis veces en la expresión de coFVIII-1 en relación con BDD FVIII no 35 
optimizado. 

Ejemplo 3. Clonación y Expresión de Variantes de coFVIII Utilizando un Sistema de Vector Lentiviral 

Para evaluar adicionalmente el nivel de expresión de las variantes de BDD FVIII optimizadas por codones, las secuencias 
codificantes se clonaron en plásmidos lentivirales bajo el control de un promotor ET (véase Amendola et al., "Coordinate 
dual-gene transgénesis by lentiviral vectors carrying synthetic bidirectional promoters," Nature Biol. 23:108-16 (2005); 40 
Publicación Internacional Nº WO 2000/066759 A1). En la FIG. 5 se muestra un mapa de plásmido de pLV-coFVIII-52; y 
plásmidos que contienen BDD FVIII no optimizado (LV-2116), coFVIII-1 (LV-coFVIII-1), coFVIII-3 (LV-coFVIII-3), coFVIII-4 
(LV-coFVIII-4), coFVIII-5 (LV-coFVIII-5) y coFVIII-6 (LV-coFVIII-6), coFVIII-62 (LV-coFVIII-62), coFVIII-25 (LV-coFVIII-25) 
y coFVIII-26 (LV-coFVIII -26) se construyeron de la misma manera, excepto que el fragmento coFVIII-52 se reemplazó por 
cada una de las secuencias codificantes indicadas utilizando los sitios Nhel y SalI (Tabla 6). 45 
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Tabla 6: Plásmidos de Expresión que Codifican Variantes de FVIII 

ID de plásmido Descripción 

FVIII-303 (coFVIII-1) coFVIII-1 bajo el promotor ET en pcDNA3 

FVIII-311 (BDD FVIII) BDD-FVIII parental bajo el promotor ET en pcDNA3 

LV-2116 (BDD FVIII) BDD-FVIII parental bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-1 coFVIII-1 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-3 coFVIII-3 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-4 coFVIII-4 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-5 coFVIII-5 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-6 coFVIII-6 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-52 coFVIII-52 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-62 coFVIII-62 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-25 coFVIII-25 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

LV-coFVIII-26 coFVIII-26 bajo el promotor ET en plásmido lentiviral 

 
Las variantes de FVIII optimizadas por codones lentivirales se evaluaron en ratones HemA mediante inyección 
hidrodinámica a una dosis de 5 µg de ADN/ratón (FIGs. 6A, 6B) o 20 µg de ADN/ratón (FIG. 6C). Como se muestra en la 5 
FIG. 6, cada uno de coFVIII-3 (FIG. 6A; triángulos), coFVIII-4 (FIG. 6A; triángulos invertidos), coFVIII-5 (FIG. 6A; rombos), 
coFVIII-6 (FIG. 6A; círculos en blanco), coFVIII-25 (FIG. 6B; triángulos), coFVIII-26 (FIG. 6B; triángulos invertidos), coFVIII-
52 (FIG. 6C; cuadrados) y coFVIII-62 (FIG. 6C; círculos negros) exhibieron una mayor actividad de FVIII que coFVIII-1 
(FIG. 6A, círculos; FIG. 6B, círculos; y FIG. 6C, triángulos). En particular, coFVIII-25 y coFVIII-26 exhibieron un nivel de 
expresión similar a las 72 horas posteriores a la inyección, alcanzando una actividad aproximadamente 3 veces mayor que 10 
la del coFVIII-1 (FIG. 6B), lo que se traduce en una actividad de FVIII 24 veces mayor en comparación con el BDD FVIII 
parental no optimizado (véase la FIG. 4). Tanto coFVIII-52 (cuadrados) como coFVIII-62 (círculos negros) lograron una 
expresión incluso mayor a las 72 horas posteriores a la inyección, exhibiendo una expresión 6 veces y 4 veces mayor, 
respectivamente, que coFVIII-1 (triángulos) y una expresión 50 veces y 30 veces mayor, respectivamente, que BDD FVIII 
parental no optimizado (círculos blancos) (FIG. 6C). Estos datos indican que la combinación de un CAI más bajo en la 15 
mitad N-terminal de la secuencia codificante y un CAI más alto en la mitad C-terminal de la secuencia codificante podría 
ser más beneficiosa para la expresión de FVIII en comparación con la distribución inversa de CAI. 

Ejemplo 4: Expresión Lentiviral a Largo Plazo de Variantes de FVIII Optimizadas por Codones en Ratones HemA 

Variantes a las que se identificó por impulsar una elevada expresión de FVIII en HemA a las 72 horas posteriores a la 
inyección hidrodinámica se evaluaron para la expresión de FVIII a largo plazo mediante transferencia génica mediada por 20 
vectores lentivirales. Los vectores lentivirales se produjeron en células 293T mediante transfección transitoria y se 
concentraron mediante ultracentrifugación hasta aproximadamente 5E9 TU/ml. A continuación, los vectores lentivirales se 
administraron a ratones HemA de 12-14 días de edad mediante inyección retro-orbital a una dosis de 1E8 TU/ratón. A los 
21 días después de la inyección lentiviral, la actividad media de FVIII en plasma fue de aproximadamente 0,04 UI/ml para 
ratones a los que se inyectó LV-2116 (BDD FVIII; FIG. 7). Cada uno de coFVIII-1, coFVIII-5, coFVIII-52, coFVIII-6 y coFVIII-25 
62 dio como resultado un nivel de FVIII circulante más alto a los 21 días posteriores a la inyección en relación con LV-2116 
(FVIII con dominio B no optimizado eliminado) control. En particular, la inyección de coFVIII-1 y coFVIII-5 produjo niveles 
de actividad plasmática de FVIII de aproximadamente 1,8 UI/mL, coFVIII-52 produjo un nivel de actividad plasmática de 
FVIII de aproximadamente 4,9 UI/mL, coFVIII-6 produjo niveles de actividad plasmática de FVIII de aproximadamente 4,6 
UI/mL y coFVIII-62 produjo un nivel de actividad plasmática de FVIII de aproximadamente 2,5 UI/mL a los 21 días 30 
posteriores a la inyección (FIG. 7). Los niveles plasmáticos de FVIII observados en ratones a los que se inyectaron LV-
coFVIII-6 y LV-coFVIII-52, 4,6 UI/ml y 4,9 UI/ml, respectivamente, son más de 100 veces mayores que los niveles 
plasmáticos observados en ratones a los que se inyectó el LV-2116 (BDD-FVIII no optimizado) control. 

Ejemplo 5. Construcciones de Fusión coFVIII- XTEN 

Se testó la capacidad de XTEN para mejorar la expresión de FVIII en estado estacionario. En primer lugar, la secuencia 35 
codificante de un XTEN de 144 aminoácidos ("XTEN144"; SEQ ID NO: 18) se insertó en el nucleótido 1193 (o después de 
los primeros 764 aminoácidos del polipéptido codificado) de coFVIII-52 y coFVIII-1 para generar coFVIII-52-XTEN (FIG. 
8A; SEQ ID NO: 19) y coFVIII-1-XTEN (FIG. 8B; SEQ ID NO: 20), respectivamente. La secuencia de coFVIII-1-XTEN se 
clonó luego en una cadena principal de pcDNA3 (Invitrogen) bajo el control de un promotor ET, como se describió arriba, 
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para crear el plásmido de expresión de FVIII-306; y la secuencia de coFVIII-52-XTEN se clonó en un plásmido lentiviral 
bajo el control de un promotor ET, como se describió arriba, para crear el pLV-coFVIII-52-XTEN (FIG. 9). Se administró 
FVIII-306 (coFVIII-1-XTEN) a ratones HemA a razón de 5 µg de ADN/ratón mediante inyección hidrodinámica. En 
comparación con FVIII-303 (coFVIII-1; FIG. 10A, círculos pequeños) y FVIII-311 (BDD FVIII; FIG. 10A, cuadrados), la fusión 
de XTEN144 a coFVIII-1 (FVIII-306; FIG. 10A, círculos grandes) dio como resultado una expresión de FVIII 5 
aproximadamente 5 veces y 33 veces mayor, respectivamente, en ratones HemA a las 72 horas posteriores a la inyección. 
El efecto de la inserción de XTEN sobre la expresión de FVIII también se evaluó utilizando un vector lentiviral en ratones 
HemA (FIG. 10B). Se administró LV-coFVIII-52-XTEN a ratones HemA de 12-14 días de edad a razón de 1E8 UT/ratón 
mediante inyección retro-orbital. En comparación con LV-coFVIII52 y LV-2116 (BDD-FVIII), la fusión de XTEN144 con 
coFVIII-52 (FIG. 10B) dio como resultado una expresión de FVIII aproximadamente 4 veces y 450 veces mayor, 10 
respectivamente, en ratones HemA a 21 días posteriores a la inyección. 

Los vectores lentivirales que comprenden cada uno de coFVIII-3, co-FVIII-4, coFVIII-5, coFVIII-6, coFVIII-62, coFVIII-25 y 
coFVIII-26 condensados con XTEN144 y condensados con un promotor ET se harán como se describe arriba. Los vectores 
se testarán para determinar su expresión de proteínas FVIII. 

Ejemplo 6. Expresión de Construcciones de coFVIII 15 

Variantes de FVIII optimizadas por codones se clonaron en plásmidos lentivirales, como se ilustra en la FIG. 9, mediante 
técnicas estándares de clonación molecular. A continuación, se produjeron vectores lentivirales en células HEK293 
mediante transfección transitoria y se aislaron mediante ultracentrifugación. 

Vectores lentivirales de FVIII se administraron a ratones HemA de 14 días de edad mediante inyección intravenosa a una 
dosis de 1,5E10 TU/kg variante de LV-FVIII. La actividad plasmática de FVIII se midió el día 21 posterior al tratamiento con 20 
LV-FVIII, y el número de copias del vector (VCN, por sus siglas en inglés) por célula se midió en muestras de necropsia 
hepática recogidas de animales tratados con LV-FVIII el día 150 post-tratamiento con LV-FVIII. Si bien los valores de VCN 
fueron similares en todos los animales, independientemente de las variantes de LV-FVIII administradas (FIG. 12B), los 
niveles de actividad de FVIII en los animales tratados con variantes de coFVIII fueron de 30 a 100 veces mayores que en 
los animales tratados con wtBDD -FVIII (FIGs. 12A y 12C; Tabla 7). Estos datos indican que la optimización por codones 25 
de FVIII mejora la expresión de FVIII en un entorno de vector lentiviral. 

Tabla 7: Expresión relativa de construcciones de FVIII optimizadas por codones 

Variantes de LV-FVIII CoFVIII-1 CoFVIII-3 CoFVIII-4 CoFVIII-5 CoFVIII-
6 

Mejora de veces de la expresión de 
FVIII en relación con LV-wtBDD-

FVIII 

57 34 33 74 107 

Variantes de LV-FVIII CoFVIII-52 CoFVIII-62 CoFVIII-25 CoFVIII-26 
 

Mejora de veces de la expresión de 
FVIII en relación con LV-wtBDD-

FVIII 

96 59 87 83 
 

 

Ejemplo 7. Respuesta Inmunitaria Mediada por la Expresión Transgénica de FVIII en Ratones HemA Después de 
Tratamiento Lentiviral 30 

Los ratones tratados con LV-FVIII del Ejemplo 6 se evaluaron para determinar la expresión de FVIII a largo plazo y la 
formación de anticuerpos anti-FVIII. La expresión de FVIII, como se pone de manifiesto por la actividad plasmática de FVIII, 
varió entre animales dentro del mismo grupo de tratamiento (FIG. 13A). Por ejemplo, tres ratones (designados 1, 2 y 3) 
tratados con un vector lentiviral que expresa la variante coFVIII-5 mostraron una expresión constante de FVIII durante 
aproximadamente 16 semanas, mientras que tres compañeros de camada (designados 4, 5 y 6), que fueron tratados con 35 
el mismo vector lentiviral, mostró fuertes descensos en los niveles de actividad plasmática de FVIII en aproximadamente 
10 semanas post-tratamiento (Figura 13A). La actividad plasmática constante de FVIII observada en los ratones 1, 2 y 3 
se correlacionó con niveles no detectables o muy bajos de anticuerpos anti-FVIII (FIG. 13B; ratones 1, 2 y 3). Por el 
contrario, los ratones que exhibieron fuertes disminuciones en la actividad plasmática de FVIII también exhibieron niveles 
incrementados de anticuerpos anti-FVIII (FIG. 13B; ratones 4, 5 y 6). Estos datos sugieren que la expresión transgénica 40 
de FVIII induce la formación de anticuerpos anti-FVIII en un subconjunto de animales, y los anticuerpos anti-FVIII 
resultantes eliminaron la proteína FVIII transgénica de la circulación. 

Se evaluó la relación entre la expresión de FVIII y la formación de anticuerpos anti-FVIII. Los ratones tratados con LV-FVIII 
del Ejemplo 6 se dividieron en dos grupos: ratones que eran negativos para anticuerpos anti-FVIII y ratones que eran 
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positivos para anticuerpos anti-FVIII. Como se muestra en la FIG. 14, la expresión de FVIII transgénico a niveles fisiológicos 
no induce una respuesta inmunitaria al FVIII transgénico (FIG. 14, círculos). Sin embargo, los niveles suprafisiológicos de 
expresión de FVIII parecen inducir la formación de anticuerpos anti-FVIII, de modo que cuanto mayor sea la expresión de 
FVIII nivel, mayor será la probabilidad de inducción de anticuerpos anti-FVIII. Estos datos sugieren que puede ser 
beneficioso mantener los niveles fisiológicos de expresión de FVIII en pacientes sometidos a un tratamiento de terapia 5 
génica de FVIII. 

Para determinar si la respuesta inmunitaria inducida por la expresión de FVIII da como resultado la pérdida de células 
hepáticas que expresan el transgén, se evaluaron el número de copias del vector (FIG. 15) y el nivel de transcripción de 
ARN de FVIII (FIG. 16) en muestras de necropsia hepática de ratones con anticuerpos anti-FVIII positivos y negativos. . 
Como se muestra en la FIG. 15, la distribución del número de copias del vector fue la misma en ratones positivos y 10 
negativos para anticuerpos anti-FVIII, lo que indica que las células con integración de LV-FVIII se mantuvieron a pesar del 
desarrollo de anticuerpos anti-FVIII. Esto sugiere que la dosis de expresión transgénica de FVIII mediada por LV-FVIII no 
induce una respuesta de linfocitos T citotóxicos (CTL) contra las células hepáticas que expresan FVIII. Para confirmar 
adicionalmente estos resultados, se evaluó la transcripción de ARN de FVIII mediante hibridación in situ de ARN (FIGs. 
16C y 16D). En el momento de la extracción del hígado, el coFVIII-52-B de ratón no tenía FVIII circulante detectable y un 15 
alto nivel de anticuerpos anti-FVIII (Figuras 16A y 16B). Sin embargo, la señal de transcripción de ARN y el número de 
células positivas para ARN de FVIII en el tejido hepático del ratón coFVIII-52-B fueron equiparables a los del ratón FVIII-
52-A, que tenía aproximadamente 4 UI/ml de FVIII circulante en el momento de la necropsia. Por lo tanto, la expresión de 
FVIII no indujo la respuesta de CTL en ratones HemA experimentales. 

Ejemplo 8. Expresión a Largo Plazo de FVIII en Neonatos de Ratón HemA Tratados con LV-FVIII 20 

Para evaluar la eficacia del uso de un sistema lentiviral para el tratamiento de pacientes pediátricos con HemA finado como 
objetivo el hígado, se administró a ratones HemA de 2 días de edad mediante inyección en la vena de la sien 
aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de LV-coFVIII-52XTEN, LV-coFVIII6-XTEN, o un vector lentiviral que expresa wtBDD-
FVIII. Se observó una expresión de FVIII constante a largo plazo para ambas variantes y el control, lo que demuestra que 
la cascada de expresión de FVIII integrada se mantuvo en las células hepáticas en división de los ratones tratados (FIG. 25 
17). Estos datos sugieren que LV-FVIII podría utilizarse potencialmente para tratar pacientes HemA tanto pediátricos como 
adultos. 

Ejemplo 9. Evaluación de LV-FVIII en Neonatos de Perros HemA 

Para evaluar adicionalmente la eficacia de LV-FVIII en modelos animales más grandes, se administraron mediante 
inyección intravenosa 1,3 x 109 TU/kg de LV-coFVIII-6-XTEN a dos perros neonatos HemA de una semana de edad 30 
(designados S3 y K4). Esta dosis fue más de 10 veces menor que la dosis utilizada anteriormente en modelos de ratones 
HemA. Después de la administración de los vectores lentivirales, se controló la actividad del FVIII en plasma mediante un 
ensayo de coagulación de una etapa (aPTT) (FIG. 18) y se controló la hemostasia de sangre entera mediante un ensayo 
de tromboelastometría rotacional (ROTEM) (FIG. 19A-19D). Antes del tratamiento con LV-FVIII, el nivel de FVIII para S3 
era del 0,7 % del normal (FIG. 18). Después del tratamiento con vector lentiviral, el nivel de FVIII de S3 aumentó al 79 % y 35 
al 103 % de lo normal en el día 7 y el día 14, respectivamente (FIG. 18). Para K4, el nivel de FVIII pre-administración fue 
del 1,4% del normal (FIG. 18). Después del tratamiento con vector lentiviral, el nivel de FVIII aumentó al 22 % y al 25 % de 
lo normal en el día 6 y el día 14, respectivamente (FIG. 18). 

Correlacionado con el nivel de FVIII, se observó ROTEM normalizado para ambos animales 2 semanas después del 
tratamiento (FIGs. 19A-19C), lo que demuestra el beneficio terapéutico mediado por LV-FVIII. El nivel de expresión de FVIII 40 
terapéuticamente beneficioso alcanzado por LV-FVIII en perros HemA confirma el uso potencial de LV-FVIII para el 
tratamiento de la hemofilia A. 

Ejemplo 10. Evaluación de LV-FVIII en Neonatos de Ratón HemA 

La terapia génica ex vivo con vectores lentivirales (LV) para el reemplazo de genes ha demostrado eficacia clínica para 
múltiples indicaciones y con un seguimiento de varios años en pacientes tratados que no muestran evidencia de 45 
tumorigénesis. El suministro sistémico de LV-FIX media en la expresión persistente de FIX y se tolera bien en modelos 
animales con hemofilia. La gran capacidad de empaquetamiento, la capacidad de mantener la expresión transgénica a 
largo plazo a través de la integración de genes, la falta de anticuerpos anti-LV pre-existentes (abs) en poblaciones humanas 
y los perfiles in vivo alentadores demostrados en entornos preclínicos y clínicos, hacen de LV un vehículo prometedor para 
la administración de genes in vivo, especialmente para genes candidatos con un gran tamaño de ADNc tal como el FVIII. 50 

Para evaluar el uso potencial de LV-FVIII para el tratamiento de la hemofilia A (HemA), variantes de FVIII humano 
optimizadas por codones (hFVIII) colocadas bajo un promotor específico para hepatocitos se incorporaron en un sistema 
LV que contiene múltiples copias de microRNA-142 secuencias diana para minimizar la expresión de FVIII en células 
presentadoras de antígenos y reducir la probabilidad de inducir anticuerpos anti-FVIII. Los vectores LV- hFVIII se 
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produjeron mediante transfección transitoria de células 293T, seguido de una concentración de 1000 veces mediante 
ultracentrifugación y evaluados en modelos de ratón HemA. Después de la administración intravenosa de LV- hFVIII, el 
nivel de hFVIII circulante se controló mediante ensayos de actividad de FVIII y de antígeno, la eficiencia de transducción 
de LV en el hígado se evaluó midiendo las copias de ADN de LV mediante PCR cuantitativa y el ARN transgénico mediante 
hibridación in situ, se midieron los anticuerpos anti -hFVIII mediante ELISA de anticuerpos anti-hFVIII totales. 5 

Se observó una expresión persistente de FVIII para todas las variantes de LV- hFVIII en ratones HemA que fueron tratados 
en la fase neonatal. A una dosis de 1,5E10 unidades de transducción/kg, el hFVIII optimizado por codones codificante de 
LV (LV-cohFVIII) dio como resultado un FVIII circulante de 30 a 100 veces mayor que el hFVIII de tipo salvaje codificante 
de LV (FIG. 12C), mientras que el número de copias del vector en células hepáticas y el porcentaje de células positivas 
para ARN de FVIII fue equiparable en todos los grupos testados (FIG. 12B). La combinación de la optimización por codones 10 
con XTEN (LV-cohFVIII-XTEN), un polipéptido hidrofílico no estructurado que supuestamente mejora la semivida circulante 
al aumentar el tamaño hidrodinámico de la carga útil, dio como resultado una actividad de FVIII de 30-50 UI/mL en plasma, 
que representa del 3.000 al 5.000 % del nivel de FVIII circulante normal (FIG. 12A, FIG. 17). Además, los abs (siglas 
inglesas de anticuerpos) anti-hFVIII solo se detectaron en ratones con un nivel suprafisiológico de hFVIII (FIG. 14), pero 
no se observó respuesta de linfocitos T citotóxicos contra las células transducidas de LV en ratones positivos para 15 
anticuerpos anti-hFVIII (FIG.s 15 y 16A-16D). El resultado de los autores de la invención respalda un desarrollo adicional 
de LV-FVIII para la terapia génica in vivo de la hemofilia A. 
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REIVINDICACIONES 

1. Un ácido nucleico aislado que comprende una secuencia de nucleótidos que codifica un polipéptido con actividad de 
FVIII, en donde la secuencia de nucleótidos comprende al menos 95 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-
2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71. 

2. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en donde la secuencia de nucleótidos comprende al menos 5 
99 % de identidad de secuencia con los nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71. 

3. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 1, en donde la secuencia de nucleótidos comprende los 
nucleótidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71. 

4. La molécula de ácido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la secuencia de 
nucleótidos comprende, además, una secuencia de ácido nucleico que codifica un péptido señal, en donde la secuencia 10 
de ácido nucleico que codifica el péptido señal tiene al menos 60 %, al menos 70 % , al menos 80 %, al menos 90 %, al 
menos 95 %, al menos 96 %, al menos 97 %, al menos 98 %, al menos 99 % o 100 % de identidad de secuencia con: 
 

(i) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 1; 
(ii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 2; 15 
(iii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 3; 
(iv) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 4; 
(v) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 5; 
(vi) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 6; 
(vii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 70; 20 
(viii) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 71; o 
(ix) los nucleótidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 68. 

5. La molécula de ácido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la molécula de ácido 
nucleico comprende una o más propiedades seleccionadas del grupo que consiste en: 
 25 

(a) el índice de adaptación de codones humanos de la molécula de ácido nucleico o una porción de la misma se 
incrementa con respecto a SEQ ID NO: 16; 
(b) la frecuencia de codones óptimos de la secuencia de nucleótidos o una porción de la misma se incrementa 
con respecto a la SEQ ID NO: 16; 
(c) la secuencia de nucleótidos o una porción de la misma contiene un mayor porcentaje de nucleótidos G/C en 30 
comparación con el porcentaje de nucleótidos G/C en SEQ ID NO: 16; 
(d) el uso relativo de codones sinónimos de la secuencia de nucleótidos o una porción de la misma se incrementa 
con respecto a SEQ ID NO: 16; 
(e) el número efectivo de codones de la secuencia de nucleótidos o una porción de la misma se reduce con 
respecto a SEQ ID NO: 16; 35 
(f) la secuencia de nucleótidos contiene menos secuencias MARS/ARS (SEQ ID NOs: 21 y 22) con respecto a 
SEQ ID NO: 16; 
(g) la secuencia de nucleótidos contiene menos elementos desestabilizantes (SEQ ID NO: 23 y 24) con respecto 
a SEQ ID NO: 16; y 
(h) cualquier combinación de los mismos. 40 
 

6. La molécula de ácido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende, además, una 
secuencia de nucleótidos heteróloga que codifica una secuencia de aminoácidos heteróloga. 

7. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 6, en donde la secuencia heteróloga de aminoácidos es una 
región constante de inmunoglobulina o una porción de la misma, XTEN, transferrina, albúmina o una secuencia PAS. 45 

8. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 7, en donde la secuencia de nucleótidos comprende SEQ ID 
NO: 72. 

9. La molécula de ácido nucleico aislada de la reivindicación 6 o 7, en donde la secuencia de aminoácidos heteróloga está 
enlazada al extremo N o al extremo C de la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos o 
insertada entre dos aminoácidos en la secuencia de aminoácidos codificada por la secuencia de nucleótidos en uno o más 50 
sitios de inserción seleccionados de la Tabla 3. 

10. La molécula de ácido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 9, en donde el polipéptido de FVIII 
es un FVIII de longitud completa o un FVIII con el dominio B suprimido. 

11. Un vector que comprende la molécula de ácido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10. 
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12. El vector de la reivindicación 11, en donde el vector es un vector lentiviral. 

13. Una célula huésped que comprende la molécula de ácido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o 
el vector de la reivindicación 11 o 12. 

14. Un método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, que comprende: cultivar la célula huésped de la 
reivindicación 13 bajo condiciones en las que se produce un polipéptido con actividad de FVIII y recuperar el polipéptido 5 
con actividad de FVIII. 

15. Una molécula de ácido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o el vector de la reivindicación 11 o 
12, para uso en un método para tratar un trastorno hemorrágico. 
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