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DESCRIPCION
Genes de Factor VIl optimizados
ANTECEDENTES DE LA DIVULGACION

La via de la coagulacion de la sangre implica, en parte, la formacién de un complejo enzimatico de Factor Vllla (FVllla) y
Factor IXa (FIXa) (complejo Xasa) sobre la superficie de las plaquetas. El FIXa es una serina proteasa con actividad
catalitica relativamente débil sin su cofactor FVllla. El complejo Xasa escinde el Factor X (FX) en el Factor Xa (FXa), el
cual interactua, a su vez, con el Factor Va (FVa) para escindir la protrombina y generar trombina. La hemofilia A es un
trastorno hemorragico 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
FVIIl debido a la presencia de inhibidores de FVIII tales como los anticuerpos anti-FVIII.

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

La enfermedad se puede tratar mediante una terapia de reemplazo que fija como objetivo la restauracion de la actividad
de FVIIl al 1 a 5 % de los niveles normales para prevenir el sangrado espontaneo (véase, p. €j., 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 hemorragicos a demanda o para prevenir que se
produzcan episodios hemorragicos mediante el tratamiento profilactico. Basado en la semivida de estos productos (10-12
h) (White G.C., et al., Thromb. Haemaost. 77:660-7 (1997); Morfini, M., Haemophilia 9 (supl. 1):94-99; discusion 100 (2003)),
los regimenes de tratamiento requieren una administracion intravenosa frecuente, cominmente de dos a tres veces por
semana para la profilaxis y de una a tres veces al dia para el tratamiento a demanda (Manco-Johnson, M.J., et al., N. Engl.
J. Med. 357:535-544 (2007)), cada uno de los cuales se incorpora en esta memoria como referencia en su totalidad. Una
administracion tan frecuente es inconveniente y costosa.

Un impedimento importante para proporcionar una proteina FVIII recombinante de bajo costo a los pacientes es el alto
costo de la produccion comercial. La proteina FVIII se expresa deficientemente en sistemas de expresion heterdlogos, dos
o tres 6rdenes de magnitud mas bajos que las proteinas de tamafio similar. (Lynch et al., Hum. Gene. Ther.; 4:259-72
(1993). La expresion deficiente de FVIIl se debe en parte a la presencia de elementos que actian en cis en la secuencia
codificante de FVIII que inhiben la expresién de FVIII, tales como elementos silenciadores de la transcripcion (Hoeben et
al., Blood 85:2447-2454 (1995)), secuencias similares a la unién a la matriz (MARs, por sus siglas en inglés) (Falux et al.,
Mol. Cell. Biol. 16:4264-4272 (1996)) y elementos inhibidores de la elongacion de la transcripcion (Koeberl et al., Hum.
Gene. Ther.; 6:469-479 (1995)).

Avances en la comprension de los autores de la invencion de la biologia de la expresion de FVIII han conducido al desarrollo
de variantes de FVIII mas potentes. Por ejemplo, estudios bioquimicos demostraron que el dominio B del FVIII era
prescindible para la actividad del cofactor del FVIII. La delecién 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 proteina secretada.
(Toole et al., Proc Natl Acad Sci USA 83:5939-42 (1986)). Esto condujo al desarrollo del concentrado de proteina FVIII con
dominio B eliminado (BDD, por sus siglas en inglés), que ahora se utiliza ampliamente en la clinica. Estudios recientes, sin
embargo, indican que el hFVIIl de longitud completa y BDD se pliegan incorrectamente en la luz del ER, dando como
resultado la activacion 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
heterdlogos.

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

SUMARIO DE LA INVENCION

La presente invencion se define en las reivindicaciones independientes y determinadas caracteristicas opcionales de la
misma se definen en las reivindicaciones dependientes. En la medida en que se utilicen en esta memoria los términos

"invencién", "ejemplo" y "realizacién", esto se interpretarda de tal manera que la Unica proteccion buscada es para la
invencion tal como se reivindica.

La presente invencién proporciona una molécula de &cido nucleico aislada como se define en las reivindicaciones adjuntas.
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La presente invencion proporciona, ademas, un vector que comprende la molécula de &cido nucleico como se define en
las reivindicaciones adjuntas. La presente invencion también proporciona una célula huésped que comprende la molécula
de &cido nucleico o el vector como se define en las reivindicaciones adjuntas.

Ademas, la presente invencion 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
polipéptido con actividad de FVIII y recuperar el polipéptido con actividad de FVIII.

Ademas, la presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico o un vector como se define en las
reivindicaciones adjuntas para uso en un método para tratar un trastorno hemorréagico.

La informacion técnica expuesta mas adelante puede, en algunos aspectos, ir mas alla del alcance de la invencion, que se
define exclusivamente por las reivindicaciones adjuntas. La informacién técnica adicional se proporciona para ubicar la
invencién real en un contexto técnico mas amplio y para ilustrar posibles desarrollos técnicos relacionados.

Ademas, las referencias incidentales a los métodos para el tratamiento del cuerpo humano o animal mediante cirugia o
terapia y los métodos de diagndstico practicados en el cuerpo humano o animal no deben interpretarse como que reclaman
proteccién 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.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

Las Figs. 1A-1J proporcionan secuencias de nucleétidos optimizadas por codones que codifican el Factor VIII con
el dominio B suprimido (SEQ ID NO: 17). La FIG. 1A muestra la secuencia de nucleétidos de coFVIII-3 (SEQ ID
NO: 1). La FIG. 1B muestra la secuencia de nucledtidos de coFVIll-4 (SEQ ID NO: 2). La FIG. 1C muestra la
secuencia de nuclettidos de coFVIII-5 (SEQ ID NO: 70). La FIG. 1D muestra la secuencia de nucleétidos de
coFVIII-6 (SEQ ID NO: 71). La FIG. 1E muestra la secuencia de nucleétidos de coFVIII-52 (SEQ ID NO: 3). La
FIG. 1F muestra la secuencia de nucleétidos de coFVIII-62 (SEQ ID NO: 4). La FIG. 1G muestra la secuencia de
nucleétidos de coFVIII-25 (SEQ ID NO: 5). La FIG. 1H muestra la secuencia de nucleétidos de coFVIII-26 (SEQ
ID NO: 6). Las FIGs. 11y 1J muestran las secuencias de nucleétidos y aminodacidos, respectivamente, suprimidas
en el dominio B (BDD-FVIII) (SEQ ID NOs: 16 y 17, respectivamente).

Las FIGs. 2A-2J muestran ajustes del sesgo de uso de codones en las secuencias de nuclettidos optimizadas
por codones que codifican BDD-FVIII. La FIG. 2A muestra la frecuencia relativa de codones en la secuencia de
nucleédtidos de tipo salvaje (antes de la optimizacion por codones) que codifica BDD-FVIII, p. ej., BDD-FVIII no
optimizado. El indice de adaptacion de codones humanos (CAl, 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
de coFVIll-1, que tiene un CAl humano del 88 %. La FIG. 2C muestra la frecuencia relativa de los codones en la
secuencia variante de coFVIII-3, que tiene un CAl humano del 91 %. La FIG. 2D muestra la frecuencia relativa de
los codones en la secuencia variante de coFVIIl-4, que tiene un CAl humano del 97 %. La FIG. 2E muestra la
frecuencia relativa de los codones en la secuencia variante de coFVIII-5, que tiene un CAl humano del 83 %. La
FIG. 2F muestra la frecuencia relativa de los codones en la secuencia variante de coFVIII-6, que tiene un CAIl
humano del 83 %. La FIG. 2G muestra la frecuencia relativa de codones en la secuencia variante de coFVIII-52,
que tiene un CAl humano del 91 %. La FIG. 2H muestra la frecuencia relativa de codones en la secuencia variante
de coFVIII-62, que tiene un CAl humano del 91 %. La FIG. 2] muestra la frecuencia relativa de codones en la
secuencia variante de coFVIII-25, que tiene un CAl humano del 88 %. La FIG. 2J muestra la frecuencia relativa
de codones en la secuencia variante de coFVIII-26, que tiene un CAl humano del 88 %.

La FIG. 3 proporciona un mapa de plasmido de FVIII-303, que comprende coFVIIl-1 en una cadena principal de
pcDNAS bajo el control del promotor de transtiretina potenciado por ET, que esté situado aguas arriba del sitio de
inicio de la traduccion de coFVIIl-1 y que comprende un potenciador sintético, un potenciador de mTIR y un
promotor de mTIR.

La FIG. 4 muestra una representacién grafica de la actividad plasmatica de FVIIl en ratones HemA después de
la inyeccion hidrodinamica de 5 ug de FVIII-303 (coFVIII-1; circulos) o 5 ug de FVIII-311 (BDD-FVIII; cuadrados).
La actividad plasmatica de FVIIl se determind mediante un ensayo cromogénico especifico para FVIII a las 24,
48y 72 horas después de la inyeccion. Se muestran los niveles de actividad relativos a las 72 horas, normalizados
al nivel de expresion de FVIII-311.

La FIG. 5 muestra un mapa de plasmido de pLV-coFVIII-52, que comprende coFVIII-52 en un plasmido lentiviral
bajo el control de un promotor ET, que esté situado aguas arriba del sitio de inicio de la traduccion de coFVIII-52
y que comprende un potenciador sintético, un potenciador mTTR y un promotor mTTR .

Las FIGs. 6A-6C muestran representaciones graficas de la actividad plasmatica de FVIII en ratones HemA
después de la inyeccion hidrodinamica de diversos nucleétidos que codifican FVIII. La actividad plasmatica de
FVIIl se determind mediante un ensayo cromogénico especifico para FVIIl a las 24, 48 y 72 horas después de la
inyeccion. La FIG. 6A muestra la actividad plasmatica de FVIIl en ratones HemA después de la inyeccion
hidrodinamica de 5 pg de LV-coFVIII-1 (circulos negros), 5 pg de LV-coFVIII-3 (triangulos), 5 ug de LV-coFVIll-4
(triangulos invertidos), 5 pug de LV -coFVIII-5 (rombos) o 5 pg de LV-coFVIII-6 (circulos en blanco). La FIG. 6B
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muestra la actividad plasmatica de FVIIl en ratones HemA tras la inyeccion hidrodinamica de 5 ug de LV-coFVIII-
1 (circulos), 5 pug de LV-coFVIII-25 (triangulos) o 5 pug de LV-coFVIII-26 (triangulos invertidos). La FIG. 6C muestra
la actividad plasmatica de FVIII en ratones HemA después de la inyeccion hidrodinamica de 20 ug de LV-2116
(secuencia de nucleétidos BDD-FVIII no optimizada por codones (WT); circulos en blanco), 20 ug de LV-coFVIlI-
1 (triangulos), 20 pg de LV- coFVIII-52 (cuadrados) o 20 ug de LV-coFVIII-62 (circulos negros). Se muestran los
niveles de actividad relativa a las 72 horas para cada uno de los plasmidos, normalizados a los niveles de
expresion 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 dias después de la inyeccion con 1E8
TU/vector lentiviral de raton que comprende coFVIIl-1, coFVIII-5, coFVIII-52, coFVIIl-6 o coFVIII-62 en
comparacion con el control LV-2116 (BDD- FVIII), y segun lo medido por un ensayo cromogénico especifico para
FVIII. Las barras de errores indican las desviaciones estandares.

Las FIGs. 8A-8C proporcionan las diversas secuencias de nucleétidos optimizadas por codones que codifican
BDD-FVIII condensado con un XTEN. La FIG. 8A muestra la secuencia de nucleétidos de coFVIII-52-XTEN (SEQ
ID NO: 19), en donde una secuencia de nucleétidos que codifica un XTEN que tiene 144 aminoacidos ("XTEN144";
SEQ ID NO: 18; subrayado) se inserta dentro de la secuencia de nucleétidos de coFVIII-52. La FIG. 8B muestra
la secuencia de nucleétidos de coFVIII-1-XTEN (SEQ ID NO: 20), en la que una secuencia de nucleédtidos que
codifica un XTEN que tiene 144 amino&cidos ("XTEN144"; SEQ ID NO: 18; subrayado) se inserta dentro de la
secuencia de nucledtidos de coFVIII-1. La FIG. 8C muestra la secuencia de nucleétidos de coFVIII-6-XTEN (SEQ
ID NO: 72), en la que una secuencia de nucledtidos que codifica un XTEN que tiene 144 aminoacidos ("XTEN144";
SEQ ID NO: 18; subrayado) se inserta dentro de la secuencia de nucleétidos de coFVIII-6 (p. €j., el residuo de
aminoécido 745 correspondiente a la secuencia de FVIII maduro).

La FIG. 9 proporciona un mapa de plasmido 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 &cido nucleico optimizadas por codones restantes que codifican un polipéptido con actividad de
FVIIl, como se describe en esta memoria, se construyeron de la misma manera que pLV-coFVIII-52-XTEN, en
que se insert6 la misma secuencia de XTEN para reemplazar el dominio B de FVIII.

Las FIGs. 10Ay 10B muestran la actividad de FVIII en ratones HemA después de la inyeccion con ADN plasmidico
(FIG. 10A) o vector lentiviral (FIG. 10B) que comprende las diversas secuencias de nucleétidos optimizadas por
codones que codifican BDD-FVIII. La FIG. 10A muestra una representacion gréafica de la actividad plasmatica de
FVIIl en ratones HemA después de la inyeccion hidrodinamica con 5 ug de FVIII-311 (secuencia de nucleétidos
que codifica BDD-FVIII no optimizadas por codones; cuadrados), 5 pug de FVIII-303 (coFVIII-1; circulos pequefios)
o FVIII-306 (coFVIII-1-XTEN 144 ; circulos grandes). La actividad relativa a las 72 horas, normalizada a FVIII-311,
se muestra para cada uno de los plasmidos. La FIG. 10B muestra la actividad de FVIIl en plasma en ratones
HemA 21 dias después de la inyeccion con 1E8 TU/ratén de vector lentiviral que comprende coFVIII-52 o coF VIII-
52-XTEN en comparacién con el control LV-2116 (BDD-FVIII), y segun lo medido por un ensayo cromogénico
especifico para FVIII. Las barras de error indican las desviaciones estandares.

La FIG. 11A muestra la secuencia de aminoacidos del factor VIII humano maduro de longitud completa. La FIG.
11B muestra la secuencia de aminoacidos del factor de von Willebrand humano de longitud completa (SEQ ID
NO: 44). Las FIGs. 11C y 11D muestran las secuencias de amino&cidos y nucleétidos, respectivamente, de un
polipéptido XTEN que tiene 42 aminodcidos (XTEN AE42-4; SEQ ID NOs: 46 y 47, respectivamente). Las
secuencias de aminoacidos de diversos polipéptidos XTEN que tienen 144 aminoacidos se muestran en las FIGs.
11E, 11G, 111, 11K, 11M, 110, 11Q, 11S, 11U y 11W (SEQ ID NOs: 48, 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64 y 66,
respectivamente), y las secuencias de nucleétidos 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 nucleétidos de un promotor ET (SEQ ID NO: 69). La FIG. 11Z muestra la
secuencia de nucledtidos para coFVIIl-1 (SEQ ID NO: 68).

La FIG. 12A es una representacion grafica de la actividad plasmatica de FVIII (Ul/mL) en ratones HemA de 14
dias de edad después de la administracion IV de aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de LV-wtBDD -FVIII (circulos),
LV-coFVIII-6 (cuadrados) o LV-coFVIII-6XTEN (triangulos). La FIG. 12B es una representacion gréfica del nimero
de copias del vector (VCN) 150 dias después del tratamiento de ratones HemA de 14 dias de edad a los que se
administraron por via IV aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de vectores lentivirales que expresan wtBDD-FVIII,
coFVIIl-1, coFVIII-3, coFVIIl -4, coFVIII-5, coFVIII-6, coFVIII-52, coFVIII-62, coFVIII-25 o coFVIII-26. La FIG. 12C
es una representacion grafica de la actividad plasmatica de FVIII (UlI/mL) 21 dias después del tratamiento de
ratones HemA de 14 dias de edad a los que se administraron por via IV aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de
vectores lentivirales que expresan wtBDD -FVIII, coFVIII-1, coFVIII-3 , coFVII-4, coFVIII-5, coFVIII-6, coFVIII-52,
coFVIII-62, coFVIII-25 o coF VIII-26.

Las FIGs. 13A y 13B son representaciones graficas que ilustran los niveles de actividad plasmatica de FVIII (FIG.
13A) y los niveles de anticuerpos anti-FVIIl (FIG. 13B) en cinco ratones HemA tratados con un lentivirus que
expresa la variante coFVIII-5. A compaferos de camada HemA de catorce dias de edad se les administraron
aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de un lentivirus que expresa la variante coFVIII-5 mediante inyeccién
intravenosa. Cada uno de los ratones se designa con un nimero (es decir, 1, 2, 3,4y 5; FIGs 13A 'y 13B).

La FIG. 14 es una representacién grafica de la correlacion entre el nivel de expresién de LV-FVIII, como se
evidencia por la actividad plasmatica de FVIIl, 21 dias después del tratamiento lentiviral, y la presencia de
anticuerpos anti-FVIIl. Cada uno de los puntos de datos corresponde a un solo ratén HemA. Cada uno de los
ratones recibié una dosis de 1,5 E10 TU/kg mediante inyeccion intravenosa de un lentivirus que expresaba una
de las variantes de coFVIII descritas en esta memoria. Las lineas horizontales indican la actividad plasmatica
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media de FVIII.

La FIG. 15 es una representacién gréafica de la correlacion entre el nimero de copias del vector (VCN, por sus
siglas en inglés) por célula 150 dias después del tratamiento lentiviral y la presencia de anticuerpos anti-FVIII.
Cada uno de los puntos de datos corresponde a un solo raton HemA. Cada uno de los ratones recibié una dosis
de 1,5 E10 TU/kg mediante inyeccion intravenosa de un lentivirus que expresaba una de las variantes de coF VIl
descritas en esta memoria. Las lineas horizontales indican el VCN medio.

Las FIGs. 16A y 16B son representaciones graficas que ilustran los niveles de actividad plasmatica de FVIII (FIG.
16A) y los niveles de anticuerpos anti-FVIIl (FIG. 16B) en dos ratones HemA (coFVIII-52-A y coFVIII-52-B)
tratados con un lentivirus que expresa la variante coFVIII-52. A compareros de camada HemA de catorce dias
de edad se les administraron aproximadamente 1,5 E10 TU/kg de un lentivirus que expresa la variante coFVIII-
52 mediante inyeccién intravenosa. Las FIGs. 16C y 16D son imagenes que muestran tincién de hibridacion in
situ de ARN para la expresion de FVIII (tincion oscura) en tejido hepatico recogido de ratones coFVIII-52-A (FIG.
16C) y coFVIII-52-B (FIG. 16D) de las FIGs. 16Ay 16B.

La FIG. 17 es una representacién grafica que muestra la expresion 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
-FVIII; triangulos), coFVII-52XTEN (circulos) o coFVII-6XTEN (triangulo invertido). Se administraron a ratones
HemA neonatales mediante inyeccion intravenosa aproximadamente 1,5 A10 TU/kg de un lentivirus que
expresaba wtBDD-FVIII, coFVIII-52XTEN o coFVIII-6XTEN. La actividad plasmatica de FVIII se midi6 durante
aproximadamente 16 semanas.

La FIG. 18 es una representacion grafica del nivel de FVIII circulante en neonatos de perro HemA (S3 o K4)
después de la administracién de 1,3 x 10° unidades de transduccion/kg de vector lentiviral que comprende un
nucleédtido que codifica Factor VIIl condensado con XTEN (SEQ ID NO: 72; LV- coFVIII-6-XTEN). Los cuadrados
conectados por una linea continua representan muestras de aPTT-S3 y los triangulos conectados por una linea
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 dias
posteriores al tratamiento con lentivirus, en donde el tratamiento con lentivirus se administra el dia 0.

Las FIGs. 19A-19C son representaciones graficas de la hemostasia de sangre entera segun se monitoriza por el
ensayo de tromboelastometria 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 coagulacién (CT, por sus siglas
en inglés) se muestra en segundos (s), el tiempo de formacion de coagulos (CFT, por sus siglas en inglés) se
muestra en segundos (s), el angulo alfa (a) se muestra en grados (°), la amplitud 5 minutos después de la CT
(A5) se muestra como milimetros (mm), la amplitud 20 minutos después de la CT (A20) se muestra como
milimetros (mm) y la firmeza maxima del coagulo (MCF, por sus siglas en inglés) se muestra como milimetros
(mm) para cada una de las FIG. 19A-19C. La FIG. 19D es una tabla que resume el intervalo normal para cada
uno de los parametros CT, CFT, a, A5, A2 y MCF mostrados en las FIGs. 19A-19C.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA DIVULGACION

La presente divulgacion describe genes optimizados por codones que codifican polipéptidos con actividad de Factor VI
(FVIN). La presente divulgacion esta dirigida a moléculas de &cido nucleico optimizadas por codones que codifican
polipéptidos con actividad de Factor VIII, vectores y células huésped que comprenden moléculas de acidos nucleicos
optimizadas, polipéptidos codificados por moléculas de &cidos nucleicos optimizadas y métodos para producir polipéptidos
de este tipo. La presente divulgacién también esta dirigida a una secuencia de &cido nucleico del Factor VIII optimizada, a
un vector que comprende la secuencia de acido nucleico optimizada o el polipéptido codificado por el mismo para uso en
un método de tratamiento de trastornos hemorragicos tales como la hemofilia. La presente divulgacion satisface una
necesidad importante en la técnica al proporcionar secuencias de Factor VIII optimizadas que demuestran una expresion
incrementada en las células huésped, mejoran el rendimiento de la proteina Factor VIII en métodos para producir Factor
VIl recombinante y, potencialmente, dan como resultado una mayor eficacia terapéutica cuando se utilizan en métodos de
terapia génica. En determinadas realizaciones, la divulgacién describe una molécula de &cido nucleico aislada que
comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una secuencia homdloga a una secuencia de nucleétidos de SEQ ID
NO: 71.

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

l. Definiciones

Ha de sefalarse que el término una entidad "un" o "una" se refiere a una o mas de esa entidad: por ejemplo, se entiende
que "una secuencia de nucleétidos" representa una o mas secuencias de nucleétidos. Como tal, el término "un" (o "una")
y las expresiones "uno/una o mas" 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, practicamente, alrededor
0 en las regiones de. Cuando el término "aproximadamente" se utiliza junto con un intervalo numérico, modifica ese
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intervalo al extender los limites 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 divulgacion designa un material biolégico (célula, polipéptido,
polinucleétido o un fragmento, variante o derivado del mismo) que ha sido eliminado de su entorno original (el entorno en
el que esta presente de forma natural). Por ejemplo, un polinucleétido presente en el estado natural en una planta o un
animal no esta aislado; sin embargo, el mismo polinucleétido separado de los acidos nucleicos adyacentes en los que esta
presente de forma natural se considera "aislado". No se requiere nivel particular de purificacion alguno. Polipéptidos
producidos de forma recombinante y proteinas expresadas en células huésped se consideran aislados para los fines de la
divulgacion, al igual que los polipéptidos nativos o recombinantes que se han separado, fraccionado o purificado parcial o
sustancialmente mediante cualquier técnica adecuada.

"Acidos nucleicos”, "moléculas de acido nucleico”, "oligonucledtido” y "polinucledtido” se utilizan indistintamente y se
refieren a la forma polimérica de éster de fosfato de los ribonucledsidos (adenosina, guanosina, uridina o citidina;
"moléculas de ARN") o desoxirribonucleésidos (desoxiadenosina, desoxiguanosina, desoxitimidina o desoxicitidina;
"moléculas de ADN"), o cualquier analogo de fosfoéster de los mismos, tales como fosforotioatos y tioésteres , ya sea en
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 expresion molécula de acido nucleico y, en particular, molécula de ADN o ARN, se refiere Unicamente a la
estructura primaria y secundaria de la molécula, y no la limita a forma terciaria particular alguna. Asi, esta expresion incluye
el ADN de doble cadena que se encuentra, entre otros, en moléculas de ADN lineales o circulares (p. €j., fragmentos de
restriccion), plasmidos, ADN superenrollado y cromosomas. Al discutir la estructura de moléculas particulares de ADN de
doble cadena, las secuencias se pueden describir en esta memoria de acuerdo con la convencion normal de dar solo la
secuencia en la direccion 5' a 3' a lo largo de la cadena de ADN no transcrita (es decir, la cadena que tiene un secuencia
homologa al ARNm). Una "molécula de ADN recombinante" es una molécula de ADN que ha sufrido una manipulacion
biolégica molecular. EI ADN incluye, pero no se limita a ADNc, ADN genémico, ADN plasmidico, ADN sintético y ADN
semisintético. Una "composicion de acido nucleico” de la divulgaciéon comprende uno o mas acidos nucleicos como se
describe en esta memoria.

Tal como se utiliza en esta memoria, una "region codificante” o "secuencia codificante" es una porcion de polinucleétido
que consiste en codones traducibles en aminoacidos. Aunque un "coddn de parada” (TAG, TGA o TAA) no se traduce
tipicamente en un aminoacido, puede considerarse parte de una region codificante, pero cualquier secuencia flanqueante,
por ejemplo, promotores, sitios de unién a ribosomas, terminadores de la transcripcién, intrones y similares, no son parte
de una region codificante. Los limites de una regioén codificante estan tipicamente determinados por un codén de inicio en
el extremo 5', que codifica el extremo amino del polipéptido resultante, y un codén de parada de la traduccién en el extremo
3', que codifica el extremo carboxilo del polipéptido resultante. Dos 0 mas regiones codificantes pueden estar presentes en
una sola construccion de polinucleétidos, p. €j., en un solo vector, o en construcciones de polinucleétidos separadas, p. €j.,
en vectores separados (diferentes). Se cumple entonces que un solo vector puede contener solo una sola regién
codificante, o comprender dos 0 mas regiones codificantes.

Determinadas proteinas secretadas por células de mamifero estan asociadas con un péptido sefial secretor que se escinde
de la proteina madura una vez que se ha iniciado la exportacion de la cadena proteica en crecimiento a través del reticulo
endoplasmico rugoso. Los expertos ordinarios en la técnica son conscientes que los péptidos sefial estan generalmente
condensados con el extremo N del polipéptido y se escinden del polipéptido completo o de "longitud completa”" para
producir una forma secretada o "madura” del polipéptido. En determinadas realizaciones, un péptido sefial nativo o un
derivado funcional de esa secuencia que retiene la capacidad de dirigir la secrecion del polipéptido esta asociado
operativamente con él. Alternativamente, puede utilizarse un péptido sefial de mamifero heterdlogo, p. €j., un activador del
plasmindgeno tisular humano (TPA, por sus siglas en inglés) o un péptido sefial de - glucuronidasa de ratén o un derivado
funcional del mismo.

La expresion "aguas abajo" se refiere a una secuencia de nucleétidos que esta situada en 3' con respecto a una secuencia
de nucledtidos de referencia. En determinadas realizaciones, las secuencias de nucleétidos aguas abajo se refieren a
secuencias que siguen al punto de inicio de la transcripcién. Por ejemplo, el codén de inicio de la traduccion de un gen esta
situado aguas abajo del sitio de inicio de la transcripcién.

La expresion "aguas arriba" se refiere a una secuencia de nucle6tidos que esté situada en 5' con respecto a una secuencia
de nuclettidos de referencia. En determinadas realizaciones, las secuencias de nucleétidos aguas arriba se refieren a
secuencias que estan situadas en el lado 5' de una region codificante o punto de partida de la transcripcién. Por ejemplo,
la mayoria de los promotores estan situados aguas arriba del sitio de inicio de la transcripcion.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "region reguladora de genes" o "region reguladora" se refiere a
secuencias de nucleétidos situadas aguas arriba (secuencias 5’ no codificantes), dentro o aguas abajo (secuencias 3’ no
codificantes) de una regién codificante, y que influyen en la transcripcion, el procesamiento del ARN, la estabilidad o la
traduccion de la region codificante asociada. Las regiones reguladoras pueden incluir promotores, secuencias conductoras
de la traduccion, intrones, secuencias de reconocimiento de poliadenilacion, sitios de procesamiento de ARN, sitios de
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union de efectores y estructuras de bucle de tallo. Si se pretende que una region codificante se exprese en una célula
eucariota, una senal de poliadenilacién y una secuencia de terminacion de la transcripcién normalmente se localizaran en
3' con respecto a la secuencia codificante.

Un polinucleétido que codifica un producto génico, p. ej., un polipéptido, puede incluir un promotor y/u otros elementos de
control de la expresion (p. €j., transcripcion o traduccién) asociados operativamente con una o0 mas regiones codificantes.
En una asociacién operable, una region codificante para un producto génico, p. €j., un polipéptido, se asocia con una o
mas regiones reguladoras de manera que coloque la expresién del producto génico bajo la influencia o el control de la o
las regiones reguladoras. Por ejemplo, una regién codificante y un promotor estan "asociados operativamente” si la
induccién de la funcion del promotor da como resultado la transcripcion del ARNm que codifica el producto génico
codificado por la regién codificante, y si la naturaleza del enlace entre el promotor y la regién codificante no interfiere con
la capacidad del promotor de dirigir la expresién del producto génico o no interfiere con la capacidad de transcripcién del
molde de ADN. Otros elementos de control de la expresién, ademas de un promotor, por ejemplo potenciadores,
operadores, represores y sefiales de terminacion de la transcripcion, también pueden asociarse operativamente con una
region codificante para dirigir la expresién del producto génico.

“Secuencias de control de la transcripcién” se refieren a secuencias reguladoras de ADN, tales como promotores,
potenciadores, terminadores y similares, que proporcionan la expresion de una secuencia codificante en una célula
huésped. Los expertos en la técnica conocen una variedad de regiones de control de la transcripcion. Estas incluyen, sin
limitacion, regiones de control de la transcripcién que funcionan en células de vertebrados, tales como, pero no limitadas a
segmentos promotores y potenciadores de citomegalovirus (el promotor temprano inmediato, junto con el intron-A), virus
simio 40 (el promotor temprano) y retrovirus (tal como el virus del sarcoma de Rous). Otras regiones de control de la
transcripcion incluyen las derivadas de genes de vertebrados tales como actina, proteina de choque térmico, hormona de
crecimiento bovina y B-globina de conejo, asi como otras secuencias capaces de controlar la expresion génica en células
eucariotas. Regiones adecuadas de control de la transcripcion adicionales incluyen promotores y potenciadores especificos
para el tejido, asi como promotores inducibles por linfoquinas (p. ej., promotores inducibles por interferones o
interleuquinas).

De manera similar, el experto ordinario en la técnica conoce una diversidad de elementos de control de la traduccién. Estos
incluyen, pero no se limitan a sitios de union a ribosomas, codones de iniciacién y terminacion de la traduccion 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 "expresion”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a un proceso mediante el cual un polinucleétido
produce un producto génico, por ejemplo, un ARN o un polipéptido. Incluye, sin limitacion, la transcripcion del polinucleétido
en ARN mensajero (ARNm), ARN de transferencia (ARNt), ARN en horquilla pequefio (ARNhp), ARN pequefio de
interferencia (ARNip) o cualquier otro producto de ARN, y la traduccion de un ARNm en un polipéptido. La expresion
produce un "producto genético”. Tal como se utiliza en esta memoria, un producto génico puede ser un &cido nucleico, p.
/., un ARN mensajero producido por la transcripcion de un gen, o un polipéptido que se traduce a partir de un transcrito.
Productos génicos descritos en esta memoria incluyen, ademas, acidos nucleicos con modificaciones postranscripcionales,
p. €j., poliadenilacion o corte y empalme, o polipéptidos con modificaciones postraduccionales, p. ej., metilacion,
glicosilacion, la adicion de lipidos, asociacién con otras subunidades proteicas o escision proteolitica. El término
"rendimiento”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la cantidad de un polipéptido producido por la expresion de
un gen.

Un "vector" se refiere a cualquier vehiculo para la clonacion y/o transferencia de un acido nucleico a una célula huésped.
Un vector puede ser un replicon al que se puede unir otro segmento de &cido nucleico para provocar la replicacién del
segmento fijado. Un "replicon" se refiere a cualquier elemento genético (p. €j., plasmido, fago, césmido, cromosoma, virus)
que funciona como una unidad autbnoma de replicacion in vivo, es decir, es capaz de replicarse bajo su propio control. El
término "vector" incluye vehiculos tanto virales como no virales para introducir el acido nucleico en una célula in vitro, ex
vivo o in vivo. Se conocen y utilizan en la técnica un gran nimero de vectores que incluyen, por ejemplo, plasmidos, virus
eucarioticos modificados o virus bacterianos modificados. La insercién de un polinucleétido en un vector adecuado se
puede lograr ligando los fragmentos de polinuclettido apropiados en un vector elegido que tenga extremos cohesivos
complementarios.

Los vectores se pueden disefar para codificar marcadores seleccionables o indicadores que proporcionan la seleccion o
identificacion de células que han incorporado el vector. La expresién de marcadores o indicadores seleccionables permite
la identificacion y/o seleccion 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 fenotipicos, es decir, genes reguladores de antocianina,
gen isopentanil transferasa, y similares. Ejemplos de indicadores conocidos y utilizados en la técnica incluyen: luciferasa
(Luc), proteina fluorescente verde (GFP, por sus siglas en inglés), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), 8- galactosidasa
(LacZ), B-glucuronidasa (Gus) y similares. Marcadores seleccionables también pueden considerarse indicadores.
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La expresion "marcador seleccionable" se refiere a un factor de identificacion, habitualmente un gen de resistencia a un
antibidtico o a un producto quimico, que sea capaz de seleccionarse en funcién del efecto del gen marcador, es decir,
resistencia a un antibiotico, resistencia a un herbicida, marcadores colorimétricos, enzimas, marcadores fluorescentes y
similares, en donde el efecto se utiliza para rastrear la herencia de un acido nucleico de interés y/o para identificar una
célula u organismo que ha heredado el acido nucleico de interés. 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 fenotipicos,
es decir, genes reguladores de antocianina, gen isopentanil transferasa, y similares.

La expresion "gen informador" se refiere a un acido nucleico que codifica un factor de identificacion que sea capaz de
identificarse en funcién del efecto del gen informador, en donde el efecto se utiliza para rastrear la herencia de un acido
nucleico de interés, para identificar una célula o un organismo que ha heredado el &cido nucleico de interés, y/o para medir
la induccién o transcripcion de la expresion génica. Ejemplos de genes indicadores conocidos y utilizados en la técnica
incluyen: luciferasa (Luc), proteina verde fluorescente (GFP), cloranfenicol acetiltransferasa (CAT), 3- galactosidasa (LacZ),
B-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
la expresion de una secuencia codificante o ARN funcional. En general, una secuencia codificante esta 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 expresién de un gen en diferentes tejidos o tipos de células, o en diferentes fases de desarrollo, 0 en respuesta a
diferentes condiciones ambientales o fisiolégicas. A promotores que hacen que un gen se exprese en la mayoria de los
tipos de células la mayoria de las veces se les alude cominmente como "promotores constitutivos”. A los promotores que
hacen que un gen se exprese en un tipo de célula especifico se les alude cominmente como "promotores especificos de
células" o "promotores especificos de tejidos".

A promotores que hacen que un gen se exprese en una fase especifica de desarrollo o diferenciacion celular se les alude
comunmente como "promotores especificos del desarrollo” o "promotores especificos de la diferenciacion celular”. A
promotores que se inducen y provocan la expresion de un gen después de la exposicion o el tratamiento de la célula con
un agente, molécula biolégica, producto quimico, ligando, luz o similar que induce al promotor se les alude cominmente
como "promotores inducibles" o "promotores regulables”. Se reconoce, ademas, que dado que en la mayoria de los casos
los limites exactos de las secuencias reguladoras no se han definido completamente, los fragmentos de ADN de diferentes
longitudes pueden tener una actividad promotora idéntica.

La secuencia promotora esté unida tipicamente en su extremo 3' por el sitio de inicio de la transcripcion y se extiende
aguas arriba (direccion 5') para incluir el numero minimo de bases o elementos necesarios para iniciar la transcripcion a
niveles detectables por encima del fondo. Dentro de la secuencia promotora se encontrard un sitio de inicio de la
transcripcion (convenientemente definido, por ejemplo, por mapeo con la nucleasa S1), asi como dominios de unién a
proteinas (secuencias consenso) responsables de la uniéon de la ARN polimerasa.

Las expresiones "endonucleasa de restriccion" y "enzima de restriccion" se utilizan indistintamente y se refieren a una
enzima que se une y corta dentro de una secuencia de nucleétidos especifica dentro del ADN de doble cadena.

El término "plasmido" se refiere a un elemento extracromosémico 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
de este tipo pueden ser secuencias de replicacién autbnoma, secuencias de integracion del genoma, secuencias de fagos
o de nucleétidos, 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 nimero de secuencias de nucledtidos en una
construccién Unica 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.

Vectores virales eucariéticos que se pueden utilizar incluyen, pero no se limitan a vectores de adenovirus, vectores de
retrovirus, vectores de virus adeno-asociados, poxvirus, p. €j., vectores de virus vaccinia, vectores de baculovirus o
vectores de virus herpes. Vectores no virales incluyen plasmidos, liposomas, lipidos cargados eléctricamente (citofectinas),
complejos de proteina de ADN y biopolimeros.

Un "vector de clonacion” se refiere a un "replicon”, que es una unidad de longitud de un &cido nucleico que se replica
secuencialmente y que comprende un origen de replicacién, tal como un plasmido, un fago o un césmido, al que pertenece
otro segmento de acido nucleico se puede fijar para provocar la replicacién del segmento fijado. Determinados vectores de
clonacion son capaces de replicarse en un tipo de célula, p. gj., bacterias y expresarse en otro, p. ej., células eucaridticas.
Vectores de clonacién comprenden tipicamente una 0 mas secuencias que pueden utilizarse para la seleccién de células
que comprenden el vector y/o uno o mas sitios de clonacion multiples para la insercion de secuencias de acido nucleico
de interés.
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La expresion "vector de expresion” se refiere a un vehiculo disefiado para permitir la expresion de una secuencia de acido
nucleico insertada después de la insercién en una célula huésped. La secuencia de &cido nucleico insertada se coloca en
asociacion operativa con regiones reguladoras como se describe arriba.

Vectores se introducen en células huésped mediante métodos bien conocidos en la técnica, p. ej., transfeccion,
electroporacion, microinyeccion, transduccion, fusién celular, DEAE dextrano, precipitacion con fosfato de calcio,
lipofeccion (fusién 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 division 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, asi como
"polipéptidos" plurales, y se refiere a una molécula compuesta de monémeros (aminoacidos) enlazados linealmente por
enlaces amida (también conocidos como enlaces peptidicos). El término "polipéptido" se refiere a cualquier cadena o
cadenas de dos o mas aminodacidos y no se refiere a una longitud especifica del producto. Asi, péptidos, dipéptidos,
tripéptidos, oligopéptidos, "proteina”, "cadena de aminoacidos" o cualquier otro término o expresion utilizada para referirse
a una cadena o cadenas de dos o mas aminodcidos, se incluyen dentro de la definicion de "polipéptido”, y el término
"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-expresion del polipéptido, que
incluyen, sin limitacion, glicosilacién, acetilacion, fosforilacion, amidacién, derivatizacion por  grupos
protectores/bloqueadores conocidos, escision proteolitica 0 modificacion por aminoacidos que se producen de forma no
natural. Un polipéptido puede derivarse de una fuente biolégica natural o puede producirse mediante tecnologia
recombinante, pero no necesariamente se traduce a partir de una secuencia de acido nucleico designada. Se puede
generar de cualquier manera, incluso por sintesis quimica.

El término "aminoacido" incluye alanina ( Ala o A); arginina (Arg o R); asparagina (Asn o N); acido aspartico (Asp o D);
cisteina (Cys o C); glutamina (GlIn o Q); acido glutamico (Glu o E); glicina (Gly o G); histidina (His o H); isoleucina (lle 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
(Thr o T); triptéfano (Trp o W); tirosina (Tyr 0 Y); y valina (Val o V). Aminoacidos no tradicionales también estan dentro del
alcance de la divulgacion e incluyen norleucina, omitina, norvalina, homoserina y otros andlogos de residuos de
aminoacidos como los descritos en Ellman et al. Meth. Enzym. 202:301-336 (1991). Para generar residuos de aminoacidos
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 activacion quimica de un ARNt supresor con un residuo
de aminodacido que no se produce de forma natural, seguido de la transcripcion y traduccién in vitro del ARN. La introduccion
del aminoacido no tradicional también puede lograrse utilizando quimicas peptidicas conocidas en la técnica. Tal como se
utiliza en esta memoria, la expresion "aminodacido polar" incluye aminoacidos que tienen carga neta cero, pero que tienen
cargas parciales distintas de cero en diferentes porciones de sus cadenas laterales (p. gj., M, F, W, S, Y, N, Q, C). Estos
aminodcidos pueden participar en interacciones hidrofobicas e interacciones electrostaticas. Tal como se utiliza en esta
memoria, la expresion "aminoacido cargado" incluye aminoacidos que pueden tener una carga neta distinta de cero en sus
cadenas laterales (p. g/, R, K, H, E, D). Estos aminoacidos pueden participar en interacciones hidrofébicas e interacciones
electrostdticas.

También se incluyen en la presente divulgacién fragmentos o variantes de polipéptidos y cualquier combinacion de los
mismos. El término "fragmento” o "variante", cuando se refiere a dominios de union a polipéptidos 0 moléculas de unién
de la presente divulgacion incluye cualquier polipéptido que conserve al menos algunas de las propiedades (p. €., afinidad
de unién a FcRn por un dominio de unién a FcRn o variante de Fc, actividad de coagulacion para una variante de FVIII, o
actividad de unién de FVIII para el fragmento de VWF) del polipéptido de referencia. Fragmentos de polipéptidos incluyen
fragmentos proteoliticos, asi como fragmentos de delecion, ademas de fragmentos de anticuerpos especificos comentados
en otra parte en esta memoria, pero no incluyen el polipéptido que se produce de forma natural de longitud completa (o
polipéptido maduro). Variantes de dominios de unién a polipéptidos o moléculas de unién de la presente divulgacion
incluyen fragmentos como se describe arriba, y también polipéptidos con secuencias de aminoacidos alteradas debido a
sustituciones, deleciones o inserciones de aminoacidos. 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 aminoacidos conservativas 0 no
conservativas.

Una “sustitucion conservativa de aminoacidos" es aquella en la que el residuo de amino&cido se reemplaza con un residuo
de aminoacido que tiene una cadena lateral similar. En la técnica se han definido familias de residuos de aminoacidos que
tienen cadenas laterales similares, incluyendo cadenas laterales basicas (p. €j., lisina, arginina, histidina), cadenas laterales
acidas (p. e/., acido aspartico, acido glutdmico), cadenas laterales polares sin carga (p. €j., glicina, asparagina, glutamina,
serina, treonina, tirosina, cisteina), cadenas laterales no polares (p. €j., alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano), cadenas laterales ramificadas beta (p. €j., treonina, valina , isoleucina) y cadenas
laterales aromaticas (p. €j., tirosina, fenilalanina, triptéfano, histidina). Por lo tanto, si un aminoacido en un polipéptido se
reemplaza por otro aminoacido de la misma familia de cadenas laterales, la sustitucion se considera conservativa. En otra
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realizacion, una cadena de aminoacidos se puede reemplazar de manera conservadora con una cadena estructuralmente
similar que difiere en el orden y/o la composicion de los miembros de la familia de cadenas laterales.

La expresion "porcentaje de identidad", como se conoce en la técnica, es una relacion entre dos 0 mas secuencias
polipeptidicas o dos 0 méas secuencias polinucleotidicas, segun se determina comparando las secuencias. En la técnica,
"identidad" también significa el grado de relacion de secuencia entre secuencias polipeptidicas o polinucleotidicas, segun
sea el caso, determinado por la coincidencia entre cadenas de secuencias de este tipo. La "identidad" se puede calcular
facilmente 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 | (Griffin, A. M., y Giriffin,
H. G., eds.) Humana Press, New Jersey (1994); Sequence Analysis in Molecular Biology (von Heinje, G., ed.) Academic
Press (1987); y Sequence Analysis Primer (Gribskov, M. y Devereux, J., eds.) Stockton Press, Nueva York (1991).
Métodos preferidos para determinar la identidad estan disefiados para dar la mejor coincidencia entre las secuencias
analizadas. Métodos para determinar la identidad estan codificados en programas informaticos disponibles publicamente.
Los alineamientos de secuencias y los calculos de porcentaje de identidad se pueden realizar utilizando software de analisis
de secuencias, tales como el programa Megalign de la suite de computacion bioinformatica LASERGENE (DNASTAR Inc.,
Madison, W), 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 entendera que cuando se utiliza software de
analisis de secuencias para el andlisis, los resultados del analisis se basaran 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
predeterminados” significara cualquier conjunto de valores o parametros 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 FVIIl de la divulgacién y una secuencia de referencia, solo se utilizan los nucleétidos de la secuencia de referencia
correspondientes a los nucleétidos de la secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgacion para calcular el porcentaje
de identidad. Por ejemplo, cuando se compara una secuencia de nucleétidos de FVIII de longitud completa que contiene
el dominio B con una secuencia de nuclettidos de FVIII optimizada con dominio B eliminado (BDD) de la divulgacién, la
parte del alineamiento que incluye los dominios A1, A2, A3, C1 y C2 se utilizara para calcular el porcentaje de identidad.
Los nucleétidos en la porcion de la secuencia de FVIII de longitud completa que codifica el dominio B (lo que dara como
resultado un gran "hueco" en el alineamiento) no se contaran como un desajuste. Ademas, al determinar el porcentaje de
identidad entre una secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgacién, o una parte designada de la misma (p. €j., los
nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO : 3), y una secuencia de referencia, el porcentaje de identidad sera
calculado por alineamiento dividiendo el nimero de nucleétidos emparejados por el niumero total de nucleétidos 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, "nuclettidos correspondientes a nucle6tidos en la secuencia optimizada de BDD FVIII
de la divulgacion" se identifican mediante el alineamiento de la secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgacion para
maximizar la identidad con la secuencia de referencia de FVIII. El nimero utilizado para identificar un aminoacido
equivalente en una secuencia de FVIII de referencia se basa en el nimero utilizado para identificar el aminoacido
correspondiente en la secuencia optimizada de BDD FVIII de la divulgacién.

Una proteina de "fusion" o "quimérica" comprende una primera secuencia de aminoécidos enlazada a una segunda
secuencia de aminoacidos con la que no esta unida de forma natural en la naturaleza. Las secuencias de aminoacidos
que normalmente existen en proteinas separadas se pueden unir en el polipéptido de fusion, o las secuencias de
aminodcidos que normalmente existen en la misma proteina se pueden colocar en una nueva disposicion en el polipéptido
de fusion, p. €j., la fusién de un dominio de Factor VIl de la divulgacién con un dominio Fc de Ig. Una proteina de fusion
se crea, por ejemplo, mediante sintesis quimica o creando y traduciendo un polinucleétido en el que las regiones peptidicas
se codifican en la relacién deseada. Una proteina quimérica puede comprender, ademas, una segunda secuencia de
aminodcidos asociada con la primera secuencia de aminoacidos mediante un enlace covalente no peptidico o un enlace
no covalente.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "sitio de insercidn” se refiere a una posicion en un polipéptido de FVIII,
o fragmento, variante o derivado del mismo, que esta inmediatamente aguas arriba de la posicion en la que se puede
insertar un resto heter6logo. Un "sitio de insercion" se especifica como un numero, siendo el nimero el nimero del
aminoédcido en el FVIII nativo maduro (SEQ ID NO: 15; FIG. 11A) al que corresponde el sitio de insercion, que es
inmediatamente N-terminal con respecto a la posicién de la insercién. Por ejemplo, la frase "a8 comprende un resto
heterélogo en un sitio de insercion que corresponde al aminoacido 1656 de SEQ ID NO: 15" indica que el resto heterélogo
esta situado entre dos aminoacidos que corresponden al aminoacido 1656 y al aminoacido 1657 de SEQ ID NO: 15.

La frase "inmediatamente aguas abajo de un aminoacido", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a la posicién justo
al lado del grupo carboxilo terminal del aminoacido. De manera similar, la frase "inmediatamente aguas arriba de un
aminodcido” se refiere a la posicion justo al lado del grupo amino terminal del aminoacido.
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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 posicion de un resto heterdlogo en un polipéptido de FVIII
recombinante, en relacion con la posicién analoga en el FVIII humano nativo maduro. Tal como se utiliza en esta memoria,
el término y las expresiones se refieren a las caracteristicas del polipéptido de FVIII recombinante en relacion con el FVIII
humano nativo maduro, y no indican, implican ni infieren en método o proceso alguno mediante el cual se elabor6 el
polipéptido de FVIII recombinante.

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "semivida" se refiere a una semivida biolégica 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 circulacién y/u otros tejidos del animal. Cuando se construye una curva de aclaramiento de un polipéptido
dado en funcion del tiempo, la curva es habitualmente bifasica con una fase a rapida y una fase  mas larga. La fase a
representa tipicamente un equilibrio del polipéptido Fc administrado entre el espacio intra-vascular y extra-vascular y esta,
en parte, determinada por el tamafio del polipéptido. La fase B representa tipicamente el catabolismo del polipéptido en el
espacio intravascular. En algunas realizaciones, el FVIll y las proteinas quiméricas que comprenden FVIII son monofasicos
y, por lo tanto, no tienen una fase alfa, sino solo una fase beta Unica. 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 £.

El término "enlazado", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una primera secuencia de aminoacidos o secuencia
de nucledtidos unida de forma covalente o no covalente a una segunda secuencia de aminoacidos o secuencia de
nucledtidos, respectivamente. La primera secuencia de aminodcidos o nucledtidos se puede unir o yuxtaponer
directamente a la segunda secuencia de amino&cidos o nucledtidos o, alternativamente, una secuencia intermedia puede
unir covalentemente la primera secuencia con la segunda secuencia. El término "enlazado" significa no solo una fusién de
una primera secuencia de aminoacidos a una segunda secuencia de aminoacidos en el extremo C o el extremo N, sino
que también incluye la insercion de la primera secuencia de aminoacidos completa (o la segunda secuencia de
aminoacidos) en cualquiera de dos aminoacidos de la segunda secuencia de aminoacidos (o la primera secuencia de
aminodcidos, respectivamente). En una realizacion, la primera secuencia de aminoacidos se puede unir a una segunda
secuencia de aminoacidos mediante un enlace peptidico o un enlazador. La primera secuencia de nucleétidos se puede
enlazar a una segunda secuencia de nucle6tidos mediante un enlace fosfodiéster o un enlazador. El enlazador puede ser
un péptido o un polipéptido (para cadenas de polipéptidos) o un nucleétido o una cadena de nucleétidos (para cadenas de
nucleétidos) o cualquier resto quimico (tanto para cadenas de polipéptidos como de polinucleétidos). El término "enlazado”
también se indica con un guién (-).

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "asociado con” se refiere a un enlace covalente o no covalente formado
entre una primera cadena de aminoacidos y una segunda cadena de aminoacidos. En una realizacion, la expresion
"asociado con" significa un enlace no peptidico covalente o un enlace no covalente. Esta asociacion se puede indicar con
dos puntos, es decir, (:). En otra realizacién, significa un enlace covalente excepto un enlace peptidico. Por ejemplo, el
aminodcido cisteina comprende un grupo tiol que puede formar un enlace disulfuro o un puente con un grupo tiol en un
segundo residuo de cisteina. En la mayoria de las moléculas de IgG que se producen de forma natural, las regiones CH1
y CL estan asociadas por un enlace disulfuro y las dos cadenas pesadas estan asociadas por dos enlaces disulfuro en las
posiciones correspondientes a 239 y 242 utilizando el sistema de numeracién de Kabat (posicién 226 o 229, sistema de
numeracién de la UE). Ejemplos de enlaces covalentes incluyen, pero no se limitan a un enlace peptidico, un enlace
metdlico, un enlace de hidrégeno, un enlace disulfuro, un enlace sigma, un enlace pi, un enlace delta, un enlace glicosidico,
un enlace agnéstico, un enlace doblado, un enlace dipolar, una cadena posterior pi, un enlace doble, un enlace triple, un
enlace cuadruple, un enlace quintuple, un enlace séxtuple, conjugacion, hiperconjugacion, aromaticidad, hapticidad o
antienlace. Ejemplos no limitantes de enlace no covalente incluyen un enlace iénico (p. €j., enlace catidnico-pi o enlace de
sal), un enlace metdlico, un enlace de hidrégeno (p. €j., enlace de dihidrégeno, complejo de dihidrégeno, enlace de
hidrégeno de baja barrera o enlace de hidrégeno simétrico), fuerza de van der Walls, fuerza de dispersion de London, un
enlace mecanico, un enlace halégeno, aurofilia, intercalacion, apilamiento, fuerza entrépica o polaridad quimica.

La expresion "hibrido monémero-dimero", tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una proteina quimérica que
comprende una primera cadena polipeptidica y una segunda cadena polipeptidica, que estan asociadas entre si mediante
un enlace disulfuro, en donde la primera cadena comprende un factor de coagulacion, p. ej., Factor VIII, y una primera
region Fc y la segunda cadena comprende, consiste esencialmente en o consiste en una segunda region Fc sin el factor
de coagulacion. La construccién hibrida de monémero-dimero es, por lo tanto, un hibrido que comprende un aspecto de
monémero que tiene solo un factor de coagulacién y un aspecto de dimero 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 detencién
o disminucién del flujo de sangre a través de un vaso sanguineo o parte del cuerpo.

Trastorno hemostatico, tal como se utiliza en esta memoria, significa una afeccién heredada o adquirida genéticamente
caracterizada por una tendencia a la hemorragia, ya sea espontaneamente o como resultado de un traumatismo, debido
a una capacidad alterada o incapacidad para formar un coagulo 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
hemostaticos incluyen, p. gj., la enfermedad de von Willebrand, deficiencia de Factor XI (deficiencia de PTA), deficiencia
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de Factor XII, deficiencias o anomalias estructurales en fibringeno, protrombina, Factor V, Factor VII, Factor X o Factor
XlIl, sindrome 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 formacién de coagulos primarios (hemostasia primaria) y de la tendencia incrementada
al sangrado) y trombastenia de Glanzman y Naegeli (trombastenia de Glanzmann). En la insuficiencia hepatica (formas
aguda y cronica), hay una produccion insuficiente de factores de coagulacion por parte del higado; esto puede aumentar
el riesgo de sangrado.

Las moléculas de acido nucleico aisladas, los polipéptidos aislados o los vectores que comprenden la molécula de acido
nucleico aislada de la divulgacién se pueden utilizar de forma profilactica. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién
"tratamiento profilactico” se refiere a la administracion de una molécula antes de un episodio de sangrado. En una
realizacion, el sujeto que necesita un agente hemostatico general se somete o esta a punto de someterse a cirugia. Un
polinucleétido, polipéptido o vector de la divulgacion se puede administrar antes o después de la cirugia como profilactico.
El polinucleétido, polipéptido o vector de la divulgacién se puede administrar durante o después de la cirugia para controlar
un episodio de sangrado agudo. La cirugia puede incluir, pero no se limita a trasplante de higado, reseccién de higado,
procedimientos dentales o trasplante de células madre.

Las moléculas de acido nucleico aisladas, los polipéptidos aislados o los vectores de la divulgacién también se utilizan para
el tratamiento a demanda. La expresion "tratamiento a demanda" se refiere a la administracién de una molécula de acido
nucleico aislado, un polipéptido aislado o un vector en respuesta a los sintomas 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 lesion, o cuando se espera un sangrado, tal como antes de la
cirugia. En otro aspecto, el tratamiento a demanda puede darse previo a actividades que aumentan el riesgo de sangrado
tales como los deportes de contacto.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién "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
hemorragico hereditario (p. ej., deficiencia de factor VII), un trastorno plaguetario o resistencia debida al desarrollo de
anticuerpos frente a factores de coagulacion.

Tratar, tratamiento, tratando, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere, p. €j., a la reduccion de la gravedad de una
enfermedad o afeccion; la reduccién en la duracion del curso de una enfermedad; la mejora de uno o mas sintomas
asociados con una enfermedad o afeccion; la provision de efectos beneficiosos a un sujeto con una enfermedad o afeccion,
sin curar necesariamente la enfermedad o afeccion, o la profilaxis de uno o mas sintomas asociados con una enfermedad
o afeccién. En una realizacién, el término "tratando” o "tratamiento” significa mantener un nivel valle de FVIII de al menos
aproximadamente 1 Ul/dL, 2 Ul/dL, 3 Ul/dL, 4 Ul/dL, 5 Ul/dL, 6 Ul/ dL, 7 Ul/dL, 8 Ul/dL, 9 Ul/dL, 10 Ul/dL, 11 Ul/dL, 12
ul/dL, 13 UldL, 14 Ul/dL, 15 Ul/dL, 16 Ul/ di, 17 Ul/dL, 18 Ul/dL, 19 Ul/dL o 20 Ul/dL en un sujeto mediante la
administracion de una molécula de acido nucleico aislada, un polipéptido aislado o un vector de la divulgacion. En otra
realizacion, tratando o tratamiento significa mantener un nivel valle de FVIII entre aproximadamente 1 y aproximadamente
20 Ul/dL, aproximadamente 2 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 3 y aproximadamente 20 Ul/dL,
aproximadamente 4 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 5 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 6
y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 7 y aproximadamente 20 Ul/dL, aproximadamente 8 y aproximadamente
20 Ul/dL, aproximadamente 9 y aproximadamente 20 Ul/dL, o aproximadamente 10 y aproximadamente 20 Ul/dL. El
tratamiento o tratar una enfermedad o afeccion también puede incluir el mantenimiento de la actividad del FVIIl 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
%, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 % 0 20 % de la actividad de FVIIl en un sujeto no hemofilico. El nivel valle
minimo requerido para el tratamiento se puede medir mediante uno o mas 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 acido nucleico que codifica el Factor VIl
farmacéuticamente aceptable, un polipéptido del Factor VIII o un vector que comprende una molécula de acido nucleico
que codifica el Factor VIII de la divulgacién a un sujeto a través de una via farmacéuticamente aceptable. Vias de
administracion pueden ser intravenosa, p. €j., inyeccion intravenosa e infusion intravenosa. Vias de administracion
adicionales incluyen, p. ej., administracion subcutanea, intramuscular, oral, nasal y pulmonar. Las moléculas de &cido
nucleico, los polipéptidos y los vectores se pueden administrar como parte de una composicion farmacéutica que
comprende al menos un excipiente.

Tal como se utiliza en esta memoria, la frase "sujeto que lo necesita" incluye sujetos tales como mamiferos que se
beneficiarian de la administracion de una molécula de &cido nucleico, un polipéptido o un vector de la divulgacion, p. ej.,
para mejorar la hemostasia. En una realizacion, los sujetos incluyen, pero no se limitan a individuos con hemofilia. En otra
realizacion, los sujetos incluyen, pero no se limitan a los individuos que han desarrollado un inhibidor de FVIIl y, por lo
tanto, necesitan una terapia de derivacion. El sujeto puede ser un adulto o un menor (p. €j., menor de 12 afios).

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "factor de coagulacién” se refiere a moléculas, o analogos de las mismas,
que se producen de forma natural o se producen de forma recombinante que previenen o reducen la duracién de un
episodio hemorragico en un sujeto. En otras palabras, significa moléculas que tienen actividad pro-coagulacién, es decir,
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son responsables de la conversion de fibrinégeno en una malla de fibrina insoluble que hace que la sangre coagule o se
coagule. Un " factor de coagulacion activable " es un factor de coagulacion en una forma inactiva (p. €j., en su forma de
zimogeno) que es capaz de convertirse en una forma activa.

La actividad de coagulacion, tal como se utiliza en esta memoria, significa la capacidad de participar en una cascada de
reacciones bioquimicas que culmina en la formacién de un coagulo de fibrina y/o reduce la gravedad, duracion o frecuencia
de hemorragia o episodio de sangrado.

Tal como se utiliza en esta memoria,, los términos "heter6logo” o "exdgeno” se refieren a moléculas que normalmente no
se encuentran en un contexto dado, p. €j., en una célula o en un polipéptido. Por ejemplo, una molécula exdégena o
heteréloga se puede introducir en una célula y solo esta presente después de la manipulacién de la célula, p. gj., mediante
transfeccién u otras formas de ingenieria genética, o una secuencia de aminoacidos heter6loga puede estar presente en
una proteina en la que no se encuentra de forma natural.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "secuencia de nucleétidos heterdloga” se refiere a una secuencia de
nucleétidos que no se produce de forma natural con una secuencia de polinucleétidos dada. En una realizacién, la
secuencia de nucleétidos heterdloga codifica un polipéptido capaz de extender la semivida de FVIII. En otra realizacién, la
secuencia de nucleotidos heteréloga codifica un polipéptido que aumenta el radio hidrodinamico de FVIIl. En otras
realizaciones, la secuencia de nucleétidos heteréloga codifica un polipéptido que mejora una o mas propiedades
farmacocinéticas de FVIII sin afectar significativamente a su actividad o funciéon biolégica (p. ej., su actividad
procoagulante). En algunas realizaciones, el FVIII esta enlazado o conectado al polipéptido codificado por la secuencia de
nucledtidos heteréloga mediante un enlazador. Ejemplos no limitantes de restos polipeptidicos codificados por secuencias
de nucledtidos heterdlogas incluyen una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma, albdmina o un
fragmento de la misma, un resto de unién a albumina, una transferrina, los polipéptidos PAS de la Solicitud de Pat. de
EE.UU. N2 20100292130, una secuencia HAP, transferrina o un fragmento de la misma, el péptido C-terminal (CTP) de la
subunidad (3 de la gonadotropina coriénica humana, una molécula pequefia que se une a la albimina, una secuencia de
XTEN, restos de union 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. gj., como se describe en los documentos US 2008/0260738, WO 2008/012543 o WO
2008/1439545), enlazadores de poliglicina, enlazadores de poliserina, péptidos y polipéptidos cortos de 6-40 aminoacidos
de dos tipos de aminoé&cidos 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 mas del 50 %, entre otros, o dos 0 mas
combinaciones de los mismos. En algunas realizaciones, el polipéptido codificado por la secuencia de nucleétidos
heteréloga esta enlazado a un resto no polipeptidico. Ejemplos no limitativos de restos no polipeptidicos incluyen
polietilenglicol (PEG), moléculas pequefas que se unen a albimina, &cido polisialico, hidroxietil aimidén (HES, por sus
siglas en inglés), un derivado del mismo o cualquier combinacion de los mismos.

Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "region Fc" se define como la porcidn de un polipéptido que corresponde
a la region Fc de la Ig nativa, es decir, como se forma por la asociaciéon dimérica de los respectivos dominios Fc de sus
dos cadenas pesadas. Una region Fc nativa forma un homodimero con otra region Fc. Por el contrario, la expresion "region
Fc fusionada genéticamente" o "regién Fc de cadena Unica" (region scFc), tal como se utiliza en esta memoria, se refiere
a una region Fc dimérica sintética compuesta por dominios Fc enlazados genéticamente dentro de una cadena
polipeptidica Unica (es decir, codificada en una Unica secuencia genética contigua).

En una realizacién, la "region Fc" se refiere a la porcion de una sola cadena pesada de Ig que comienza en la region
bisagra justo aguas arriba del sitio de escision de papaina (es decir, el residuo 216 en IgG, tomando el primer residuo de
la region 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 regién Fc de una region constante de Ig, dependiendo del isotipo de Ig, puede incluir los dominios CH2, CH3 y CH4,
asi como la regién bisagra. Proteinas quiméricas que comprenden una region Fc de una Ig otorgan varias propiedades
deseables a una proteina quimérica, incluyendo una estabilidad incrementada, una semivida en suero incrementada (véase
Capon et al., 1989, Nature 337:525), asi como la unién a receptores Fc tales como el receptor de Fc neonatal (FcRn)
(Patentes de EE.UU. N°% 6.086.875, 6.485.726, 6.030.613; documentos WO 03/077834; US2003-0235536A1).

Una "secuencia de nucleétidos de referencia”, cuando se utiliza en esta memoria como una comparaciéon con una
secuencia de nucledtidos de la divulgacién, es una secuencia de polinucledtidos esencialmente idéntica a la secuencia de
nucledtidos de la divulgacién, excepto que las partes correspondientes a la secuencia de FVIII no estan optimizadas. Por
ejemplo, la secuencia de nucledtidos de referencia para una molécula de acido nucleico que consiste en BDD FVIII
optimizado por codones de SEQ ID NO: 1 y una secuencia de nucleétidos heterdloga que codifica una region Fc de cadena
sencilla enlazada a SEQ ID NO: 1 en su extremo 3' es una molécula de acido nucleico que consiste en el BDD FVIII original
(o "progenitor") de SEQ ID NO: 16 (FIG. 11) y la secuencia de nucleétidos heterdloga idéntica que codifica una regién Fc
de cadena sencilla enlazada a SEQ ID NO: 16 en su extremo 3'.

Un "indice de adaptacion de codones”, tal como se utiliza en esta memoria, se refiere a una medida del sesgo de uso de
codones. Un indice de adaptacion de codones (CAl, por sus siglas en inglés) mide la desviacién de una secuencia de
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genes codificantes de proteinas dada con respecto a un conjunto de genes de referencia (Sharp PMy Li WH, Nucleic Acids
Res. 15(3):1281-95 (1987)). El CAl 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):

CAl =exp{l{L X s,

e} (I

Para cada uno de los aminoacidos, el peso de cada uno de sus codones, en el CAl, se computa como la relacién entre la
frecuencia observada del codon (fiy y la frecuencia del codon sinénimo (fj) para ese aminoécido:
Foérmula 2:

Wy B e 1 & [codones sinonimos para aminoacidos]
max{f;) ()

Tal como se utiliza en esta memoria, el término "optimizado" con respecto a las secuencias de nucleétidos, se refiere a
una secuencia de polinucleétidos que codifica un polipéptido, en donde la secuencia de polinucleétidos ha sido mutada
para potenciar una propiedad de esa secuencia de polinucleétidos. En algunas realizaciones, la optimizacién se realiza
para aumentar los niveles de transcripcién, aumentar los niveles de traduccidn, aumentar los niveles de ARNm en estado
estacionario, aumentar o disminuir la union de proteinas reguladoras tales como factores de transcripcion generales,
aumentar o disminuir el corte y empalme o aumentar el rendimiento del polipéptido producido por la secuencia de
polinucledtidos. Ejemplos de cambios que se pueden realizar en una secuencia de polinucleétidos para optimizarla incluyen
la optimizacion por codones, la optimizacion del contenido de G/C, la eliminacion de secuencias repetidas, la eliminacion
de elementos ricos en AT, la eliminacion de sitios de corte y empalme cripticos, la eliminacién de elementos que actdan
en cis que reprimen la transcripcién o traduccién, afiadiendo o eliminando secuencias poli-T o poli-A, afiadiendo secuencias
alrededor del sitio de inicio de la transcripcion que potencian la transcripcion, tales como las secuencias de consenso de
Kozak, la eliminacion de secuencias que podrian formar estructuras de bucle del tallo, la eliminaciéon de secuencias
desestabilizadoras y dos o mas combinaciones de los mismos.

Secuencia de Polinucleétidos que Codifica la Proteina FVIII

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

En algunas realizaciones, la presente divulgacién esta dirigida a moléculas de acido nucleico optimizadas por codones que
codifican un polipéptido con actividad de FVIII. En algunas realizaciones, el polinucleétido codifica un polipéptido de FVII
de longitud completa. En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico codifica un polipéptido de FVIII con dominio B
eliminado (BDD), en donde se elimina todo o una parte del dominio B de FVIIl. En una realizacion particular, la molécula
de acido nucleico codifica un polipéptido que comprende una secuencia de aminoacidos 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
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 realizacién, la molécula de acido nucleico
codifica un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO: 17 o un fragmento de la misma.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico de la divulgacion codifica un polipéptido de FVIII que comprende
un péptido senal o un fragmento del mismo. En otras realizaciones, la molécula de &cido nucleico codifica un polipéptido
de FVIII que carece de un péptido sefal. En algunas realizaciones, el péptido sefial comprende los aminoacidos 1-19 de
SEQ ID NO: 17.

En otras realizaciones, la secuencia de nucle6tidos comprende una secuencia de acido 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
nucledtidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, los nucledtidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los
nucledtidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B). En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos
comprende los nucledtidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, los nucleétidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71
sin los nucledtidos que codifican el dominio B o el fragmento de dominio B) o los nucleétidos 58 a 4374 de SEQ ID NO: 71.
En aun otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos comprende los nucleétidos 1-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO:
71 (es decir, los nucledtidos 1-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de
dominio B) o los nucleétidos 1 a 4374 de SEQ ID NO: 71.
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En algunas realizaciones, la secuencia de nucleétidos comprende una secuencia de acido nucleico que codifica un péptido
sefial. En determinadas realizaciones, el péptido senal es un péptido sefal FVIIl. En algunas realizaciones, la secuencia
de &cido nucleico que codifica un péptido sefal esta optimizada por codones. En una realizacién particular, la secuencia
de acido nucleico que codifica un péptido sefial 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
con (i) los nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 1; (ii) los nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 2; (iii) los nuclettidos 1 a 57 de
SEQ ID NO: 3; (iv) nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 4; (v) los nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 5; (vi) los nucleétidos 1
a 57 de SEQ ID NO: 6; (vii) los nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 70; (viii) los nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 71; o (ix)
los nucledtidos 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 nucleétidos de FVIII inicial o
"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 especifica de FVIII con el dominio B eliminado (SEQ ID NO: 16), debe
entenderse que la presente divulgacion también esta dirigida a versiones optimizadas de acidos 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 mas adelante) u otros fragmentos de FVIII que conservan la actividad de FVIII.

"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 coagulacion, a menos que se especifique lo contrario. La expresion polipéptido con actividad de FVIII
incluye un fragmento, variante, analogo o derivado funcional del mismo que conserva la funcién del Factor VIl de tipo
salvaje de longitud completa en la via de la coagulacién. "Un polipéptido con actividad de FVIII" se utiliza indistintamente
con proteina FVIII, polipéptido FVIII o FVIII. Ejemplos de funciones del FVIIl incluyen, pero no se limitan a la capacidad de
activar la coagulacién, 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 fosfolipidos, que luego convierte el Factor X en la forma activada Xa. En una
realizacion, un polipéptido que tiene actividad de FVIII comprende dos cadenas polipeptidicas, teniendo la primera cadena
la cadena pesada de FVIIl y teniendo la segunda cadena la cadena ligera de FVIII. En otra realizacién, el polipéptido que
tiene actividad de FVIIl es FVIII de cadena sencilla. El FVIII de cadena sencilla puede contener una 0 mas mutaciones o
sustituciones en el residuo de aminoacido 1645 y/o 1648 correspondiente a la secuencia de FVIII maduro. Véase la solicitud
internacional N® PCT/US2012/045784. La proteina FVIII puede ser la proteina FVIII humana, porcina, canina, de rata o
murina. Ademas, las comparaciones entre el FVIII de seres humanos y otras especies han identificado residuos
conservados que probablemente sean necesarios para la funcién (Cameron et al., Thromb. Haemost. 79:317-22 (1998);
documento US 6.251.632).

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 aminoacidos interna y los sitios de escision proteolitica por la trombina, p. €j., los
residuos Ser741-Arg1648 de FVIII humano de longitud completa. Los otros dominios del FVIII humano estan definidos por
los siguientes residuos de aminoéacidos: A1, residuos Ala1-Arg372; A2, residuos Ser373-Arg740; A3, residuos Ser1690-
11e2032; C1, residuos Arg2033-Asn2172; C2, residuos Ser2173-Tyr2332. La secuencia A3-C1-C2 incluye los residuos
Ser1690-Tyr2332. A la secuencia restante, los residuos Glu1649-Arg1689, se la alude habitualmente como péptido de
activacion de cadena ligera de FVIII. Las ubicaciones de los limites para todos los dominios, incluyendo los dominios B,
para el FVIII porcino, de raton y canino también se conocen en la técnica. Un ejemplo de BDD FVIII es BDD FVIil
recombinante REFACTO® (Wyeth Pharmaceuticals, Inc.).

Un "FVIIl suprimido en el dominio B " puede tener las deleciones completas o parciales descritas en las Patentes de EE.UU.
N% 6.316.226, 6.346.513, 7.041.635, 5.789.203, 6.060.447, 5.595.886, 6.228.620, 5.972.885, 6.048.720, 5.543.502,
5.610.278, 5.171.844, 5.112.950, 4.868.112 y 6.458.563. En algunas realizaciones, una secuencia de FVIII con el dominio
B eliminado de la presente divulgacion comprende cualquiera de las deleciones descritas en la col. 4, linea 4 a la col. 5,
linea 28 y los ejemplos 1-5 de la Patente de EE.UU. N® 6.316.226 (también en el documento de EE.UU. 6.346.513). En
algunas realizaciones, un FVIIl con el dominio B eliminado de la presente divulgacion tiene una delecion descrita en la col.
2, lineas 26-51 y los ejemplos 5-8 de la Patente de EE.UU. N® 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 delecién descrita en
lacol. 1, linea 25 a la col. 2, linea 40 de la Patente de EE.UU. N° 5.972.885; col. 6, lineas 1-22 y el ejemplo 1 de la Patente
de EE.UU. 6.048.720; col. 2, lineas 17-46 de la Patente de EE.UU. N2 5.543.502; col. 4, linea 22 a la col. 5, linea 36 de la
Patente de EE.UU. N°® 5.171.844; col. 2, lineas 55-68, figura 2 y el ejemplo 1 de la Patente de EE.UU. N® 5.112.950; col. 2,
linea2alacol. 19, linea 21 y tabla 2 de la Patente de EE.UU. N°® 4.868.112; col. 2, linea 1 ala col. 3, linea 19, col. 3, linea
40 ala col. 4, linea 67, col. 7, linea 43 a la col. 8, linea 26 y col. 11, linea 5 a la col. 13, linea 39 de la Patente de EE.UU.
N 7.041.635; o col. 4, lineas 25-53, de la Patente de EE.UU. N° 6.458.563 . En algunas realizaciones, un FVIIl con el
dominio B eliminado tiene una delecion de la mayor parte del dominio B, pero aln contiene secuencias amino-terminales
del dominio B que son esenciales para el procesamiento proteolitico in vivo del producto de traduccion primario en dos
cadenas polipeptidicas, como se describe en el documento WO 91/09122. En algunas realizaciones, un FVIII con dominio
B eliminado se construye con una delecion de los aminoacidos 747-1638, es decir, virtualmente una delecion 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 delecion de los aminoacidos 771-1666 o los amino&cidos 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 divulgacion incluyen, p. ej., delecion
de los aminoacidos 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 N® WO 87/04187)), 747-
1560 (Sarver, et al., DNA (1987) 6:553-564)), 741 a 1648 (Pasek (solicitud PCT N° 88/00831)), 816 a 1598 o0 741 a 1689
(Lagner (Behring Inst. Mitt. (1988) N¢ 82:16-25, documento EP 295597). Cada una de los las deleciones anteriores se
pueden realizar en cualquier secuencia de FVIII.

Un cierto numero de moléculas FVIII funcionales, incluyendo deleciones del dominio B, se describen en las siguientes
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.

Optimizacion por codones

En una realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de acido nucleico ha
sido optimizada por codones. En otra realizacion, la secuencia de acido nucleico de partida que codifica un polipéptido con
actividad FVIIl y que esta sujeta a optimizacion por codones es SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, la secuencia
que codifica un polipéptido con actividad FVIII estd optimizada por codones para la expresion humana. En otras
realizaciones, la secuencia que codifica un polipéptido con actividad de FVIII estd optimizada por codones para la expresién
murina. SEQ ID NOs: 1-6, 70 y 71 son versiones optimizadas por codones de SEQ ID NO: 16, optimizadas para la
expresion humana.

La expresién "optimizado por codones” cuando se refiere a genes o regiones codificantes de moléculas de acido nucleico
para la transformacién de diversos huéspedes, se refiere a la alteracién de codones en el gen o las regiones codificantes
de las moléculas de acido nucleico para reflejar el uso del codén tipico del organismo huésped sin alterar el polipéptido
codificado por el ADN. Una optimizacién de este tipo incluye reemplazar al menos uno, 0 mas de uno, 0 un ndimero
significativo de codones con uno o mas codones que se utilizan con mayor frecuencia en los genes de ese organismo.

Desviaciones en la secuencia de nucleétidos que comprende los codones que codifican los aminoacidos de cualquier
cadena polipeptidica permiten variaciones en la secuencia que codifica el gen. Dado que cada uno de los codones consiste
en tres nucledtidos, y los nucleétidos que comprenden el ADN estan restringidos a cuatro bases especificas, existen 64
combinaciones posibles de nucledtidos, 61 de las cuales codifican aminoacidos (los tres codones restantes codifican
sefiales que terminan la traduccion). El "codigo genético” que muestra qué codones codifican qué aminoacidos se
reproduce en esta memoria como la Tabla 1. Como resultado, muchos aminodcidos estan designados por mas de un
codon. Por ejemplo, los aminoacidos alanina y prolina estan codificados por cuatro tripletes, la serina y la arginina por seis,
mientras que el triptéfano y la metionina estan codificados por un solo triplete. Esta degeneracion permite que la
composicion de las bases del ADN varie en un amplio intervalo sin alterar la secuencia de aminodcidos de las proteinas
codificadas por el ADN.

Tabla 1: El Codigo Genético Estandar

T C A G
TTT Phe (F) TCT Ser (S) TAT Tyr (Y) TGT Cys (C)
TTC" TCC" TAC" TGC
TTA Leu (L) TCA" TAA Parada TGA Parada
TT1G" TCG" TAG Parada TGG Trp (W)
CTT Leu (L) CCT Pro (P) CAT His (H) CGT Arg (R)
CTC" CcC" CAC" CGC"
CTA" CAA" CAA Gin (Q) CGA"
CTG" Ccca” CAG" CGG"
ATT lle (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"
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 insercién de un aminoacido
particular en una cadena peptidica en crecimiento. La preferencia de codones, o sesgo de codones, las diferencias en el
uso de codones entre organismos, se debe a la degeneracion del cédigo genético y esta bien documentada entre muchos
organismos. El sesgo de codones a menudo se correlaciona con la eficiencia de la traduccién 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 sintesis de péptidos. Por
consiguiente, los genes se pueden adaptar para una expresion génica éptima en un organismo dado en funcién de la
optimizacion por codones.

Dado el gran nimero 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 estan
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 asignacién aleatoria de codones a una frecuencia optimizada para codificar una secuencia polipeptidica dada puede
realizarse manualmente calculando las frecuencias de los codones para cada uno de los aminoacidos y luego asignando
aleatoriamente los codones a la secuencia polipeptidica. Adicionalmente, se pueden utilizar diversos algoritmos y
programas de software informaticos para calcular una secuencia 6ptima.

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico comprende una o mas propiedades: (a) la molécula de acido
nucleico o una porcion de la misma tiene un indice de adaptacion de codones humanos aumentado en relacién con SEQ
ID NO: 16; (b) la secuencia de nuclettidos o una parte de la misma tiene una frecuencia incrementada de codones éptimos
en relacion con la SEQ ID NO: 16; (c) la secuencia de nucle6tidos o una porcion de la misma contiene un mayor porcentaje
de nucledtidos G/C en comparacion con el porcentaje de nucleétidos G/C en SEQ ID NO: 16; (d) la secuencia de
nucleétidos o una porcién de la misma tiene un uso de codones sinbnimo relativo incrementado en relacién con SEQ ID
NO: 16; (e) la secuencia de nucleétidos o una porcién de la misma es un nimero efectivo reducido de codones relativos a
SEQ ID NO: 16; (f) la secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS (SEQ ID NOs: 21 y 22) en relacién
con la SEQ ID NO: 16; (g) la secuencia de nucleotidos contiene menos elementos desestabilizadores (SEQ ID NOs: 23 y
24) en relacion con SEQ ID NO: 16; (i) la secuencia de nucledtidos no contiene una secuencia poli-T, (j) la secuencia de
nucledtidos no contiene una secuencia poli-A; o (k) cualquier combinacion de las mismas. En algunas realizaciones, las
moléculas de acido nucleico contienen al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al menos cinco, al menos seis, al
menos siete, al menos ocho, al menos nueve o diez caracteristicas de (a) a (j).

indice de Adaptacion de Codones

En una realizacion, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde el indice
de adaptacion de codones humanos aumenta en relacién con SEQ ID NO: 16. Por ejemplo, la secuencia de nuclettidos
puede tener un indice de adaptacion 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
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 nucle6tidos tiene un indice de adaptacion de
codones humanos que es al menos aproximadamente 0,88 (88 %). En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos
tiene un indice de adaptacion de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,91 (91 %). En otras realizaciones,
la secuencia de nucleétidos tiene un indice de adaptacién de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,91
(97 %).

En ofras realizaciones, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucledtidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucledtidos
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucledtidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde el indice
de adaptacion de codones humanos de la secuencia de nucleétidos aumenta con respecto a SEQ ID NO: 16. En algunas
realizaciones, la secuencia de nucleétidos tiene un indice de adaptacion 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 %),
al menos aproximadamente 0,87 (87 %) o al menos aproximadamente 0,88 (88 %). En una realizaciéon particular, la
secuencia de nucleétidos tiene un indice de adaptacion de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,75 (75
%). En otra realizacién, la secuencia de nucleétidos tiene un indice de adaptacion de codones humanos que es al menos
aproximadamente 0,83 (83 %). En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos tiene un indice de adaptacion de codones
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humanos que es al menos aproximadamente 0,88 (88 %). En otra realizacién, la secuencia de nucleétidos tiene un indice
de adaptacién de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,91 (91 %). En otra realizacion, la secuencia de
nucledtidos tiene un indice de adaptaciéon de codones humanos que es al menos aproximadamente 0,97 (97 %).

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la presente divulgacién tiene una frecuencia
incrementada de codones éptimos (FOP, por sus siglas en inglés) en relacién con SEQ ID NO: 16. En determinadas
realizaciones, la FOP de la molécula de &cido 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.

En otras realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la presente divulgacion tiene un uso relativo de codones
sinénimos (RCSU, por sus siglas en inglés) incrementado en relacion con SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el
RCSU de la molécula de acido nucleico aislada es mayor que 1,5. En otras realizaciones, el RCSU de la molécula de acido
nucleico aislada es superior a 2,0. En determinadas realizaciones, el RCSU de la molécula de acido nucleico aislada es al
menos aproximadamente 1,5, al menos aproximadamente 1,6, al menos aproximadamente 1,7, al menos
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.

Aun en otras realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada de la presente divulgacién tiene un numero efectivo
reducido de codones con respecto a SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico aislada tiene
un nimero efectivo de codones de menos de aproximadamente 50, menos de aproximadamente 45, menos de
aproximadamente 40, menos de aproximadamente 35, menos de aproximadamente 30 0 menos de aproximadamente 25.
En una realizacién particular, la molécula de acido nucleico aislada tiene un ndmero efectivo de codones de
aproximadamente 40, aproximadamente 35, aproximadamente 30, aproximadamente 25 o aproximadamente 20.

Optimizacion del Contenido de G/C

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la
secuencia de nucledtidos contiene un porcentaje mayor de nucleétidos G/C en comparacién con el porcentaje de
nucledtidos G/C en SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con
actividad FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 45 %, al menos aproximadamente 46 %, al
menos aproximadamente 47 %, al menos aproximadamente 48 %, al menos aproximadamente 49 %, al menos
aproximadamente 50 %, al menos aproximadamente 51 %, al menos aproximadamente 52 %, al menos aproximadamente
53 %, al menos aproximadamente 54 %, 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%.

En otras realizaciones, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucledtidos
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la
secuencia de nucledtidos contiene un mayor porcentaje de nucleétidos G/C en comparacién con el porcentaje de
nucleétidos G/C en SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con
actividad FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 45 %. En una realizacion particular, la
secuencia de nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad FVIII tiene un contenido de G/C de al menos
aproximadamente 52 %. En otra realizacién, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII
tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 55 %. En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que
codifica un polipéptido con actividad de FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 57 %. En otra
realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII tiene un contenido de G/C de al
menos aproximadamente 58 %. En aun otra realizacién, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con
actividad de FVIII tiene un contenido de G/C que es al menos aproximadamente 60 %.

El "contenido de G/C" (o contenido de guanina-citosina) o "porcentaje de nucleétidos 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 formula:

G O N
R T L
A+T G+ C (TI1)
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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 mas. De hecho, se ha demostrado que aumentar el contenido de G/C de un gen puede conducir a una
expresion incrementada del gen, debido principalmente a un aumento en la transcripcién y a niveles mas altos de ARNm
en estado estacionario. Véase Kudla et al., PLoS Biol., 4(6): €180 (2006).

Secuencias Similares a Regiones de Union a Matriz

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl, en donde la
secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS en relaciéon con SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones,
la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 6, a lo sumo 5, a lo sumo 4,
a lo sumo 3 o0 a lo sumo 2 secuencias MARS/ARS. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 1 secuencia MARS/ARS. En ain otras realizaciones, la secuencia de
nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII no contiene una secuencia MARS/ARS.

En ofras realizaciones, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleétidos
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la
secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS en relaciéon con SEQ ID NO: 16. En otras realizaciones,
la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 6, a lo sumo 5, a lo sumo 4,
a lo sumo 3 o0 a lo sumo 2 secuencias MARS/ARS. En otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad FVIII contiene a lo sumo 1 secuencia MARS/ARS. En ain otras realizaciones, la secuencia de
nucleétidos 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 nucleétidos del FVIII humano que comparten similitud de
secuencia con las secuencias de replicacién autonoma (ARS, por sus siglas en inglés) y las regiones de unién a la matriz
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 expresion de un gen
indicador de cloranfenicol acetiltransferasa (CAT). /d. Se ha planteado la hipotesis de que estas secuencias pueden
contribuir a la represién transcripcional del gen FVIII humano. Por lo tanto, en una realizacién, todas las secuencias
MAR/ARS estan abolidas en el gen FVIII de la presente divulgacion. Hay cuatro secuencias MAR/ARS ATATTT (SEQ ID
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 ubicacién de cada uno de estos elementos y la secuencia de los nucledtidos correspondientes en las secuencias
optimizadas se muestran en la Tabla 2, que figura a continuacion.
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Secuencias Desestabilizadoras

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la
secuencia de nucledtidos contiene menos elementos desestabilizadores en relacion con SEQ ID NO: 16. En otras
realizaciones, la secuencia de nucle6tidos 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 0 a lo sumo 5 elementos desestabilizadores. En otras realizaciones, la secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, alo sumo 2 0 a lo sumo
1 elemento desestabilizador. En aln otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con
actividad de FVIII no contiene un elemento desestabilizador.

En ofras realizaciones, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nuclettidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucledtidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, los
nucleotidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucledtidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en
donde la secuencia de nucleétidos contiene menos elementos desestabilizadores en relacion con SEQ ID NO: 16. En otras
realizaciones, la secuencia de nucle6tidos 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 0 a lo sumo 5 elementos desestabilizadores. En otras realizaciones, la secuencia de
nucledtidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, a lo sumo 2 0 a lo sumo
1 elemento desestabilizador. En aun otras realizaciones, la secuencia de nucleédtidos que codifica un polipéptido con
actividad de FVIII no contiene un elemento desestabilizador.

Existen diez elementos desestabilizadores en la secuencia parental de FVIIl (SEQ ID NO: 16): seis secuencias ATTTA
(SEQ ID NO: 23) y cuatro secuencias TAAAT (SEQ ID NO: 24). En una realizacion, las secuencias de estos sitios se
mutaron para destruir los elementos desestabilizadores en FVIII optimizado SEQ ID NO: 71. La ubicacién de cada uno de
estos elementos y la secuencia de los nucle6tidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran en la
Tabla 2.

Sitios de Union de Promotores Potenciales

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucledtidos descrita en esta memoria que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl, en donde la
secuencia de nucledtidos contiene menos sitios potenciales de unién al promotor en relacién con SEQ ID NO: 16. En otras
realizaciones, la secuencia de nucle6tidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 9, a lo
sumo 8, alo sumo 7, alo sumo 6 o0 alo sumo 5 sitios potenciales de unioén al promotor. En otras realizaciones, la secuencia
de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, alo sumo 2 o a lo sumo
1 sitio de unién al promotor potencial. En aln otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido
con actividad de FVIII no contiene un sitio potencial de union al promotor.

En ofras realizaciones, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucledtidos
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la
secuencia de nucleétidos contiene menos sitios de unién a promotores potenciales en relaciéon con SEQ ID NO: 16. En
otras realizaciones, la secuencia de nucle6tidos 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 union al promotor. En otras realizaciones, la
secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII contiene a lo sumo 4, a lo sumo 3, a lo sumo 2
o alo sumo 1 sitio de unién al promotor potencial. En aln otras realizaciones, la secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIII no contiene un sitio potencial de unién al promotor.

Cajas TATA son secuencias reguladoras que se encuentran a menudo en las regiones del promotor de eucariotas. Sirven
como el sitio de unién de la proteina de union TATA (TBP, por sus siglas en inglés), un factor de transcripcion 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 traduccién de la proteina de longitud completa. Existen
diez secuencias de unién 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 unién al promotor estan abolidos en los genes FVIII de la presente
divulgacion. En algunas realizaciones, al menos 5 de los sitios de unién al promotor estan abolidos en los genes FVIII de
la presente divulgacion. En otras realizaciones, al menos 6, al menos 7 o al menos 8 de los sitios de unién al promotor
estan abolidos en los genes FVIII de la presente divulgacion. En una realizacion, al menos 9 de los sitios de union al
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promotor estan abolidos en los genes FVIII de la presente divulgacion. En una realizacién particular, todos los sitios de
unién al promotor estan abolidos en los genes FVIII de la presente divulgacion. La ubicacién de cada uno de los sitios de
unién potencial al promotor y la secuencia de los nucleétidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran
enla Tabla 2.

Otros Elementos Reguladores Negativos que Actuan en Cis

Ademas 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
FVIIl no optimizada. Uno o més de estos elementos se puede eliminar de las secuencias de FVIII optimizadas. La ubicacion
de cada uno de estos sitios y la secuencia de los nucleétidos correspondientes en las secuencias optimizadas se muestran
enla Tabla 2.

En ofras realizaciones, la presente divulgacién proporciona una molécula de acido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nucleotidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleétidos
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la
secuencia de nucledtidos no contiene uno o mas elementos reguladores negativos que actdan en cis, por ejemplo, un sitio
de corte y empalme, una secuencia poli-T, una secuencia poli-A, una secuencia ARE o cualquier combinacién de los
mismos.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una
secuencia de nuclettidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl, en donde la secuencia de nucledtidos
comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucledtidos
58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nuclettidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la
secuencia de nucledtidos no contiene el sitio de corte y empalme GGTGAT (SEQ ID NO: 27). En algunas realizaciones, la
presente divulgacion proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos
que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos comprende una secuencia de
acido nucleico que 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 nucledtidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleétidos 58-4374 de
SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la secuencia de
nucledtidos no contiene una secuencia poli-T (SEQ ID NO: 25). En algunas realizaciones, la presente divulgacion
proporciona una molécula de &cido nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un
polipéptido con actividad de FVIII, en donde la secuencia de nucleétidos comprende una secuencia de acido nucleico que
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 nucledtidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71 (es decir, nucleétidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los
nucledtidos que codifican el dominio B o fragmento de dominio B); y en donde la secuencia de nucleétidos no contiene una
secuencia poli-A (SEQ ID NO: 26). En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona una molécula de acido
nucleico aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIIl, en donde
la secuencia de nucleétidos comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ
ID NO: 71 (es decir, nucleétidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 sin los nucleétidos que codifican el dominio B o fragmento de
dominio B); y en donde la secuencia de nuclettidos no contiene un elemento ARE (SEQ ID NO: 30 o SEQ ID NO: 31).

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

En aln otras realizaciones, los nucleétidos que rodean el sitio de inicio de la transcripcién se cambian a una secuencia de
consenso kozak (GCCGCCACC ATGC (SEQ ID NO: 32), en donde los nucledtidos subrayados son el codén de inicio). En
otras realizaciones, los sitios de restriccion pueden afnadirse o eliminarse para facilitar el proceso de clonacion.

Secuencias de Nucleotidos Heterologos

En algunas realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas de la divulgacién comprenden, ademas, una secuencia
de nucledtidos heterdloga. En algunas realizaciones, las moléculas de &cido nucleico aisladas de la divulgacion
comprenden, ademas, al menos una secuencia de nucle6tidos heteréloga. La secuencia de nucle6tidos heterdloga se
puede enlazar con las secuencias de nucleétidos de BDD-FVIII optimizadas de la divulgacién en el extremo 5', en el
extremo 3' o insertarse en el medio de la secuencia de nucleétidos de BDD-FVIII optimizada. Por lo tanto, en algunas
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realizaciones, la secuencia de aminoacidos heterdloga codificada por la secuencia de nucleétidos heterdloga esté enlazada
al extremo N o al extremo C de la secuencia de aminoéacidos de FVIII codificada por la secuencia de nucleétidos o esta
insertada entre dos aminoacidos en la secuencia de aminoacidos de FVIII. En algunas realizaciones, la secuencia de
aminod&cidos heterdloga se puede insertar entre dos aminoacidos en uno o mas sitios de insercion seleccionados de la
Tabla 3. En algunas realizaciones, la secuencia de amino&cidos heterdloga se puede insertar dentro del polipéptido FVIII
codificado por la molécula de acido nucleico de la divulgacion en cualquier sitio descrito en la Publicacién Internacional N°
WO 2013/123457 A1, WO 2015/106052 A1 o la Publicacién de EE.UU. N2 2015/0158929 A1.

En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos heterdloga codificada por la secuencia de nucleétidos heter6loga
se inserta dentro del dominio B o un fragmento del mismo. En algunas realizaciones, la secuencia de aminodcidos
heteréloga se inserta dentro del FVIII inmediatamente aguas abajo de un aminoacido correspondiente al aminoacido 745
del FVIII humano maduro (SEQ ID NO: 15). En una realizacién particular, el FVIII comprende una delecion de los
aminodcidos 746-1646, correspondientes al FVIIIl humano maduro (SEQ ID NO : 15), y la secuencia de aminoacidos
heteréloga codificada por la secuencia de nucledtidos heterdloga se inserta inmediatamente aguas abajo del aminoacido
745, correspondiente al FVIII humano maduro (SEQ ID NO:15).

TABLA 3: Sitios de Insercion de Restos Heterdlogos

_Sitio B de | Dominio _Sitio g de | Dominio _Sitio 5 de | Dominio
insercion insercion insercion

3 Al 375 A2 1749 A3
18 Al 378 A2 1796 A3
22 Al 399 A2 1802 A3
26 Al 403 A2 1827 A3
40 Al 409 A2 1861 A3
60 Al 416 A2 1896 A3
65 Al 442 A2 1900 A3
81 Al 487 A2 1904 A3
116 Al 490 A2 1905 A3
119 Al 494 A2 1910 A3
130 Al 500 A2 1937 A3
188 Al 518 A2 2019 A3
211 Al 599 A2 2068 Ct
216 Al 603 A2 2111 Ct
220 Al 713 A2 2120 C1
224 Al 745 B 2171 Cc2
230 Al 1656 region a3 2188 c2
333 Al 1711 A3 2227 Cc2
336 Al 1720 A3 2332 CT
339 Al 1725 A3

Nota: Los sitios de insercién indican la posicién de aminoacido correspondiente a una posicién de
aminodcido de FVIII humano maduro (SEQ ID NO: 15).

En otras realizaciones, las moléculas de acido nucleico aisladas de la divulgacién comprenden, ademas, dos, tres, cuatro,
cinco, seis, siete u ocho secuencias de nucleétidos heterdlogas. En algunas realizaciones, todas las secuencias de
nucledtidos heterdlogas son idénticas. En algunas realizaciones, al menos una secuencia de nucleétidos heterdloga es
diferente de las otras secuencias de nucle6tidos heterdlogas. En algunas realizaciones, la divulgacion puede comprender
dos, tres, cuatro, cinco, seis 0 mas de siete secuencias de nucleétidos heterdlogas en tandem.

En algunas realizaciones, la secuencia de nucle6tidos heterdloga codifica una secuencia de aminoacidos. En algunas
realizaciones, la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucleétidos heterdloga es un resto heterélogo
que puede aumentar la semivida (un "extensor de la semivida") de una molécula de FVIII.
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En algunas realizaciones, el resto heterdlogo es un péptido o un polipéptido con caracteristicas estructuradas o no
estructuradas que estan asociadas con la prolongacién de la semivida in vivo cuando se incorporan en una proteina de la
divulgacion. Ejemplos no limitantes incluyen albdmina, fragmentos de albumina, fragmentos Fc de inmunoglobulinas, el
péptido C-terminal (CTP, por sus siglas en inglés) de la subunidad  de la gonadotropina coriénica humana, una secuencia
HAP, una secuencia XTEN, una transferrina o un fragmento de la misma, un polipéptido PAS, enlazadores de poliglicina,
enlazadores de poliserina, restos de unién a albumina o cualesquiera fragmentos, derivados, variantes o combinaciones
de estos polipéptidos. En una realizacién particular, la secuencia de aminoacidos heterdloga es una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma, transferrina, albumina o una secuencia PAS. En algunos aspectos, un resto
heterélogo incluye factor de von Willebrand o un fragmento del mismo. En otros aspectos relacionados, un resto heterélogo
puede incluir un sitio de unién (p. €., un amino&cido de cisteina) para un resto no polipeptidico tal como polietilenglicol
(PEG), hidroxietil almidén (HES, por sus siglas en inglés), &cido polisidlico o cualesquiera derivados, variantes o
combinaciones de estos elementos. En algunos aspectos, un resto heterélogo comprende un aminoacido de cisteina que
funciona como un sitio de fijacién para un resto no polipeptidico tal como polietilenglicol (PEG), hidroxietilalmidén (HES),
acido polisialico o cualesquiera derivados, variantes o combinaciones de estos elementos

En una realizacion especifica, una primera secuencia de nucleétidos heteréloga codifica un primer resto heterélogo que es
una molécula que prolonga la semivida que se conoce en la técnica, y una segunda secuencia de nucleétidos heteréloga
codifica un segundo resto heter6logo que también puede ser una molécula que prolonga la semivida que se conoce en la
técnica. En determinadas realizaciones, el primer resto heterélogo (p. €., un primer resto Fc) y el segundo resto heterdlogo
(p. €., un segundo resto Fc) estan asociados entre si para formar un dimero. En una realizacion, el segundo resto
heterélogo es un segundo resto Fc, en donde el segundo resto Fc esta enlazado a o asociado con el primer resto
heterélogo, p. €j., el primer resto Fc. Por ejemplo, el segundo resto heterélogo (p. €., el segundo resto Fc) puede enlazarse
al primer resto heterélogo (p. ej., el primer resto Fc) mediante un enlazador o puede asociarse con el primer resto heterélogo
mediante un enlace covalente o no covalente.

En algunas realizaciones, el resto heter6logo 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
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
2000, al menos aproximadamente 2500, al menos aproximadamente 3000 o al menos aproximadamente 4000
aminodcidos. En ofras realizaciones, el resto heter6logo es un polipéptido que comprende, consiste esencialmente en o
consiste en aproximadamente 100 a aproximadamente 200 aminodacidos, aproximadamente 200 a aproximadamente 300
aminodcidos, aproximadamente 300 a aproximadamente 400 aminoacidos, aproximadamente 400 a aproximadamente
500 aminoacidos, aproximadamente 500 a aproximadamente 600 aminoacidos, aproximadamente 600 a
aproximadamente 700 aminodcidos, aproximadamente 700 a aproximadamente 800 aminoacidos, aproximadamente 800
a aproximadamente 900 aminoacidos o aproximadamente 900 a aproximadamente 1000 aminoacidos.

En determinadas realizaciones, un resto heter6logo mejora una o mas propiedades farmacocinéticas de la proteina FVIII
sin afectar significativamente a su actividad o funcion bioldgica.

En determinadas realizaciones, un resto heter6logo aumenta la semivida in vivo y/o in vitro de la proteina FVIII de la
divulgacion. En otras realizaciones, un resto heterdlogo facilita la visualizacion o localizacion de la proteina FVIII de la
divulgacion o un fragmento de la misma (p. €j., un fragmento que comprende un resto heterélogo después de la escision
proteolitica de la proteina FVIII). La visualizacién y/o ubicacion de la proteina FVIII de la divulgacién o un fragmento de la
misma puede ser in vivo, in vitro, ex vivo o combinaciones de los mismos.

En otras realizaciones, un resto heter6logo aumenta la estabilidad de la proteina FVIII de la divulgaciéon o un fragmento de
la misma (p. gj., un fragmento que comprende un resto heterélogo después de la escision proteolitica de la proteina 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 mas propiedades fisicas de la proteina FVIII en respuesta a una condicion del entorno (p. €j., una
temperatura elevada o reducida). En determinados aspectos, la propiedad fisica puede ser el mantenimiento de la
estructura covalente de la proteina FVIII (p. /., la ausencia de escisién proteolitica, oxidacion o desamidacion no deseada).
En otros aspectos, la propiedad fisica también puede ser la presencia de la proteina FVIII en un estado correctamente
plegado (p. €/., la ausencia de agregados o precipitados solubles o insolubles). En un aspecto, la estabilidad de la proteina
FVIIl se mide ensayando una propiedad biofisica de la proteina FVIII, por ejemplo, estabilidad térmica, perfil de despliegue
del pH, eliminacién estable de glicosilacién, solubilidad, funcién bioquimica (p. ej., capacidad para unirse a una proteina,
receptor o ligando), etc., y/o combinaciones de los mismos. En otro aspecto, la funcién bioquimica se demuestra por la
afinidad de unién de la interaccién. En un aspecto, una medida de la estabilidad de la proteina es la estabilidad térmica, es
decir, la resistencia al desafio térmico. La estabilidad se puede medir utilizando métodos conocidos en la técnica, tales
como HPLC (cromatografia liquida de alta resolucién), SEC (cromatografia de exclusion por tamano), DLS (dispersion
dindmica de la luz), etc. Métodos para medir la estabilidad térmica incluyen, pero no se limitan a calorimetria diferencial de
barrido (DSC), fluorimetria diferencial de barrido (DSF), dicroismo circular (CD) y ensayo de desafio térmico.
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En determinados aspectos, una proteina FVIII codificada por la molécula de &cido nucleico de la divulgacion comprende al
menos un prolongador de la semivida, es decir, un resto heterélogo que aumenta la semivida in vivo de la proteina FVIII
con respecto a la semivida in vivo de la proteina FVIII correspondiente que carece de un resto heterdlogo de este tipo. La
semivida in vivo de una proteina FVIIl puede determinarse mediante cualquier método conocido por los expertos en la
técnica, p. €., ensayos de actividad (ensayo cromogénico o ensayo de aPTT de coagulacién en una fase), ELISA,
ROTEM™, etc.

En algunas realizaciones, la presencia de uno o mas prolongadores de la semivida da como resultado que la semivida de
la proteina FVIII aumente en comparacién con la semivida de la proteina correspondiente que carece de uno 0 mas
prolongadores de la semivida de este tipo. La semivida de la proteina 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
menos aproximadamente 3 veces, al menos aproximadamente 4 veces, al menos aproximadamente 5 veces, al menos
aproximadamente 6 veces, al menos aproximadamente 7 veces, al menos aproximadamente 8 veces, al menos
aproximadamente 9 veces, al menos aproximadamente 10 veces, al menos aproximadamente 11 veces o al menos
aproximadamente 12 veces mas que la semivida in vivo de la proteina FVIII correspondiente que carece de un prolongador
de la semivida de este tipo.

En una realizacion, la semivida de la proteina 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 proteina correspondiente
que carece de dicho prolongador de la semivida de este tipo. En otra realizacién, la semivida de la proteina FVIII que
comprende un prolongador de la semivida se prolonga de aproximadamente 2 veces a aproximadamente 10 veces, de
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,
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
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 comparacion con la semivida in vivo de la proteina
correspondiente que carece de un prolongador de la semivida de este tipo.

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

En aun otras realizaciones, la semivida de la proteina FVIIl que comprende un prolongador de la semivida es de
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
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 dias, de
aproximadamente 24 horas a aproximadamente cinco dias, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente cuatro
dias, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente tres dias o de aproximadamente 24 horas a aproximadamente
dos dias.

En algunas realizaciones, la semivida media por sujeto de la proteina FVIIl 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 dia), aproximadamente 25 horas, aproximadamente 26 horas,
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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 dias), aproximadamente 54 horas, aproximadamente 60 horas, aproximadamente 72 horas
(3 dias), aproximadamente 84 horas, aproximadamente 96 horas (4 dias), aproximadamente 108 horas, aproximadamente
120 horas (5 dias), aproximadamente seis dias, aproximadamente siete dias (una semana), aproximadamente ocho dias,
aproximadamente nueve dias, aproximadamente 10 dias, aproximadamente 11 dias , aproximadamente 12 dias,
aproximadamente 13 dias o aproximadamente 14 dias.

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

1. Una Region Constante de Inmunoglobulina o una Porcion de la Misma

En otro aspecto, un resto heterélogo comprende una o mas regiones constantes de inmunoglobulina o porciones de las
mismas (p. €., una regién Fc). En una realizacion, una molécula de acido nucleico aislada de la divulgacién comprende,
ademas, una secuencia de acido nucleico heteréloga que codifica una regiéon constante de inmunoglobulina o una porcién
de la misma. En algunas realizaciones, la regién constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma es una regién
Fc.

Una region constante de inmunoglobulina estd compuesta por dominios denominados CH (constante pesado) (CH1, CH2,
etc.). Dependiendo del isotipo (es decir, 1gG, IgM, IgA IgD o IgE), la regidn constante puede estar compuesta por tres o
cuatro dominios CH. Algunas regiones constantes de isotipos (p. €j., IgG) también contienen una region bisagra. Véase
Janeway et al. 2001, Immunobiology, Garland Publishing, N.Y., N.Y.

Una region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma para producir la proteina FVIII de la presente
divulgacion puede obtenerse de un cierto niumero de fuentes diferentes. En una realizacion, una region constante de
inmunoglobulina o una porcién de la misma se deriva de una inmunoglobulina humana. Sin embargo, se entiende que la
regién constante de inmunoglobulina o una porcion de la misma se puede derivar de una inmunoglobulina de otra especie
de mamifero, incluyendo, por ejemplo, un roedor (p. /., un ratén, rata, conejo, cobaya) o una especie de primate no humano
(p. €., chimpancé, macaco). Ademas, la region constante de inmunoglobulina o una parte de la misma se puede derivar
de cualquier clase de inmunoglobulina, incluyendo IgM, 1gG, IgD, IgA e IgE, y cualquier isotipo de inmunoglobulina,
incluyendo IgG1, 19G2, IgG3 e IgG4. En una realizacion, se utiliza el isotipo humano IgG1.

Una diversidad de secuencias génicas de la region constante de inmunoglobulina (p. ej., secuencias génicas de la region
constante humana) estan disponibles en forma de depésitos de acceso publico. La secuencia de dominios de la regién
constante se puede seleccionar con una funcién de efector particular (o sin una funcién de efector particular) o con una
modificacién 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. €., 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
obtener los polipéptidos de la presente divulgacion. Se apreciara ademas que el alcance de esta divulgacién abarca alelos,
variantes y mutaciones de secuencias de ADN de region constante.

Las secuencias de la region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma pueden clonarse, p. ej., utilizando la
reaccion en cadena de la polimerasa y cebadores que se seleccionan para amplificar el dominio de interés. Para clonar
una secuencia de la region constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma a partir de un anticuerpo, se puede
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 amplificacion por PCR se describen en detalle en las Pat. de EE.UU. N°%
4.683.195; 4.683.202; 4.800.159; 4.965.188; v, p. gj., 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 region constante de consenso o con cebadores mas especificos basados en
las secuencias de aminoacidos 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 homologas mas grandes, tales como sondas de region
constante de ratén. Se conocen en la técnica numerosos conjuntos de cebadores adecuados para la amplificacion de
genes de anticuerpos (p. ej., cebadores 5' basados en la secuencia N-terminal de anticuerpos purificados (Benhar y Pastan.
1994. Protein Engineering 7:1509); amplificacion rapida de extremos de ADNc (Ruberti, F. et al. 1994. J. Immunol. Methods
173:33), secuencias conductoras de anticuerpos (Larrick et al. 1989 Biochem. Biophys. Res. Commun. 160:1250). La
clonacion de secuencias de anticuerpos se describe adicionalmente en Newman et al., Pat. de EE.UU. N® 5.658.570,
presentada el 25 de enero de 1995.

Una region constante de inmunoglobulina utilizada en esta memoria puede incluir todos los dominios y la region bisagra o
porciones de la misma. En una realizacién, la regién constante de inmunoglobulina o una porcion de la misma comprende
un dominio CH2, un dominio CH3 y una region bisagra, es decir, una region Fc o un participante en la unién a FcRn.
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Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "region Fc" se define como la porcidn de un polipéptido que corresponde
a la region Fc de la Ig nativa, es decir, como se forma por la asociaciéon dimérica de los respectivos dominios Fc de sus
dos cadenas pesadas. Una region Fc nativa forma un homodimero con otra region Fc. Por el contrario, la expresion "region
Fc condensada genéticamente" o "region Fc de cadena sencilla” (regién scFc), tal como se utiliza en esta memoria, se
refiere a una region Fc dimérica sintética compuesta por dominios Fc enlazados genéticamente dentro de una cadena
polipeptidica Unica (es decir, codificada en una Unica secuencia genética contigua). Véase la Publicacion Internacional N°
WO 2012/006635 .

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

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

El receptor de FcRn ha sido aislado de varias especies de mamiferos, incluyendo los seres humanos. Las secuencias del
FcRn humano, FcRn de mono, FcRn de rata y FcRn de raton 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 direccion luminal a serosa y luego libera la IgG
a un pH relativamente mas alto que se encuentra en los fluidos intersticiales. Se expresa en tejido epitelial adulto (Pat. de
EE.UU. N% 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), asi como epitelio nasal, superficies vaginales y superficies de arboles biliares.

Participantes en la unién a FcRn utiles en la presente divulgacién abarcan moléculas que pueden unirse especificamente
al receptor de FcRn que incluyen IgG completa, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos que incluyen la regién de unién
completa del receptor de FcRn. La region de la porcién Fc de IgG que se une al receptor de FcRn se ha descrito basandose
en cristalografia de rayos X (Burmeister et al. 1994, Nature 372:379). La principal area de contacto de Fc con FcRn esta
cerca de la unién de los dominios CH2 y CH3. Los contactos Fc-FcRn estan todos dentro de una Unica cadena pesada de
Ig. Los participantes en la uniéon a FcRn incluyen IgG completa, el fragmento Fc de IgG y otros fragmentos de IgG que
incluyen la region de unién completa de FcRn. Los principales sitios de contacto incluyen los residuos de aminoacidos 248,
250-257, 272, 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los residuos de aminoacidos 385-387, 428 y 433-436
del dominio CH3. Las referencias hechas a la numeracién de aminoacidos 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 Publica de EE.UU., Bethesda, Md.

Las regiones Fc o los participantes en la unién a FcRn unidos a FcRn pueden transportarse eficazmente a través de las
barreras epiteliales mediante FcRn, proporcionando asi un medio no invasivo para administrar sistémicamente una
molécula terapéutica deseada. Adicionalmente, las proteinas de fusion que comprenden una regién Fc o un participante
en la unién a FcRn son sometidas a endocitosis por parte de células que expresan FcRn. Pero en lugar de ser marcadas
para la degradacion, estas proteinas de fusién se reciclan de nuevo a la circulacién, aumentando asi la semivida in vivo de
estas proteinas. En determinadas realizaciones, las porciones de regiones constantes de inmunoglobulina son una regién
Fc o un participante en la unién a FcRn que tipicamente se asocia, a través de enlaces disulfuro y otras interacciones no
especificas, con otra region Fc u otro participante en la unién a FcRn para formar dimeros y multimeros de orden superior.

Dos receptores FcRn pueden unirse a una unica molécula de Fc. Los datos cristalogréficos sugieren que cada molécula
de FcRn se une a un solo polipéptido del homodimero Fc. En una realizacion, el participante en la unién a FcRn, p. e/, un
fragmento Fc de una IgG, a una molécula biolégicamente activa proporciona un medio para suministrar la molécula
biolégicamente activa por via oral, bucal , sublingual, rectal, vaginal, como un aerosol administrado por via nasal o por via
pulmonar, o por via ocular. En otra realizacion, la proteina FVIII se puede administrar de forma invasiva, p. €j., por via
subcutanea, por via intravenosa.

Una region del participante en la unién a FcRn es una molécula o porcion de la misma que puede unirse especificamente
al receptor FCcRn con el consiguiente transporte activo por parte del receptor FcRn de la region Fc. Especificamente, la
union se refiere a dos moléculas que forman un complejo que es relativamente estable en condiciones fisiolégicas. La
union especifica se caracteriza por una alta afinidad y una capacidad de baja a moderada, a diferencia de la unién no
especifica que habitualmente tiene una baja afinidad con una capacidad de moderada a alta. Tipicamente, la unién se
considera especifica cuando la constante de afinidad KA es mayor que 10 M' o0 mayor que 108 M-'. Si es necesario, la
unién no especifica puede reducirse sin afectar sustancialmente a la unién especifica variando las condiciones de unién.
Las condiciones de union apropiadas, tales como la concentracién de las moléculas, la fuerza i6nica de la solucién, la
temperatura, el tiempo permitido para la unién, la concentracion de un agente de bloqueo (p. €j., albumina sérica, caseina
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 proteina FVIIl codificada por la molécula de &cido nucleico de la divulgacion
comprende una 0 mas regiones Fc truncadas que, no obstante, son suficientes para conferir propiedades de unién al
receptor Fc (FcR) a la regién Fc. Por ejemplo, la porcion de una regién Fc que se une a FcRn (es decir, la porcién de unién
a FcRn) comprende aproximadamente los aminoacidos 282-438 de IgG1, numeracion de la UE (siendo los sitios de
contacto principales los aminoacidos 248, 250-257, 272 , 285, 288, 290-291, 308-311 y 314 del dominio CH2 y los residuos
de aminoacidos 385-387, 428 y 433-436 del dominio CH3. Por lo tanto, una regién Fc de la divulgaciéon puede comprender
o consistir en una porcion de union a FcRn. Porciones de union a FcRn se pueden derivar de cadenas pesadas de cualquier
isotipo, incluyendo 1gG1, 19G2, IgG3 e IgG4. En una realizacién, se utiliza una porcién de unién a FcRn de un anticuerpo
del isotipo humano IgG1. En otra realizacion, se utiliza una porcién de unién a FcRn de un anticuerpo del isotipo humano
IgG4.

La regién Fc se puede obtener de un cierto nimero de fuentes diferentes. En una realizacién, una regién 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 mamifero, incluyendo, por ejemplo, un roedor ( p. ej., un ratén, rata, conejo, cobaya) o
una especie de primate no humano (p. /. , chimpancé, macaco). Ademas, 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
inmunoglobuling, incluyendo IgG1, 1gG2, IgG3 e IgG4. En otra realizacion, se utiliza el isotipo humano IgG1.

En determinadas realizaciones, la variante Fc confiere un cambio en al menos una funcién efectora impartida por un resto
Fc que comprende dicho dominio Fc de tipo salvaje (p. /., una mejora o reduccién en la capacidad de la region Fc de
unirse a receptores Fc (p. €j., FcyRI, FcyRIl o FeyRIll) o proteinas del complemento (p. ej., C1q), o para desencadenar
citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC, por sus siglas en inglés), fagocitosis o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDCC, por sus siglas en inglés)). En otras realizaciones, la variante Fc proporciona un residuo de cisteina
disefiado.

La region Fc de la divulgacion puede emplear variantes de Fc reconocidas en la técnica que se sabe que imparten un
cambio (p. ej., una mejora o reduccion) en la funcion del efector y/o la unién de FcR o FcRn. Especificamente, una region
Fc de la divulgacion puede incluir, por ejemplo, un cambio (p €j., una sustitucion) en una o mas de las posiciones de
aminodcidos descritas en las Publicaciones Internacionales PCT W0O88/07089A1, W0O96/14339A1, W098/05787A1,
WO098/23289A1, WO99/51642A1, WO099/58572A1, WOO00/09560A2, WOO00/32767A1, WO00/42072A2,
WO02/44215A2, WO02/060919A2, WOO03/074569A2, WO04/016750A2, WO04/029207A2, WO04/035752A2,
WO04/063351A2, WOO04/074455A2, WO04/099249A2, WO05/040217A2, WO04/044859, WO05/070963A1,
WO05/077981A2, WO05/092925A2, WO05/123780A2, WO06/019447A1, WO06/047350A2 y WO06/085967A2;
Publicaciones de Patentes de EE. UU. N° US2007/0231329, US2007/0231329, US2007/0237765, US2007/0237766,
US2007/0237767, US2007/0243188, US20070248603, US20070286859, US20080057056; o las Patentes de EE.UU.
5.648.260; 5.739.277; 5.834.250; 5.869.046; 6.096.871; 6.121.022; 6.194.551; 6.242.195; 6.277.375; 6.528.624;
6.538.124;6.737.056; 6.821.505; 6.998.253; 7.083.784; 7.404.956 y 7.317.091. En una realizacion, el cambio especifico
(p. €j., la sustitucion especifica de uno 0 mas aminoacidos descritos en la técnica) se puede realizar en una o mas de las
posiciones de aminoacidos descritas. En otra realizacion, se puede realizar un cambio diferente en una o mas de las
posiciones de aminodacidos descritas (p. ej., la sustitucién diferente de una o mas posiciones de aminoacidos descritas en
la técnica).

La region Fc o el participante en la union 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
porciones de los mismos que se uniran a FcRn. Modificaciones de este tipo incluyen modificaciones alejadas de los sitios
de contacto de FcRn, asi como modificaciones dentro de los sitios de contacto que conservan o incluso potencian la union
a FcRn. Por ejemplo, los siguientes residuos de amino&cidos individuales en IgG1 Fc humana (Fc y1) pueden sustituirse
sin una pérdida significativa de la afinidad de uniéon de Fc por FcRn: P238A, S239A, K246A, K248A, D249A, M252A,
T256A, E258A, T260A, D265A, S267A, H268A, E269A, D270A, E272A, L274A, N276A, Y278A, D280A, V282A,
E283A, H285A, N286A, T289A, K290A, R292A, E293A, E294A, Q295A, Y296F, N297A, S298A, Y300F, R301A,
V303A, V305A, T307A, L309A, Q311A, D312A, N315A, K317A, E318A, K320A, K322A, S324A, K326A, A327Q,
P329A, A330Q, P331A, E333A, K334A, T335A, S337A, K338A, K340A, Q342A, R344A, E345A, Q347A, R355A,
E356A, M358A, T359A, K360A, N361A, Q362A, Y373A, S375A, D376A, A378Q, E380A, E382A, S383A, N384A,
Q386A, E388A, N389A, N390A, Y391F, K392A, L398A, S400A, D401A, D413A, K414A, R416A, Q418A, Q419A,
N421A, V422A, S424A, E430A, N434A, TA37A, Q438A, K439A, S440A, S444A y K447A, en que, por ejemplo, P238A
representa prolina de tipo salvaje sustituida con alanina en la posicién nimero 238. Como un ejemplo, una realizacién
especifica incorpora la mutaciéon N297A, eliminando un sitio de N-glicosilacion altamente conservado. Ademas de la
alanina, los aminoacidos de tipo salvaje pueden sustituirse con otros aminoacidos en las posiciones arriba especificadas.
Se pueden introducir mutaciones individualmente en Fc, dando lugar a mas de cien regiones Fc distintas de la Fc nativa.
Adicionalmente, se pueden introducir juntas combinaciones de dos, tres 0 mas de estas mutaciones individuales, dando
lugar a cientos de regiones Fc mas.

Determinadas mutaciones anteriores pueden conferir una nueva funcionalidad a la region Fc o al participante en la unién
a FcRn. Por ejemplo, una realizacion incorpora N297A, eliminando un sitio de N-glicosilacion altamente conservado. El
efecto de esta mutacion es reducir la inmunogenicidad, potenciando con ello la semivida circulante de la regién Fc y de
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hacer que la region Fc sea incapaz de unirse a FcyRlI, FcyRIIA, FcyRIIB y FcyRIIIA, sin comprometer la afinidad por FcRn
(Routledge et al. 1995, Transplantation 60:847, Friend et al., 1999, Transplantation 68:1632, Shields et al., 1995, J. Biol.
Chem. 276:6591). Como un ejemplo adicional de la nueva funcionalidad que surge de las mutaciones arriba descritas, la
afinidad por FcRn puede incrementarse mas alla de la del tipo salvaje en algunos casos. Esta afinidad incrementada puede
reflejar una mayor tasa de "encendido”, una disminucién de la tasa de "apagado” o tanto una mayor tasa de "encendido”
como una disminucién 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 union en IgG dentro de la
regiéon bisagra inferior, generalmente los aminoacidos 234-237. Por lo tanto, otro ejemplo de nueva funcionalidad y
potencial inmunogenicidad disminuida puede surgir de mutaciones de esta regién tales como, por ejemplo, reemplazando
los aminodacidos 233-236 de IgG1 humana "ELLG" (SEQ ID NO: 45) a la secuencia correspondiente de IgG2 "PVA " (con
una delecién de un aminoéacido). Se ha demostrado que FcyRI, FcyRIl y FcyRIIl, que median en diversas funciones del
efector, no se uniran 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.

En otra realizacion, la regiéon constante de inmunoglobulina o una porcién de la misma comprende una secuencia de
aminodcidos en la region bisagra o una porcién de la misma que forma uno o més enlaces disulfuro con una segunda
regién constante de inmunoglobulina o una porcion de la misma. La segunda region constante de inmunoglobulina o una
porcién de la misma se puede enlazar a un segundo polipéptido, uniendo la proteina FVIII y el segundo polipéptido. En
algunas realizaciones, el segundo polipéptido es un resto potenciador. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresién
"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 activacién de FVIII, el resto potenciador
estéa disponible para potenciar la actividad de FVIII.

En determinadas realizaciones, una proteina FVIII codificada por una molécula de acido nucleico de la divulgacion
comprende una sustitucién de un aminoacido en una regién constante de inmunoglobulina o una porcion de la misma (p.
€/., variantes Fc), que altera las funciones efectoras independientes del antigeno de la region constante de Ig, en particular
la semivida circulante de la proteina.

2. Regiones scFc

En otro aspecto, un resto heterélogo comprende una region scFc (Fc de cadena sencilla). En una realizacion, una molécula
de acido nucleico aislada de la divulgacién comprende, ademas, una secuencia de acido nucleico heteréloga que codifica
una regién scFc. La region scFc comprende al menos dos regiones constantes de inmunoglobulina o porciones de las
mismas (p. €j., restos o dominios Fc (p. €., 2, 3, 4, 5, 6 0 mas restos o dominios Fc)) dentro de la misma cadena
polipeptidica lineal que son capaces de plegarse (p. €., plegarse intramolecular o intermolecularmente) para formar una
region scFc funcional que esté enlazada por un enlazador peptidico Fc. Por ejemplo, en una realizacién, un polipéptido de
la divulgacion es capaz de unirse, a través de su region scFc , a al menos un receptor Fc (p. ej., un FcRn, un receptor FcyR
(p. €., FcyRIll) o una proteina del complemento (p. ej., C1q)) con el fin de mejorar la semivida o desencadenar una funcion
efectora inmunitaria (p. ej., citotoxicidad dependiente de anticuerpos (ADCC), fagocitosis o citotoxicidad dependiente del
complemento (CDCC) y/o para mejorar la capacidad de fabricacion).

3.CTP

En otro aspecto, un resto heterdlogo comprende un péptido C-terminal (CTP) de la subunidad B de la gonadotropina
coridnica humana o un fragmento, variante o derivado del mismo. Se sabe que uno o mas péptidos CTP insertados en una
proteina recombinante aumentan la semivida in vivo de esa proteina. Véase, p. €j., 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. €., la Publicacién de Solicitud de Patente de
EE.UU. N2 US 2009/0087411 A1.

4. Secuencia XTEN

En algunas realizaciones, un resto heterélogo comprende una o mas secuencias XTEN, fragmentos, variantes o derivados
de las mismas. Tal como se utiliza aqui, "secuencia XTEN" se refiere a polipéptidos de longitud extendida con secuencias
que se producen de forma no natural, sustancialmente no repetitivas, que estan compuestas principalmente de pequenos
aminodcidos hidréfilos, teniendo la secuencia un grado bajo o ninguna estructura secundaria o terciaria bajo condiciones
fisiologicas. Como resto heterodlogo, las XTENs pueden servir como resto de prolongacion de la semivida. Ademas, XTEN
puede proporcionar propiedades deseables que incluyen, pero no se limitan a parametros farmacocinéticos potenciados y
caracteristicas de solubilidad.
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La incorporacién de un resto heterélogo que comprende una secuencia XTEN en una proteina de la divulgacién puede
conferir a la proteina una o més de las siguientes propiedades ventajosas: flexibilidad conformacional, solubilidad acuosa
potenciada, alto grado de resistencia a la proteasa, baja inmunogenicidad, baja unién a receptores de mamiferos, o radios
hidrodinamicos (o de Stokes) incrementados.

En determinados aspectos, una secuencia de XTEN puede aumentar las propiedades farmacocinéticas, tales como una
semivida in vivo mas prolongada o un area bajo la curva (AUC, por sus siglas en inglés) incrementada, de modo que una
proteina de la divulgacion permanece in vivoy tiene actividad procoagulante durante un periodo de tiempo prolongado en
comparacion con una proteina con el mismo pero sin el resto heter6logo XTEN.

En algunas realizaciones, la secuencia de XTEN Util para la divulgacién es un péptido o un polipéptido que tiene mas 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,
850, 900, 950, 1000, 1200, 1400, 1600, 1800 o 2000 residuos aminodacidos. En determinadas realizaciones, XTEN es un
péptido o un polipéptido que tiene mas de aproximadamente 20 a aproximadamente 3000 residuos aminoacidos, mas de
30 a aproximadamente 2500 residuos, méas de 40 a aproximadamente 2000 residuos, mas de 50 a aproximadamente 1500
residuos, mas de 60 a aproximadamente 1000 residuos, mas de 70 a aproximadamente 900 residuos, mas de 80 a
aproximadamente 800 residuos, mas de 90 a aproximadamente 700 residuos, mas de 100 a aproximadamente 600
residuos, mas de 110 a aproximadamente 500 residuos, o0 mas de 120 a aproximadamente 400 residuos. En una
realizacion particular, la XTEN comprende una secuencia de aminoacidos de méas de 42 aminoé&cidos de longitud y menos
de 144 aminoécidos de longitud.

La secuencia de XTEN de la divulgacion puede comprender uno o mas motivos de secuencia de 5 a 14 (p. €j., 9 a 14)
residuos aminoacidos o una secuencia de aminoacidos de al menos 80 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97
%, 98 % 0 99 % idéntico al motivo de secuencia, en donde el motivo comprende, consiste esencialmente en o consiste en
4 a 6 tipos de aminodcidos (p. €j., 5 aminoacidos) 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
%, 0 al menos aproximadamente el 85 %, o al menos aproximadamente el 90 %, o aproximadamente el 91 %, o
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 multiples 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 categoria de motivos
de la Tabla 4; es decir, AD, AE, AF, AG, AM, AQ, BC o BD XTEN, y que cualquier otro aminoacido en XTEN que no sea
de un motivo de la familia se seleccione para lograr una propiedad necesaria, tal como para permitir la incorporacion de un
restriccion sitio mediante la codificacion de nucleétidos, incorporacion de una secuencia de escision, o para lograr un mejor
enlace a FVIII. En algunas realizaciones de familias XTEN, una secuencia XTEN comprende multiples 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
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 homologia arriba descrito. En otras realizaciones, XTEN comprende multiples
unidades de secuencias de motivos de dos o mas de las familias de motivos de la Tabla 2A. Estas secuencias se pueden
seleccionar para lograr las caracteristicas fisicas/quimicas deseadas, incluyendo propiedades tales como carga neta,
hidrofilia, falta de estructura secundaria o falta de repetitividad que confiere la composicién de aminoacidos de los motivos,
que se describen con mas detalle mas 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 aminoacidos.
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Tabla 4. Motivos de Secuencia XTEN de 12 Aminoacidos y Familias de Motivos

Familia de Motivos * SECUENCIA DE MOTIVOS SEQID 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 heterdlogos en proteinas quiméricas de la divulgacion
se describen, p. gj., en las Publicaciones de Patentes de EE.UU. N% 2010/0239554 A1, 2010/0323956 A1, 2011/0046060
A1, 2011/0046061 A1, 2011/0077199 A1 o0 2011/0172146 A1, o las Publicaciones de Patente Internacional N°s 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 insercién o el enlace a FVIII. En una realizacion, la longitud de la o las
secuencias de XTEN se elige en base a la propiedad o funcion a lograr en la proteina de fusién. Dependiendo de la
propiedad o funcion prevista, XTEN puede ser una secuencia de longitud corta o intermedia 0 una secuencia mas larga
que puede servir como soporte. En determinadas realizaciones, XTEN incluye segmentos cortos de aproximadamente 6 a
aproximadamente 99 residuos de aminoacidos, longitudes intermedias de aproximadamente 100 a aproximadamente 399
residuos de aminoacidos y longitudes mas largas de aproximadamente 400 a aproximadamente 1000 y hasta
aproximadamente 3000 residuos de aminoacidos. 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,
aproximadamente 2500 o hasta aproximadamente 3000 residuos amino&cidos 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 aminoacidos de longitud.
La longitud precisa de un XTEN insertado en o enlazado a FVIII puede variar sin afectar negativamente a la actividad del
FVIIl. En una realizacién, uno o mas de los XTEN utilizados en esta memoria tienen 42 aminoacidos, 72 aminodcidos, 144
aminodcidos, 288 aminodacidos, 576 aminoacidos u 864 aminoacidos de longitud y se pueden seleccionar de uno 0 mas
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 divulgacién es al menos 60 %, 70 %, 80 %, 85 %, 90 %,
91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 % 0 100 % 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,
AE648, AG648, AG684, AE720, AG720, AE756, AG756, AE792, AG792, AEB28, 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 combinacién de los mismos. Véase el documento
US 2010-0239554 A1. En una realizacion particular, el XTEN comprende AE42, AE72, AE144, AE288, AE576, AE864,
AG 42, AG72, AG144, AG288, AG576, AG864 o cualquier combinacién de los mismos.

Secuencias ejemplares de XTEN que se pueden utilizar como restos heterélogos en la proteina quimérica de la divulgacién
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,

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. 111y 11J, respectivamente), XTEN AE144-5A (SEQ ID NO: 54, codificada por SEQ ID NO: 55;
FIGs. 11Ky 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. 110 y 11P,
respectivamente), XTEN AG144-A (SEQ ID NO: 60, codificada por SEQ ID NO: 61; FIGs. 11Q y 11R,
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 realizacion particular, el
XTEN es codificado por SEQ ID NO :18.

En algunas realizaciones, menos del 100 % de los aminoacidos de un XTEN se seleccionan de glicina (G), alanina (A),
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 aminoacidos
restantes de XTEN se seleccionan de cualquiera de los otros 14 L-aminoacidos naturales, pero se pueden seleccionar
preferentemente de aminoacidos hidréfilos de modo que la secuencia de XTEN contenga al menos aproximadamente 90
%, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 al menos aproximadamente 99 % de aminodacidos hidrdfilos. El
contenido de aminoacidos hidréfobos en el XTEN utilizado en las construcciones de conjugacién puede ser menor que 5
%, menor que 2 % o menor que 1 % de contenido de aminoacidos hidréfobos. Los residuos hidréfobos menos favorecidos
en la construccion de XTEN incluyen triptéfano, fenilalanina, tirosina, leucina, isoleucina, valina y metionina. Ademas, las
secuencias de XTEN pueden contener menos del 5 % o0 menos del 4 % o menos del 3 % o menos del 2 % o menos del 1
% 0 ninguno de los siguientes aminoacidos: metionina (por ejemplo, para evitar la oxidacion) o asparagina y glutamina
(para evitar la desamidacion).

La una o mas secuencias de XTEN pueden insertarse en el extremo C o en el extremo N de la secuencia de aminoacidos
codificada por la secuencia de nucleétidos o pueden insertarse entre dos aminoacidos en la secuencia de aminoacidos
codificada por la secuencia de nucleétidos. Por ejemplo, el XTEN se puede insertar entre dos aminoacidos en uno o mas
sitios de insercion seleccionados de la Tabla 3. Se pueden encontrar ejemplos de sitios dentro del FVIII que son permisibles
para la insercion de XTEN, p. €., en la Publicacién Internacional N®° WO 2013/123457 A1 o la publicacién de EE.UU. N?°
2015/0158929 A1.

5. Albumina o Fragmento, Derivado o Variante del Mismo

En algunas realizaciones, un resto heterélogo comprende albimina o un fragmento funcional de la misma. La albumina
sérica humana (HSA o HA, por sus siglas en inglés), una proteina de 609 aminoacidos en su forma completa, es
responsable de una proporcion significativa de la presién osmoética del suero y también funciona como un soporte de
ligandos enddgenos y exdgenos. El término "albumina”, tal como se utiliza en esta memoria, incluye albimina de longitud
completa o un fragmento funcional, variante, derivado o analogo de la misma. Ejemplos de albimina o los fragmentos o
variantes de la misma se describen en las Publ. de Pat. de EE.UU. N% 2008/0194481A1, 2008/0004206 A1,2008/0161243
A1,2008/0261877 A1 02008/0153751 A1 o la Publ. de Solicitud PCT N22008/033413 A2, 2009/058322 A1 0 2007/021494
A2.

En una realizacién, la proteina FVIII codificada por una molécula de acido nucleico de la divulgacién comprende albumina,
un fragmento o una variante de la misma que estd ademas enlazada a un segundo resto heter6logo seleccionado del
grupo que consiste en una regién o porcion constante de inmunoglobulina del mismo (p. ej., una regién Fc), una secuencia
PAS, HES y PEG.

6. Resto de union a Albumina
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En determinadas realizaciones, el resto heter6logo es un resto de unién a albdmina, que comprende un péptido de union
a albdmina, un dominio de unién a albumina bacteriano, un fragmento de anticuerpo de unién a albumina o cualquier
combinacién de los mismos.

Por ejemplo, la proteina de unién a albimina puede ser una proteina de unién a albumina bacteriana, un anticuerpo o un
fragmento de anticuerpo que incluye anticuerpos de dominio (véase la Pat. de EE.UU. N® 6.696.245). Una proteina de
unién a albumina, por ejemplo, puede ser un dominio de union a albimina bacteriano tal como el de la proteina G
estreptocécica (Konig, T. y Skerra, A. (1998) J. Immunol. Methods 218, 73-83). Otros ejemplos de péptidos de unién a
albumina que pueden utilizarse como participante en la conjugacién son, por ejemplo, los que tienen una secuencia de
consenso Cys-Xaa 1— Xaa 2— Xaa 3- Xaa s-Cys, en donde Xaa 1 es Asp, Asn, Ser, Thr o Trp; Xaa 2es Asn, Gin, His, lle,
Leu o Lys; Xaa s es Ala, Asp, Phe, Trp o Tyr; y Xaa s es Asp, Gly, Leu, Phe, Ser o Thr tal como se describe en la solicitud
de patente estadounidense 2003/0069395 o Dennis et al. (Dennis et al. (2002) J. Biol. Chem. 277, 35035-35043).

El dominio 3 de la proteina G estreptocdcica, 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 unién a albumina bacteriano. Ejemplos de
péptidos de unién a albumina incluyen una serie de péptidos que tienen la secuencia central DICLPRWGCLW (SEQ ID
NO: 35). Véase, p. g/., Dennis et al., J. Biol. Chem. 2002, 277: 35035-35043 (2002). Se describen ejemplos de fragmentos
de anticuerpos que se unen a albumina 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 unién a albumina 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).

Acidos grasos, en particular los &cidos grasos de cadena larga (LCFA, por sus siglas en inglés) y compuestos de union a
albumina de tipo acido graso de cadena larga pueden utilizarse para extender la semivida in vivo de las proteinas FVIII de
la divulgacion. Un ejemplo de un compuesto de union a albumina similar a LCFA es &cido 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. €j.,
el documento WO 2010/140148).

7. Secuencia PAS

En otras realizaciones, el resto heterdlogo es una secuencia PAS. Una secuencia PAS, tal como se utiliza en esta memoria,
significa una secuencia de aminoacidos que comprende principalmente residuos alanina y serina o que comprende
principalmente residuos alanina, serina y prolina, formando la secuencia de aminoacidos una conformacion de espiral
aleatoria en condiciones fisioldgicas. Por consiguiente, la secuencia PAS es un bloque de construccién, un polimero de
aminod&cidos o un casete de secuencia que comprende, consiste esencialmente en o consiste en alanina, serina y prolina
que puede utilizarse como una parte del resto heterélogo en la proteina quimérica. Sin embargo, la persona experta es
consciente de que un polimero de aminodcidos también puede formar una conformacién de espiral aleatoria cuando se
anaden residuos distintos de alanina, serina y prolina como un constituyente menor en la secuencia PAS. La expresion
"constituyente menor", tal como se utiliza en esta memoria, significa que se pueden afiadir aminoacidos distintos de alanina,
serinay prolina en la secuencia PAS hasta cierto punto, p. €., hasta aproximadamente el 12 %, es decir, aproximadamente
12 de 100 aminoacidos de la secuencia PAS, hasta aproximadamente el 10 %, es decir, aproximadamente 10 de 100
aminoacidos de la secuencia PAS, hasta aproximadamente el 9 %, es decir, aproximadamente 9 de 100 aminoéacidos,
hasta aproximadamente el 8 %, es decir, aproximadamente 8 de 100 aminoacidos, aproximadamente el 6%, es decir,
aproximadamente 6 de 100 aminodacidos, aproximadamente el 5%, es decir, aproximadamente 5 de 100 aminoacidos,
aproximadamente el 4%, es decir, aproximadamente 4 de 100 aminoacidos, aproximadamente el 3%, es decir,
aproximadamente 3 de 100 aminodacidos, aproximadamente el 2%, es decir, aproximadamente 2 de 100 aminoéacidos,
aproximadamente el 1%, es decir, aproximadamente de 1 de 100 de los aminodcidos. Los aminodacidos diferentes de
alanina, serina y prolina pueden seleccionarse del grupo formado por Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu, Gly, His, lle, Leu, Lys,
Met, Phe, Thr, Trp, Tyry Val.

Bajo condiciones fisiologicas, la extension de la secuencia PAS forma una conformacion de espiral aleatoria y, por lo tanto,
puede mediar en una estabilidad incrementada in vivo y/o in vitro para la proteina FVIII. Dado que el dominio de espiral
aleatorio no adopta una estructura o funcién estable por si mismo, la actividad biol6gica mediada por la proteina FVIII se
conserva esencialmente. En otras realizaciones, las secuencias PAS que forman el dominio de espiral aleatoria son
biolégicamente inertes, especialmente con respecto a la protedlisis en el plasma sanguineo, la inmunogenicidad, el punto
isoeléctrico/comportamiento electrostatico, la union a los receptores de la superficie celular o la internalizacion, pero siguen
siendo biodegradables, lo que proporciona claras ventajas frente a polimeros sintéticos tales como PEG.

Ejemplos no limitantes de las secuencias PAS que forman una conformacién de espiral aleatoria comprenden una
secuencia de aminoacidos 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),
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. gj., la Publ. de la Pat. de
EE.UU. N° 2010/0292130 A1 y la Publ. de la solicitud PCT. N® WO 2008/155134 A1.
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8. Secuencia HAP

En determinadas realizaciones, el resto heter6logo es un polimero de homo-aminoacido (HAP, por sus siglas en inglés)
rico en glicina. La secuencia HAP puede comprender una secuencia repetitiva de glicina, que tiene al menos 50
aminoacidos, al menos 100 aminoacidos, 120 aminoacidos, 140 aminoacidos, 160 aminoacidos, 180 aminoacidos, 200
aminodcidos, 250 aminoacidos, 300 aminodacidos, 350 aminoéacidos, 400 aminoacidos, 450 aminodacidos o 500
aminoacidos de longitud. En una realizacién, 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, (GlyaSer)n
0 S(GlysSer)n,endondenes 1,2,3,4,5,6,7,8,9,10, 11,12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20. En una realizacién, n es 20,
21, 22, 23, 24, 25, 26, 26, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39 0 40. En otra realizacion, n es 50, 60, 70, 80, 90,
100, 110, 120, 130, 140, 150, 160, 170, 180, 190 o 200.

9. Transferrina o Fragmento de la misma

En determinadas realizaciones, el resto heterdlogo es transferrina o un fragmento de la misma. Puede utilizarse cualquier
transferrina para producir las proteinas FVIII de la divulgacion. Como un ejemplo, el TF humano de tipo salvaje (TF) es una
proteina de 679 aminoacidos, de aproximadamente 75 KDa (sin tener en cuenta la glicosilacién), con dos dominios
principales, N (aproximadamente 330 aminodacidos) y C (aproximadamente 340 aminoacidos), que parecen originarse a
partir de una duplicacién de genes. Véanse los numeros de acceso de GenBank NM001063, XM002793, M12530,
XM039845, XM039847 y S95936 (www.ncbi.nim.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 realizacion, el resto heterélogo de transferrina incluye una variante de corte y empalme de transferrina. En un
ejemplo, una variante de corte y empalme de transferrina puede ser una variante de corte y empalme de transferrina
humana, p. ej., acceso a Genbank AAA61140. En otra realizacién, la porcion de transferrina de la proteina quimérica incluye
uno o mas dominios de la secuencia de transferrina, p. €j., dominio N, dominio C, dominio N1, dominio N2, dominio C1,
dominio C2 o cualquier combinacién de los mismos.

10. Receptores de Aclaramiento

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

11. Factor de von Willebrand o Fragmentos del Mismo

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

El VWF (también conocido como F8VWF) es una gran glicoproteina multimérica presente en el plasma sanguineo y
producida constitutivamente en el endotelio (en los cuerpos de Weibel -Palade), megacariocitos (granulos a de plaquetas)
y tejido conjuntivo subendoteliano. EI monémero basico del VWF es una proteina de 2813 aminoéacidos. Cada uno de los
monémeros contiene un cierto niumero de dominios especificos con una funcion especifica, los dominios D'y D3 (que se
unen juntos al Factor VIII), el dominio A1 (que se une al receptor plaquetario GPIb , heparina y/o posiblemente colageno),
el dominio A3 (que se une al colageno), el dominio C1 (en el que el dominio RGD se une a la integrina plaquetaria allbf3
cuando ésta se activa) y el dominio "nudo de cisteina" en el extremo C de la proteina (que VWF comparte con el factor de
crecimiento derivado de plaquetas (PDGF), el factor de crecimiento transformante-g (TGF) y la gonadotropina coriénica
humana B (BHCG)).

La secuencia de 2813 aminoacidos del monémero para el VWF humano se resefia como numero de acceso NP000543.2
en Genbank. La secuencia de nucleétidos que codifica el VWF humano se resefia como numero de acceso NM000552.3
en Genbank. SEQ ID NO: 44 (FIG. 11B) es la secuencia de aminoacidos codificada por SEQ ID NO: 43. El dominio D'
incluye los amino&cidos 764 a 866 de SEQ ID NO: 44. El dominio D3 incluye los amino&cidos 867 a 1240 de SEQ ID NO:
44,

En el plasma, el 95-98 % del FVIII circula en un complejo no covalente compacto con el VWF de longitud completa. La
formacion de este complejo es importante para el mantenimiento de niveles plasmaticos 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 FVIIl se
activa debido a la protedlisis en las posiciones 372 y 740 de la cadena pesada y en la posicion 1689 de la cadena ligera,
el VWF unido al FVIII se elimina del FVIII activado.

En determinadas realizaciones, el resto heterdlogo es factor de von Willebrand de longitud completa. En otras
realizaciones, el resto heter6logo es un fragmento del factor de von Willebrand. Tal como se utiliza en esta memoria, la
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expresion "fragmento de VWF" o "fragmentos de VWF" utilizada en esta memoria significa cualesquiera fragmentos de
VWF que interactien con FVIIl y conserven al menos una o més propiedades que normalmente se proporcionan a FVII
por VWF de longitud completa, p. €., prevenir la activacion prematura a FVllla , prevenir la proteolisis prematura, prevenir
la asociacion con membranas de fosfolipidos que podrian conducir a un aclaramiento prematuro, prevenir la unién a
receptores de aclaramiento de FVIII que pueden unirse a FVIII desnudo pero no a FVIII unido a VWF, y/o estabilizar las
Interacciones entre la cadena pesada y la cadena ligera de FVIIl. En una realizacién especifica, el resto heterélogo 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, ademas, un dominio de VWF seleccionado del grupo que consiste en un dominio
A1, un dominio A2, un dominio A3, un dominio D1, un dominio D2, un dominio D4, un dominio B1, un dominio B2, un
dominio B3, un dominio C1, un dominio C2, un dominio CK, uno o mas fragmentos de los mismos, y cualquier combinacion
de los mismos. En la solicitud de patente provisional de EE.UU. n® 61/667.901, presentada el 3 de julio de 2012, y la
Publicacion de EE.UU. N° 2015/0023959 A1 se describen ejemplos adicionales del polipéptido que tiene la actividad de
FVIIl condensado al fragmento de VWF.

12. Restos enlazadores
En determinadas realizaciones, el resto heterélogo es un enlazador peptidico.

Tal como se utiliza en esta memoria, las expresiones "enlazadores peptidicos" o "restos enlazadores" se refieren a una
secuencia peptidica o polipeptidica (p. gj., una secuencia peptidica o polipeptidica sintética) que conecta dos dominios en
una secuencia lineal de aminoacidos de una cadena polipeptidica.

En algunas realizaciones, las secuencias de nucledtidos heterdlogas que codifican enlazadores peptidicos pueden
insertarse entre las secuencias de polinucleétidos de FVIII optimizadas de la divulgacién y una secuencia de nucleotidos
heteréloga que codifica, por ejemplo, uno de los restos heterdlogos arriba descritos tales como la albumina. Los
enlazadores peptidicos pueden proporcionar flexibilidad a la molécula polipeptidica quimérica. Tipicamente, los
enlazadores no se escinden, sin embargo, una escisién de este tipo puede ser deseable. En una realizacion, estos
enlazadores no se eliminan durante el procesamiento.

Un tipo de enlazador que puede estar presente en una proteina quimérica de la divulgacion es un enlazador escindible por
proteasa que comprende un sitio de escision (es decir, un sustrato del sitio de escision de proteasa, p. €j., un sitio de
escision de factor Xla, 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 escisién. Estos enlazadores escindibles, cuando se incorporan en una construccion de la
divulgacién, dan como resultado una molécula quimérica que tiene un sitio de escisién heterologo.

En una realizacion, un polipéptido de FVIII codificado por una molécula de &cido nucleico de la presente divulgacion
comprende dos o mas dominios Fc o restos enlazados a través de un enlazador cscFc para formar una regiéon Fc
comprendida en una Unica cadena polipeptidica. El enlazador cscFc esta flanqueado por al menos un sitio de
procesamiento intracelular, es decir, un sitio escindido por una enzima intracelular. La escision del polipéptido en al menos
un sitio de procesamiento intracelular da como resultado un polipéptido que comprende al menos dos cadenas
polipeptidicas.

Opcionalmente, se pueden utilizar otros enlazadores peptidicos en una construccién de la divulgacion, p. gj., para conectar
una proteina FVIII a una regién Fc. Algunos enlazadores ejemplares que se pueden utilizar en relacion con la divulgacion
incluyen, p. ej., polipéptidos que comprenden aminoacidos GlySer descritos con més detalle més adelante.

En una realizacion, el enlazador peptidico es sintético, es decir, no se produce de forma natural. En una realizacion, un
enlazador peptidico incluye péptidos (o polipéptidos) (que pueden o no ser naturales) que comprenden una secuencia de
aminodacidos que enlaza o condensa genéticamente una primera secuencia lineal de aminoacidos con una segunda
secuencia lineal de aminoacidos a la que no esté enlazado de forma natural ni condensado genéticamente en la naturaleza.
Por ejemplo, en una realizacién, el enlazador peptidico puede comprender polipéptidos que no se producen de forma
natural que son formas modificadas de polipéptidos que se producen de forma natural (p. €j., que comprenden una
mutacion tal como una adicion, sustitucion o delecién). En otra realizacion, el enlazador peptidico puede comprender
aminoé&cidos que no se producen de forma natural. En otra realizacion, el enlazador peptidico puede comprender
aminoacidos que se producen de forma natural que se presentan en una secuencia lineal que no se presenta en la
naturaleza. En aun otra realizacion, el enlazador peptidico puede comprender una secuencia polipeptidica que se produce
de forma natural.

Por ejemplo, en determinadas realizaciones, se puede utilizar un enlazador peptidico para condensar restos Fc idénticos,
formando asi una region scFc homodimérica. En otras realizaciones, se puede utilizar un enlazador peptidico para
condensar diferentes restos Fc (p. )., un resto Fc de tipo salvaje y una variante del resto Fc), formando asi una regién
scFc heterodimérica.
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En otra realizacion, un enlazador peptidico comprende o consiste en un enlazador gly-ser. En una realizacion, un enlazador
scFc o cscFc comprende al menos una porcién de una bisagra de inmunoglobulina y un enlazador gly-ser. Tal como se
utiliza en esta memoria, la expresion "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
peptidico. En otras realizaciones, un enlazador gly-ser se fija a uno o ambos extremos de otra secuencia del enlazador
peptidico. En aln otras realizaciones, se incorporan en serie dos 0 mas enlazadores gly-ser en un enlazador peptidico. En
una realizacion, un enlazador peptidico de la divulgacién comprende al menos una porcién de una regién bisagra superior
(p. ej., derivada de una molécula IgG1, IgG2, IgG3 o IgG4), al menos una porcidn de una regién bisagra media (p. €.,
derivado de una molécula de 1gG1, 1gG2, IgG3 o IgG4) y una serie de residuos de aminoéacidos gly/ser.

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

En algunas realizaciones, el enlazador peptidico puede comprender al menos dos, al menos tres, al menos cuatro, al
menos cinco, al menos 10, al menos 20, al menos 30, al menos 40, al menos 50, al menos 60, al menos 70, al menos 80,
al menos 90 o al menos 100 aminoacidos. En otras realizaciones, el enlazador peptidico puede comprender al menos 200,
al menos 300, al menos 400, al menos 500, al menos 600, al menos 700, al menos 800, al menos 900 o al menos 1000
aminoacidos. En algunas realizaciones, el enlazador peptidico puede comprender al menos aproximadamente 10, 20, 30,
40, 50, 60, 70, 80, 90, 100, 150, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1100, 1200, 1300, 1400, 1500, 1600, 1700,
1800, 1900 o 2000 aminoacidos. El enlazador peptidico puede comprender 1-5 aminodcidos, 1-10 aminodacidos, 1-20
aminoacidos, 10-50 aminoéacidos, 50-100 aminoacidos, 100-200 aminoéacidos, 200-300 aminoéacidos, 300-400
aminodcidos, 400-500 aminoacidos, 500-600 aminoéacidos, 600-700 aminoacidos, 700-800 aminoécidos, 800-900
aminoacidos 0 900-1000 aminoacidos.

Enlazadores peptidicos pueden introducirse en secuencias polipeptidicas utilizando técnicas conocidas en la técnica.
Modificaciones pueden confirmarse mediante andlisis de secuencia de ADN. El ADN de plasmido puede utilizarse para
transformar células huésped para la produccién estable de los polipéptidos producidos.

Hibridos de Monémero-Dimero

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

La expresion "hibrido de monémero-dimero" utilizada en esta memoria se refiere a una proteina quimérica que comprende
una primera cadena polipeptidica y una segunda cadena polipeptidica, que estan asociadas entre si mediante un enlace
disulfuro, en donde la primera cadena comprende Factor VIl y una primera region Fc y la segunda cadena comprende,
consiste esencialmente en o consiste en una segunda regién Fc sin el FVIII. La construccién hibrida de monémero-dimero
es, por lo tanto, un hibrido que comprende un aspecto de mondémero que tiene solo un factor de coagulacién y un aspecto
de dimero que tiene dos regiones Fc.

Elemento de Control de la Expresion

En algunas realizaciones, la molécula de acido nucleico o el vector de la divulgacién comprenden, ademas, al menos una
secuencia de control de la expresién. Una secuencia de control de la expresion, tal como se utiliza en esta memoria, es
cualquier secuencia de nucle6tidos reguladora, tal como una secuencia de promotor o una combinaciéon de promotor-
potenciador, que facilita la transcripcion y traduccién eficientes del acido nucleico codificante al que esta enlazado
operativamente. Por ejemplo, la molécula de acido nucleico aislada de la divulgacion se puede enlazar operativamente a
al menos una secuencia de control de la transcripcion. La secuencia de control de la expresién génica puede ser, por
ejemplo, un promotor de mamifero o viral, tal como un promotor constitutivo o inducible. Promotores de mamiferos
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
constitutivos. Promotores virales ejemplares que funcionan de forma constitutiva en células eucaridticas incluyen, por
ejemplo, promotores del citomegalovirus (CMV), virus de simio (p. ., 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 Utiles
como secuencias de expresion génica de la divulgacién también incluyen promotores inducibles. Los promotores inducibles
se expresan en presencia de un agente inductor. Por ejemplo, se induce al promotor de la metalotioneina para que fomente
la transcripcién y la traduccion en presencia de determinados iones metalicos. Los expertos ordinarios en la técnica
conocen otros promotores inducibles.

En una realizacién, la divulgacion incluye la expresion de un transgén bajo el control de un promotor y/o potenciador
especifico para tejidos. En oftra realizacion, el promotor u otra secuencia de control de la expresién potencian
selectivamente la expresion del transgén en células hepaticas. Ejemplos de promotores especificos para el higado
incluyen, pero no se limitan a un promotor de la tiretina de raton (mTTR, por sus siglas en inglés), un promotor del factor
VIII humano endégeno (F8), un promotor de alfa-1-antitripsina humana (hAAT, por sus siglas en inglés), un promotor
minimo de albumina humana y un promotor de albimina de ratén. En una realizacién 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.

Los niveles de expresion se pueden potenciar adicionalmente para lograr la eficacia terapéutica utilizando uno o mas
potenciadores. Se pueden proporcionar uno 0 mas potenciadores solos o junto con uno 0 mas elementos promotores.
Tipicamente, la secuencia de control de la expresion comprende una pluralidad de elementos potenciadores y un promotor
especifico para tejidos. En una realizacion, un potenciador comprende una o mas copias del potenciador de a-1-
microglobulina/bikunina (Rouet et al., 1992, J. Biol. Chem. 267:20765-20773; Rouet et al., 1995, Nucleic Acids Res. 23:395-
404, Rouet et al., 1998, Biochem. J. 334:577-584, Il et al., 1997, Blood Coagulation Fibrinolysis 8:523-S30). En otra
realizacion, un potenciador se deriva de los sitios de union al factor de transcripcién especifico del higado, 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 util para la divulgacion comprende SEQ ID NO: 69 (es decir, promotor ET; FIG. 11Y),
que también se conoce como GenBank N° 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. N% 6.808.905, 7.745.179 0 7.179.903.

En general, las secuencias de control de la expresion incluiran, segun sea necesario, secuencias 5' que no se transcriben
y 5' que no se traducen involucradas con el inicio de la transcripcion y la traduccion, respectivamente, tal como una caja
TATA, secuencia de cubierta, secuencia CAAT y similares. Especialmente, secuencias 5' no transcripcionales de este tipo
incluirdn una region de promotor que incluye una secuencia promotora para el control transcripcional del acido nucleico
codificante unido operativamente. Las secuencias de expresion génica incluyen opcionalmente secuencias de potenciador
0 secuencias de activador aguas arriba, segun se desee.

Sistemas de Vectores

La presente invencién describe un vector que comprende la molécula de &cido 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 divulgacion satisface una necesidad importante en la técnica al proporcionar un vector que
comprende una secuencia de FVIII optimizada que demuestra una expresion incrementada en un sujeto y potencialmente
da como resultado una mayor eficacia terapéutica cuando se utiliza en métodos de terapia génica.

En algunas realizaciones, la presente divulgacion proporciona un vector que comprende una molécula de acido nucleico
aislada que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica un polipéptido con actividad de FVIII, en donde la
secuencia de nucleétidos comprende una secuencia de acido 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 nucleétidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID
NO: 71 y esta enlazado operativamente a un promotor, una secuencia diana o ambos. En otras realizaciones, la secuencia
de acido nucleico comprende (i) los nucleétidos 58-4374 de SEQ ID NO: 71 o (i) los nuclettidos 58-2277 y 2320-4374 de
SEQ ID NO: 71.

Vectores adecuados para la divulgacion incluyen vectores de expresion, vectores virales y vectores de plasmidos. En una
realizacion, el vector es un vector viral.

Tal como se utiliza en esta memoria, un vector de expresion se refiere a cualquier construccion de acido nucleico que
contiene los elementos necesarios para la transcripcién y traducciéon de una secuencia codificante insertada, o en el caso
de un vector viral de ARN, los elementos necesarios para la replicacion y traduccién, cuando se introduce en una célula
huésped adecuada. Vectores de expresion pueden incluir plasmidos, fagémidos, virus y derivados de los mismos.
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Vectores de expresion de la divulgacién incluiran polinucleétidos optimizados que codifican la proteina BDD FVIII descrita
en esta memoria. En una realizacion, las secuencias codificantes optimizadas para la proteina BDD FVIIl se enlazan
operativamente a una secuencia de control de la expresion. Tal como se utiliza en esta memoria, dos secuencias de acido
nucleico se enlazan operativamente cuando se enlazan covalentemente de tal manera que permita que cada secuencia
de acido nucleico componente conserve su funcionalidad. Se dice que una secuencia codificante y una secuencia de
control de la expresion génica estan enlazadas operativamente cuando estan enlazadas covalentemente de tal manera
que colocan la expresion o transcripcién y/o traduccion de la secuencia codificante bajo la influencia o el control de la
secuencia de control de la expresién génica. Se dice que dos secuencias de ADN estan enlazadas operativamente si la
induccién de un promotor en la secuencia de expresion del gen 5' da como resultado la transcripcion de la secuencia
codificante y si la naturaleza del enlace entre las dos secuencias de ADN no (1) da como resultado la introduccion de una
mutacion de desplazamiento de marco, (2) interfieren con la capacidad de la region de promotor para dirigir la transcripcién
de la secuencia codificante o (3) interfieren con la capacidad de la transcripcion de ARN correspondiente para traducirse
en una proteina. Por lo tanto, una secuencia de expresidon génica estaria enlazada operativamente a una secuencia de
acido nucleico codificante si la secuencia de expresion génica fuera capaz de efectuar la transcripcién de esa secuencia
de &cido nucleico codificante de modo que el transcrito resultante se traduzca en la proteina o polipéptido deseado.

Vectores virales incluyen, pero no se limitan a secuencias de acido 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 facilmente otros vectores bien conocidos en la técnica. Determinados vectores virales se basan en virus
eucarioticas no citopaticos en los que los genes no esenciales han sido reemplazados por el gen de interés. Virus no
citopaticos incluyen retrovirus, cuyo ciclo de vida implica la transcripcién inversa del ARN viral genémico en ADN con la
integracion proviral subsiguiente en el ADN celular del huésped. Los retrovirus han sido aprobados para ensayos de terapia
génica humana. Los mas Utiles son los retrovirus que tienen una replicacién deficiente (es decir, son capaces de dirigir la
sintesis de las proteinas deseadas, pero incapaces de fabricar una particula infecciosa). Vectores de expresion retroviral
alterados genéticamente de este tipo tienen una utilidad general para la transduccion de genes de alta eficacia in vivo.
Protocolos estandares para producir retrovirus con replicaciéon deficiente (incluyendo las etapas de incorporaciéon de
material genético exdgeno en un plasmido, transfeccion de una linea celular empaquetadora con plasmido, produccion de
retrovirus recombinantes por la linea celular empaquetadora, recogida de particulas virales de medios de cultivo de tejidos
e infeccién de las células diana con particulas viricas) se proporcionan en Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A
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 realizacién, el virus es un virus adeno-asociado, un virus de ADN de doble cadena. El virus adeno-asociado puede
disenarse para que sea deficiente en replicacion y sea capaz de infectar una amplia gama de tipos de células y especies.
Tiene, ademas, ventajas tales como la estabilidad frente al calor y los disolventes de lipidos; altas frecuencias de
transduccién en células de diversos linajes, incluyendo células hematopoyéticas; y falta de inhibicion de superinfeccion, lo
que permite multiples series de transducciones. Segun se informa, el virus adeno-asociado puede integrarse en el ADN
celular humano de una manera especifica para el sitio, minimizando asi la posibilidad de mutagénesis por insercién y la
variabilidad de la expresion génica insertada caracteristica de la infeccion retroviral. Ademas, las infecciones por virus
adeno-asociados de tipo salvaje se han seguido en cultivos de tejidos durante mas de 100 pases en ausencia de presion
selectiva, lo que implica que la integracion genémica del virus adeno-asociado es un evento relativamente estable. El virus
adeno-asociado también puede funcionar de forma extracromosémica.

En otra realizacion, el vector viral es un virus adeno-asociado (AAV, por sus siglas en inglés) que ha sido manipulado para
transportar un polinucleétido que codifica una proteina 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
asi como las referencias alli citadas. En algunas realizaciones, un vector rAAV comprende una o mas repeticiones
terminales invertidas (ITRs, por sus siglas en inglés) de AAV y un transgén de interés (p. ej., una secuencia de
polinuclettidos de FVIII optimizada). En determinadas realizaciones, los métodos para hacer rAAV implican cultivar una
célula huésped deseada que contiene una secuencia de acido nucleico que codifica una proteina de la capside de AAV o
un fragmento de la misma; un gen rep funcional; un vector rAAV compuesto por repeticiones terminales invertidas (ITRs)
de AAV y un transgén de interés; y suficientes funciones auxiliares para permitir el empaquetamiento del vector AAV
recombinante en las proteinas de la capside 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.

Una o mas secuencias de vectores AAV diferentes derivadas de casi cualquier serotipo pueden utilizarse de acuerdo con
la presente divulgacién. La eleccién de una secuencia de vector AAV particular estara guiada por parametros conocidos
tal como el tropismo de interés, los rendimientos de vector requeridos, etc. Generalmente, los serotipos AAV tienen
secuencias gendémicas de homologia significativa en los niveles de aminoacidos y acidos nucleicos, proporcionan un
conjunto relacionado de las funciones genéticas, producen viriones que estan relacionados, y se replican y ensamblan de
manera similar. Para la secuencia gendémica de los diversos serotipos de AAV y una vision general de las similitudes
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gendmicas, véase, p. gj., numero de acceso de GenBank U89790; nimero de acceso de GenBank J01901; nimero de
acceso de GenBank AF043303; numero 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 nucledtidos de AAV para uso en el contexto de la presente divulgacion. AAV6, AAV7, AAV8 o AAV9 o particulas
similares a AAV recientemente desarrolladas, obtenidas, p. ej., mediante técnicas de reordenamiento aleatorio de la
capside y colecciones de capsides de AAV, o de ITRs recientemente disefiadas, desarrolladas o evolucionadas, también
son adecuadas para determinadas aplicaciones de divulgacién. 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 higado y tejidos
relacionados seran de interés para expresar las proteinas FVIII descritas en esta memoria. Ejemplos no limitativos incluyen
los serotipos 1, 2, 6 y 8 de AAV. Véase, p. ., Torres-Toranteras et al. (2014) 22: 901 y referencias alli 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 tipicamente los tres genes que se encuentran en los retrovirus: gag, pol y env,
que estan flanqueados por dos secuencias de repeticion terminal larga (LTR). El gen gag codifica las proteinas
estructurales internas (matriz, capside y nucleocépside); el gen pol codifica la ADN polimerasa dirigida por ARN
(transcriptasa inversa), una proteasa y una integrasa; y el gen env codifica glicoproteinas de la envoltura viral. Los LTRs 5’
y 3' sirven para fomentar la transcripcion y poliadenilacion de los ARN del virion. La LTR contiene todas las demas
secuencias que actlian en cis necesarias para la replicacion viral. Los lentivirus tienen genes adicionales que incluyen vif,
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 transcripcién inversa del genoma (el sitio de unién del cebador
de ARNt) y para la encapsidacion eficiente del ARN viral en particulas (el sitio Psi). Si las secuencias necesarias para la
encapsidacion (o empaquetamiento del ARN retroviral en viriones infecciosos) faltan en el genoma viral, el defecto cis evita
la encapsidacion del ARN genémico.

Sin embargo, el mutante resultante sigue siendo capaz de dirigir la sintesis de todas las proteinas del viridon. La divulgacién
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 mas vectores que portan las funciones de
empaquetamiento, a saber, gag, pol y env, asi como rev y tat. Como se describira més adelante, los vectores que carecen
de un gen tat funcional son deseables para determinadas aplicaciones. Asi, por ejemplo, un primer vector puede
proporcionar un acido nucleico que codifica una gag viral y una pol viral y otro vector puede proporcionar un acido nucleico
que codifica una env viral para producir una célula de empaquetamiento. La introduccién de un vector que proporciona un
gen heterdlogo, identificado aqui como un vector de transferencia, en esa célula de empaquetamiento produce una célula
productora que libera particulas virales infecciosas que portan el gen extrano de interés.

De acuerdo con la configuracién de vectores y genes extranios arriba indicada, el segundo vector puede proporcionar un
acido 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 proteina env es una proteina de envoltura anfotrépica que permite
la transduccion 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 MMLYV), virus del sarcoma murino de Harvey (HaMuSV o HSV), virus del tumor mamario murino (MuMTV o
MMTYV), virus de la leucemia del mono gib6n (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 proteina 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 acido nucleico de env viral esta asociado operativamente con secuencias
reguladoras descritas en otra parte de esta memoria.

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 delecién de la region U3 de la LTR 3'.
La delecion de la regién U3 puede ser una delecion completa o una delecién parcial.

En algunas realizaciones, el vector lentiviral de la divulgacion que comprende la secuencia de nucleétidos de FVIII descrita
en esta memoria puede transfectarse en una célula con (a) una primera secuencia de nucleétidos que comprende un gen
gag, un gen pol o genes gag y pol y (b) una segunda secuencia de nucleétidos que comprende un gen env heterdlogo; 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 nucle6tidos que comprende un gen rev. En determinadas realizaciones, el vector lentiviral carece
de genes funcionales seleccionados de vif, vpr, vpu, vpx y nef, 0 una combinacién de los mismos.

En determinadas realizaciones, un vector lentiviral comprende una o mas secuencias de nucleétidos que codifican una
proteina gag, un elemento de respuesta a Rev, una pista de polipurina central (cPPT, por sus siglas en inglés) o cualquier
combinacién de los mismos.

Se describen ejemplos de los vectores lentivirales en los documentos W09931251, W09712622, W09817815,
W09817816 y W0O981893.

Otros vectores incluyen vectores de plasmidos. Los vectores de plasmidos se han descrito extensamente en la técnica y
son bien conocidos por los expertos en la técnica. Véase, p. gj., Sambrook et al., Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
segunda edicion, Cold Spring Harbor Laboratory Press, 1989 . En los Ultimos afios, se ha descubierto que los vectores de
plasmidos son particularmente ventajosos para suministrar genes a las células in vivo debido a su incapacidad de replicarse
e integrarse en un genoma huésped. Estos plasmidos, sin embargo, que tienen un promotor compatible con la célula
huésped, pueden expresar un péptido de un gen codificado operativamente dentro del plasmido. Algunos plasmidos de
uso comun disponibles de proveedores comerciales incluyen pBR322, pUC18, pUC19, diversos plasmidos pcDNA,
pRC/CMV, diversos plasmidos pCMV, pSV40 y pBlueScript. Ejemplos adicionales de plasmidos especificos incluyen
pcDNAS.1, nimero de catalogo V79020; pcDNAS.1/hygro, nimero de catalogo V87020; pcDNA4/myc-His, nimero de
catalogo V86320; y pBudCE4.1, numero de catalogo V53220, todos de Invitrogen (Carlsbad, CA). Otros plasmidos son
bien conocidos por los expertos en la técnica. Adicionalmente, los plasmidos se pueden disefiar a la medida utilizando
técnicas estandares de biologia molecular para eliminar y/o afadir fragmentos especificos de ADN.

Expresion Especifica de Tejido

En determinadas realizaciones, sera util incluir dentro del vector una o mas secuencias diana de miARN que, por ejemplo,
estén enlazadas operativamente al transgén de FVIII optimizado. Por lo tanto, la divulgacion también proporciona al menos
una secuencia diana de miARN enlazada operativamente a la secuencia de nucleétidos de FVIII optimizada o insertada
de otro modo dentro de un vector. Mas 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
que expresan mas de un transgén pueden tener el transgén bajo el control de mas de una secuencia diana de miARN, que
puede ser igual o diferente. Las secuencias diana de miARN pueden estar en tandem, pero también se incluyen otras
disposiciones. El casete de expresion transgénica, que contiene secuencias diana de miARN, también se puede insertar
dentro del vector en orientacion antisentido. La orientacion antisentido puede ser Util en la produccién de particulas virales
para evitar la expresion de productos génicos que, de lo contrario, pueden ser tdxicos para las células productoras. En
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 incluird secuencia diana alguna de miARN. La opcién de
incluir o no una secuencia diana de miARN (y cuantas) se guiara por parametros conocidos, tales como el tejido objetivo
previsto, el nivel de expresién requerido, etc.

En una realizacién, la secuencia diana es una diana de miR-223 que se ha resefiado que bloquea la expresion mas
eficazmente en progenitores comprometidos mieloides y al menos parcialmente en el HSPC mas primitivo. La diana de
miR-223 puede bloquear la expresién en células mieloides diferenciadas, incluyendo granulocitos, monocitos, macréfagos,
células dendriticas mieloides. La diana miR-223 también puede ser adecuada para aplicaciones de terapia génica que se
basan en una expresion transgénica robusta en el linaje linfoide o eritroide. La diana de miR-223 también puede bloquear
la expresion de manera muy efectiva en HSC humana.

En ofra realizacion, la secuencia diana es una diana miR142 (tccataaagt aggaaaacact aca (SEQ ID NO: 43)). En una
realizacion, el vector comprende 4 copias de secuencias diana de miR-142. En determinadas realizaciones, la secuencia
complementaria de microARNs hematopoyéticos especificos tal como miR-142 (142T) se incorpora en la regién 3' no
traducida de un vector, p. €j., vectores lentivirales (LV), lo que hace que el transcrito que codifica el transgén sea susceptible
de regulacién a la baja mediada por miARN. Mediante este método, la expresion transgénica se puede prevenir en células
presentadoras de antigenos 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 expresién transgénica y, por lo tanto, permite el suministro estable y la expresion a largo plazo de los transgenes.
En algunas realizaciones, la regulacion de miR-142 evita el aclaramiento inmuno-mediado de células transducidas y/o
induce a células T reguladoras especificas para el antigeno (T regs) y media en una tolerancia inmunolégica robusta al
antigeno 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 especificamente en células B dentro de la médula ésea de ratén
(Chen y Lodish, 2005). También describe que algunos miARN humanos estan ligados a las leucemias.
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La secuencia diana puede ser total o parcialmente complementaria al miARN. La expresion "totalmente complementaria”
significa que la secuencia diana tiene una secuencia de &cido nucleico que es 100 % complementaria a la secuencia del
miARN que la reconoce. La expresion "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
presente divulgacién es eficaz para reconocer el miARN correspondiente y efectuar la prevencion o reduccion de la
expresion transgénica en células que expresan ese miARN. Ejemplos de secuencias diana de miARN se describen en los
documentos WO2007/000668, WO2004/094642 , WO2010/055413 0 WO2010/125471.

Células Huésped

La presente invencion describe una célula huésped que comprende la molécula de &cido nucleico o el vector como se
define en las reivindicaciones adjuntas. Tal como se utiliza en esta memoria, el término "transformacion” se utilizara en un
sentido amplio para referirse a la introduccién 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 heterélogo. Las células huésped de la presente divulgacién son
preferentemente de origen mamifero; lo mas preferiblemente de origen humano o de raton. A los expertos en la técnica se
les atribuye la capacidad de determinar preferentemente lineas de células huésped particulares que son las mas
adecuadas para su proposito. Lineas de células huésped ejemplares incluyen, pero no se limitan a CHO, DG44 y DUXB11
(lineas de ovario de hamster chino, DHFR menos), HELA (carcinoma cervical humano), CVI (linea de rifién de mono), COS
(un derivado de CVI con antigeno T SV40), R1610 (fibroblasto de hamster chino), BALBC/3T3 (fibroblasto de ratén), HAK
(linea de rindn de hamster), SP2/0O (mieloma de ratén), P3.x.63-Ag3.653 (mieloma de ratén), BFA-1c1BPT (células
endoteliales bovinas), RAJI (linfocitos humanos), PER.C6® , NSO, CAP, BHK21 y HEK 293 (rifién humano). En una
realizacion 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 NSO y una célula CAP. Lineas de células huésped estan tipicamente
disponibles de los servicios comerciales, la Coleccion Americana de Cultivos de Tejidos o en la bibliografia publicada.

La introduccion de las moléculas de acido nucleico aisladas o los vectores de la divulgacion en la célula huésped se puede
lograr mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos en la técnica. Estas incluyen, pero no se limitan a
transfeccién (incluyendo electroforesis y electroporacién), fusion de protoplastos, precipitacion con fosfato de calcio, fusion
celular con ADN envuelto, microinyeccion e infeccién con virus intacto. Véase, Ridgway, AAG "Mammalian Expression
Vectors" Capitulo 24.2, pp. 470-472 Vectors, Rodriguez y Denhardt, Eds. (Butterworths, Boston, Mass. 1988). Lo mas
preferiblemente, la introduccién del plasmido en el huésped se realiza mediante electroporacién. Las células transformadas
se cultivan en condiciones apropiadas para la produccién de cadenas ligeras y cadenas pesadas, y se analizan para
determinar la sintesis de proteinas de cadenas pesadas y/o ligeras. Técnicas de ensayo ejemplares incluyen ensayo
inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o andlisis de clasificacion de células activadas por
fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

Células huésped que comprenden las moléculas de acido nucleico aisladas o los vectores de la divulgacién se cultivan en
un medio de crecimiento apropiado. Tal como se utiliza en esta memoria, la expresion "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 nitrégeno, aminoacidos esenciales, vitaminas,
minerales y factores de crecimiento. Opcionalmente, los medios pueden contener uno o mas factores de seleccion.
Opcionalmente, los medios pueden contener suero de ternero bovino o suero de ternero fetal (FCS, por sus siglas en
inglés). En una realizacién, el medio no contiene sustancialmente IgG. El medio de crecimiento generalmente seleccionara
las células que contienen la construccion de ADN, por ejemplo, por seleccion de farmacos o deficiencia en un nutriente
esencial que se complementa con el marcador seleccionable en la construccion de ADN o se cotransfecta con la
construccién de ADN. Las células de mamifero cultivadas se cultivan generalmente en medios que contienen suero o libres
de suero comercialmente disponibles (p. e, MEM, DMEM, DMEM/F12). En una realizacién, el medio es CDoptiCHO
(Invitrogen, Carlsbad, CA.). En otra realizacion, el medio es CD17 (Invitrogen, Carlsbad, CA.). La seleccién de un medio
apropiado para la linea celular particular utilizada esta dentro del nivel de los expertos ordinarios en la técnica.

Preparacion de Polipéptidos

La divulgacion también proporciona un polipéptido codificado por una molécula de acido nucleico de la divulgacion. En
otras realizaciones, el polipéptido de la divulgacion es codificado por un vector que comprende las moléculas nucleicas
aisladas de la divulgacién. En aun otras realizaciones, el polipéptido de la divulgacion es producido por una célula huésped
que comprende las moléculas nucleicas aisladas de la divulgacion.

La presente invencién 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
actividad de FVIII y recuperar el polipéptido con actividad de FVIIl. En algunas realizaciones, la expresion 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 nucledtidos de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16, la secuencia del gen FVIII
original.

En otras realizaciones, la divulgacién proporciona un método para aumentar la expresién de un polipéptido con actividad
de FVIII, que comprende cultivar una célula huésped de la divulgaciéon en condiciones en las que la molécula de acido
nucleico expresa un polipéptido con actividad de FVIII, en el que la expresién del polipéptido con actividad de FVIIl aumenta
en relacién con una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una molécula de acido nucleico
de referencia que comprende SEQ ID NO: 16.

En otras realizaciones, la divulgacién 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 acido nucleico produce un
polipéptido con actividad de FVIII, en el que el rendimiento del polipéptido con actividad de FVIII se incrementa en relacion
con una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia de acido nucleico de
referencia que comprende SEQ ID NO: 16.

En otras realizaciones, la divulgacién 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 nucleétidos que codifica el
polipéptido, en el que se incrementa el indice de adaptacién de codones de una porcion 3' de la secuencia de nucleotidos
con respecto a una porcion 5' de la secuencia de nucleétidos; en el que el rendimiento del polipéptido con actividad de
FVIIl aumenta en relacion con una célula huésped cultivada en las mismas condiciones que comprende una secuencia de
acido nucleico de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el indice de adaptacién del
codon de la porcion 5' de la secuencia de nucledtido aumenta, disminuye o no cambia en relacién con el indice de
optimizacion por codones de SEQ ID NO: 16.

En otras realizaciones, la divulgacién 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 nucleétidos que codifica el
polipéptido, en donde se incrementa el indice de adaptacion de codones de una porcion 5' de la secuencia de nuclettidos
con respecto a una porcion 3' de la secuencia de nucleétidos; 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 acido
nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16. En algunas realizaciones, el indice de adaptacion de codones de
la porcién 3' de la secuencia de nucleétidos aumenta, disminuye o no cambia en relacién con el indice de optimizacion de
codones de SEQ ID NO: 16.

En otras realizaciones, la divulgacién 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 nucleétidos que codifica el
polipéptido, en el que el indice de adaptacién de codones de una porcion del nucleétido que codifica una porcién C-terminal
del polipéptido aumenta con respecto a la porcion del nucleétido que codifica una porcion N-terminal del polipéptido; en el
que el rendimiento del polipéptido con actividad FVIII aumenta en relacion con una célula huésped cultivada en las mismas
condiciones que comprende una secuencia de 4cido nucleico de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16. En algunas
realizaciones, el indice de adaptacion de codones de la porcion del nucleétido que codifica la porcion N-terminal del
polipéptido aumenta, disminuye o no cambia en relacion con el indice de optimizacion por codones de SEQ ID NO: 16.

En otras realizaciones, la divulgacién 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 nucleétidos que codifica el
polipéptido, en el que el indice de adaptacién de codones de una porcion del nucleétido que codifica una porciéon N-terminal
del polipéptido aumenta con respecto a la porcion del nucleétido que codifica una porcion C-terminal del polipéptido; en el
que el rendimiento del polipéptido con actividad de FVIII aumenta en relacion con una célula huésped cultivada en las
mismas condiciones que comprende una secuencia de acido nucleico de referencia que comprende la SEQ ID NO: 16. En
algunas realizaciones, el indice de adaptacion de codones de la porcién del nucleétido que codifica la porcion C-terminal
del polipéptido aumenta, disminuye o no cambia en relacién con el indice de optimizacién de codones de SEQ ID NO: 16.

En otras realizaciones, un polipéptido codificado por la porciéon 5' del nucleétido, cuando se alinea correctamente, se
corresponde con aproximadamente los aminoacidos 1-497 de SEQ ID NO: 17, aminoacidos 20-497 de SEQ ID NO: 17, 0
un fragmento del mismo. En otras realizaciones, un polipéptido codificado por la porcién 3' del nucleétido, cuando se alinea
correctamente, se corresponde con aproximadamente los aminoacidos 498-1458 de SEQ ID NO: 17, o un fragmento del
mismo.

En algunas realizaciones, la expresion del polipéptido FVIII aumenta 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
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
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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 acido nucleico de
referencia que comprende SEQ ID NO: 16.

Hay una diversidad de métodos disponibles para producir de forma recombinante una proteina FVIII a partir de la molécula
de acido nucleico optimizada de la divulgacion. Se puede producir un polinucleétido de la secuencia deseada mediante
sintesis de ADN en fase solida de novo o mediante mutagénesis por PCR de un polinucleétido preparado anteriormente.
La mutagénesis mediada por oligonucledtidos es un método para preparar una sustitucion, insercion, delecion o alteracion
(p. €j., codon alterado) en una secuencia de nucle6tidos. Por ejemplo, el ADN de partida se altera mediante la hibridacién
de un oligonucleétido que codifica la mutacion deseada con un molde de ADN de cadena sencilla. Después de la
hibridacién, se utiliza una ADN polimerasa para sintetizar una segunda cadena complementaria completa del molde que
incorpora el cebador oligonucleotidico. En una realizacion, la ingenieria genética, p. ej., mutagénesis por PCR basada en
cebadores, es suficiente para incorporar una alteracién, como se define en esta memoria, para producir un polinucleétido
de la divulgacion.

Para la produccion de proteinas recombinantes, se inserta una secuencia de polinucleétidos optimizada de la divulgacion
que codifica la proteina FVIII en un vehiculo de expresion apropiado, es decir, un vector que contiene los elementos
necesarios para la transcripcion y traduccion de la secuencia codificante insertada o, en el caso de un vector viral de ARN,
los elementos necesarios para la replicacién y traduccion.

La secuencia de polinucleétidos de la divulgacion se inserta en el vector en el marco de lectura adecuado. A continuacién,
el vector de expresion se transfecta en una célula diana adecuada que expresara el polipéptido. Técnicas de transfeccién
conocidas en la técnica incluyen, pero no se limitan a precipitacién con fosfato de calcio (Wigler et al. 1978, Cell 14: 725) y
electroporacion (Neumann et al. 1982, EMBO, J. 1: 841). Se puede utilizar una diversidad de sistemas de vectores de
expresion del huésped para expresar las proteinas FVIIl descritas en esta memoria en células eucaridticas. En una
realizacion, la célula eucaridtica es una célula animal, incluyendo células de mamifero (p. €j., células HEK293, células
PER.C6®, CHO, BHK, Cos, HelLa). Una secuencia de polinucleétidos de la divulgacién también puede codificar una
secuencia sefal que permitird que se secrete la proteina FVIII. Un experto en la técnica entendera que mientras la proteina
FVIIl se traduce, la secuencia sefial es escindida por la célula para formar la proteina madura. En la técnica se conocen
diversas secuencias sefal, p. ej., la secuencia sefal del factor VIl nativo, la secuencia senal del factor IX nativo y la
secuencia sefal de la cadena ligera de IgK de raton. Alternativamente, en los casos en los que no se incluye una secuencia
senal, la proteina FVIII puede recuperarse lisando las células.

La proteina FVIII de la divulgacion se puede sintetizar en un animal transgénico, tal como un roedor, una cabra, una oveja,
un cerdo o una vaca. La expresién "animales transgénicos" se refiere a animales no humanos que han incorporado un gen
extrafio en su genoma. Debido a que este gen esté presente en los tejidos de la linea germinal, se transmite de padres a
hijos. Los genes exdgenos 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
moléculas de inmunoglobulina (Wagner et al. 1981, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 78: 6376; McKnight et al. 1983, Cell 34:
335; Brinster et al. 1983, Nature 306: 332 ; Ritchie et al. 1984, Nature 312: 517; Baldassarre et al. 2003, Theriogenology
59 :831; Robl et al. 2003, Theriogenology 59: 107; Malassagne et al. 2003, Xenotransplantation 10 (3): 267).

Los vectores de expresion pueden codificar etiquetas que permitan una facil purificacion o identificacién de la proteina
producida de forma recombinante. Ejemplos incluyen, pero no se limitan a, el vector pUR278 (Ruther et al. 1983, EMBO J.
2: 1791) en el que la secuencia codificante de la proteina FVIII descrita en esta memoria se puede ligar en el vector en
marco con la region codificante lac Z, de modo que se produce una proteina hibrida; vectores pGEX se pueden utilizar
para expresar proteinas con una etiqueta de glutation S-transferasa (GST). Estas proteinas son habitualmente solubles y
se pueden purificar facilmente de las células mediante adsorcion en perlas de glutatién-agarosa seguido de elucién en
presencia de glutation libre. Los vectores incluyen sitios de escision (p. ej., PreCission Protease (Pharmacia, Peapack, NJ))
para facilitar la eliminacién de la etiqueta después de la purificacion.

Para los fines de esta divulgacién, se pueden emplear numerosos sistemas de vectores de expresion. Estos vectores de
expresion son tipicamente replicables en los organismos huéspedes como episomas o como parte integral del ADN
cromosoémico del huésped. Vectores de expresién pueden incluir secuencias de control de la expresion que incluyen, pero
no se limitan a promotores (p. gj., promotores asociados de forma natural o heter6logos), potenciadores, secuencias serial,
sefiales de corte y empalme, elementos potenciadores y secuencias de terminacion de la transcripcion. Preferiblemente,
las secuencias de control de la expresién son sistemas de promotores eucariéticos en vectores capaces de transformar o
transfectar células huésped eucaridticas. Vectores de expresién 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 MOMLYV), citomegalovirus (CMV) o virus SV40. Otros implican el uso de sistemas policistronicos con sitios
de unién a ribosomas internos.

Comunmente, los vectores de expresion contienen marcadores de seleccion (p. gj., resistencia a ampicilina, resistencia a
higromicina, resistencia a tetraciclina o resistencia a neomicina) para permitir la deteccién de las células transformadas con

44



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2926 585 T3

las secuencias de ADN deseadas (véase, p. €], ltakura et al., Patente de EE.UU. 4.704.362). Células que han integrado
el ADN en sus cromosomas pueden seleccionarse introduciendo uno o0 mas marcadores que permitan la seleccion de
células huésped transfectadas. El marcador puede proporcionar prototrofia a un huésped auxotréfico, resistencia a biocidas
(p. €., antibidticos) 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 cotransformacién.

Un ejemplo de un vector Util para expresar una secuencia de FVIII optimizada es NEOSPLA (Patente de EE.UU. N°
6.159.730). Este vector contiene el promotor/potenciador del citomegalovirus, el promotor principal de la beta globina de
raton, el origen de replicacion de SV40, la secuencia de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina, el exén 1y
el exdn 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 expresion de anticuerpos tras la incorporacion de genes de la regién
variable y constante, transfeccion en células, seguida de seleccion en medio que contiene G418 y amplificacion con
metotrexato. Los sistemas vectoriales también se ensefian en las Pat. de EE.UU. N2 5.736.137 y 5.658.570 . Este sistema
proporciona altos niveles de expresion, p. €j., > 30 pg/célula/dia. Otros sistemas de vectores ejemplares se describen, p.
€/., en la Patente de EE.UU. N©6.413.777.

En otras realizaciones, los polipéptidos de la divulgacién de la presente divulgacion se pueden expresar utilizando
construcciones policistronicas. En estos sistemas de expresion se pueden producir multiples productos génicos de interés
tales como mdltiples polipéptidos de proteina de unién a multimeros a partir de una Gnica construccion policistrénica. Estos
sistemas utilizan ventajosamente un sitio de entrada al ribosoma interno (IRES) para proporcionar niveles relativamente
altos de polipéptidos en células huésped eucaridticas. Secuencias de IRES compatibles se describen en la Pat. de EE.UU.
N¢ 6.193.980.

Mas generalmente, una vez que se ha preparado el vector o la secuencia de ADN que codifica un polipéptido, el vector de
expresion se puede introducir en una célula huésped apropiada. Es decir, las células huésped pueden transformarse. La
introduccion del plasmido en la célula huésped se puede lograr mediante diversas técnicas bien conocidas por los expertos
en latécnica, como se comento arriba. Las células transformadas se cultivan en condiciones apropiadas para la produccion
del polipéptido FVIIl'y se analizan para determinar la sintesis del polipéptido FVIII. Ejemplos de técnicas de ensayo incluyen
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA), radioinmunoensayo (RIA) o andlisis de clasificacion de células
activadas por fluorescencia (FACS), inmunohistoquimica y similares.

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

La linea de células huésped utilizada para la expresion de proteinas es preferiblemente de origen mamifero; lo mas
preferiblemente de origen humano o de ratén, ya que los acidos nucleicos aislados de la divulgacion han sido optimizados
para la expresion en células humanas. Arriba se han descrito lineas de células huésped ejemplares. En una realizacién
del método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, la célula huésped es una célula HEK293. En otra realizacion
del método para producir un polipéptido con actividad de FVIII, la célula huésped es una célula CHO.

Genes que codifican los polipéptidos de la divulgacién también se pueden expresar en células no de mamifero tales como
bacterias, levaduras o células vegetales. A este respecto, se apreciara que también pueden transformarse diversos
microorganismos no mamiferos unicelulares tales como bacterias; es decir, aquellos capaces de crecer en cultivos o
fermentacién. Bacterias que son susceptibles de transformacion incluyen miembros de las Enterobacteriaceae, tales como
cepas de Escherichia coli o Salmonella; Bacillaceae, tales como Bacillus subtilis; Pneumococcus; Streptococcus y
Haemophilus influenzae. Se apreciar4d ademas que, cuando se expresan en bacterias, los polipéptidos se convierten
tipicamente en parte de los cuerpos de inclusion. Los polipéptidos deben aislarse, purificarse y luego ensamblarse en
moléculas funcionales.

Alternativamente, las secuencias de nucleotidos optimizadas de la divulgacion pueden incorporarse en transgenes para la
introduccion en el genoma de un animal transgénico y la posterior expresion en la leche del animal transgénico (véase, p.
e/., 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 especifico para la glandula mamaria, tal como caseina o beta lactoglobulina.

La produccion in vitro permite aumentar la escala para dar grandes cantidades de los polipéptidos deseados. Técnicas
para el cultivo de células de mamiferos en condiciones de cultivo de tejidos son conocidas en la técnica e incluyen cultivo
en suspension homogénea, p. €., en un reactor de aire o en un reactor de agitacion continua, o cultivo de células
inmovilizadas o atrapadas, p. €j., en fibras huecas, microcapsulas, en microperlas de agarosa o cartuchos de material
ceramico. Si es necesario y/o deseado, las soluciones de polipéptidos se pueden purificar mediante los métodos
cromatograficos habituales, por ejemplo, filtracién en gel, cromatografia de intercambio i6nico, cromatografia sobre DEAE-
celulosa o cromatografia de (inmuno)afinidad, p. ej., después de la biosintesis preferencial de un polipéptido sintético de la
region bisagra o antes o después de la etapa de cromatografia HIC descrita en esta memoria. Una secuencia de etiqueta
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de afinidad (p. g/., una etiqueta His( 6)) puede fijarse o incluirse opcionalmente dentro de la secuencia polipeptidica para
facilitar la purificacion aguas abajo.

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

Composicion Farmacéutica

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

La composicién farmacéutica se puede formular para administracion parenteral (es decir, intravenosa, subcutanea o
intramuscular) mediante inyeccién en bolo. Formulaciones para inyeccion se pueden presentar en forma de dosificacién
unitaria, p. ej., en ampollas o en envases multidosis con un conservante afiadido. Las composiciones pueden adoptar
formas tales como suspensiones, soluciones o emulsiones en vehiculos oleosos 0 acuosos, y pueden contener agentes
de formulacion tales como agentes de suspension, estabilizacion y/o dispersion. Alternativamente, el ingrediente activo
puede estar en forma de polvo para reconstitucion con un vehiculo adecuado, p. €j., agua apirégena.

Formulaciones adecuadas para administracién parenteral también incluyen soluciones acuosas de los compuestos activos
en forma hidrosoluble, por ejemplo, sales hidrosolubles. Ademas, se pueden administrar suspensiones de los compuestos
activos como suspensiones de inyeccién oleosas apropiadas. Disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen aceites
grasos, por ejemplo, aceite de sésamo o ésteres de acidos grasos sintéticos, por ejemplo, oleato de etilo o triglicéridos.
Las suspensiones acuosas para inyeccion pueden contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspension,
incluyendo, por ejemplo, carboximetilcelulosa sddica, sorbitol y dextrano. Opcionalmente, la suspensién también puede
contener estabilizadores. Los liposomas también se pueden utilizar para encapsular las moléculas de la divulgacion para
su suministro en células o espacios intersticiales. Soportes farmacéuticamente aceptables ejemplares son disolventes
fisiologicamente compatibles, medios de dispersion, revestimientos, agentes antibacterianos y antifingicos, agentes
isoténicos y retardadores de la absorcion, agua, solucion salina, solucién salina tamponada con fosfato, dextrosa, glicerol,
etanol y similares. En algunas realizaciones, la composicion comprende agentes isotdnicos, por ejemplo, azlcares,
polialcoholes tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico. En otras realizaciones, las composiciones comprenden
sustancias farmacéuticamente aceptables tales como agentes humectantes o cantidades menores de sustancias auxiliares
tales como agentes humectantes o emulsionantes, conservantes o tampones, que potencian la vida util o la eficacia de los
ingredientes activos.

Composiciones de la divulgacion pueden estar en una diversidad de formas, incluyendo, por ejemplo, liquidas (p. €j.,
soluciones inyectables e infusibles), dispersiones, suspensiones, formas de dosificacion semisoélidas y sélidas. La forma
preferida depende del modo de administracién y de la aplicacién terapéutica.

La composicion se puede formular como una solucion, microemulsion, dispersion, liposoma u otra estructura ordenada
adecuada para una alta concentraciéon de farmaco. Soluciones inyectables estériles se pueden preparar incorporando el
ingrediente activo en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno o una combinacion de ingredientes arriba
enumerados, segun se requiera, seguido de esterilizacién por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan
incorporando el ingrediente activo en un vehiculo estéril que contiene un medio de dispersion béasico y los demas
ingredientes requeridos entre los arriba enumerados. En el caso de polvos estériles para la preparacién de soluciones
inyectables estériles, los métodos de preparacion preferidos son el secado al vacio y la liofilizacion que produce un polvo
del ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado de una solucion filirada previamente estéril. La fluidez
adecuada de una solucion se puede mantener, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina,
mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos.
La absorcion prolongada de composiciones inyectables puede lograrse incluyendo en la composicién un agente que
retrase la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina.

El ingrediente activo se puede formular con una formulacion o dispositivo de liberacién controlada. Ejemplos de
formulaciones y dispositivos de este tipo incluyen implantes, parches transdérmicos y sistemas de suministro
microencapsulados. Se pueden utilizar polimeros biodegradables y biocompatibles, por ejemplo, etileno y acetato de vinilo,
polianhidridos, acido poliglicolico, colageno, poliortoésteres y éacido polilactico. Métodos para la preparacion de
formulaciones y dispositivos de este tipo son conocidos en la técnica. Véase, p. gj., Sustained and Controlled Release
Drug Delivery Systems, J. R. Robinson, ed., Marcel Dekker, Inc., Nueva York, 1978.
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Formulaciones de depdsito inyectables se pueden preparar formando matrices microencapsuladas del farmaco en
polimeros biodegradables tales como polilactida-poliglicolida. Dependiendo de la relacién de farmaco a polimero y de la
naturaleza del polimero empleado, se puede controlar la velocidad de liberacién del farmaco. Otros polimeros
biodegradables ejemplares son poliortoésteres y polianhidridos. Formulaciones inyectables de deposito también se pueden
preparar atrapando el farmaco en liposomas o microemulsiones.

Compuestos activos complementarios se pueden incorporar en las composiciones. En una realizacion, la proteina
quimérica de la divulgacién se formula con otro factor de coagulacion, o una variante, fragmento, analogo o derivado del
mismo. Por ejemplo, el factor de coagulacién incluye, pero no se limita a factor V, factor VII, factor VIII, factor IX, factor X,
factor XI, factor XII, factor XIll, protrombina, fibrinégeno, 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 coagulacion del agente
hemostatico también puede incluir farmacos anti-fibrinoliticos, p. €., acido épsilon-amino-caproico, acido tranexamico.

Regimenes de dosificacién se pueden ajustar para proporcionar la respuesta éptima 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 segun lo indiquen las exigencias de la situacion terapéutica. Es ventajoso formular
composiciones parenterales en forma de unidades de dosificacién para facilitar la administracién y uniformidad de la
dosificacion. Véase, p. €., Remington’s Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., Easton, Pensilvania 1980).

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

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

Para la administracion oral, la composicion farmacéutica puede adoptar la forma de tabletas o capsulas preparadas por
medios convencionales. La composicién también se puede preparar como un liquido, por ejemplo, un jarabe o una
suspension. El liquido puede incluir agentes de suspension (p. ej., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas
comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o acacia), vehiculos no acuosos (p. €j., aceite de almendras,
ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados) y conservantes (p. €j., p-hidroxibenzoatos de metilo o
propilo o &cido so6rbico). Las preparaciones también pueden incluir agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes.
Alternativamente, la composicién se puede presentar como un producto seco para reconstitucion con agua u otro vehiculo
adecuado.

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

Para la administracion por inhalacién, los compuestos para uso de acuerdo con la presente divulgacion se suministran
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. e€j., diclorodifluorometano, triclorofluorometano,
diclorotetrafluorometano, diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de
dosificacion se puede determinar proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular
capsulas y cartuchos de, p. €j., gelatina para uso en un inhalador o insuflador que contenga una mezcla de polvo del
compuesto y una base de polvo adecuada tal como lactosa o almidén.

La composicion farmacéutica también se puede formular para administracion rectal como supositorio 0 enema de retencién,
p. €j., que contiene bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros gliceridos.

En una realizacién, una composicién farmacéutica comprende un polipéptido que tiene actividad de Factor VIII, una
molécula de acido nucleico optimizada que codifica el polipéptido que tiene actividad de Factor VIII, el vector que
comprende la molécula de acido nucleico o la célula huésped que comprende el vector, y un soporte farmacéuticamente
aceptable. En algunas realizaciones, la composicion se administra por una via seleccionada del grupo que consiste en
administracion topica, administracion intraocular, administracion parenteral, administracion intratecal, administracion
subdural y administracion oral. La administracién parenteral puede ser administracion intravenosa o subcutanea.

En ofras realizaciones, la composicion se utiliza para tratar una enfermedad o afeccion de sangrado en un sujeto que lo
necesite. La enfermedad o afeccion de sangrado se selecciona del grupo que consiste en un trastorno de sangrado de la
coagulacion, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia, hemorragia en los musculos, hemorragia oral,
traumatismo, trauma capitis, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal, hemorragia intra-abdominal, hemorragia
intratoracica , fractura 6sea, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en el espacio retrofaringeo, sangrado en el
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espacio retroperitoneal, sangrado en la vaina del iliopsoas y cualesquiera combinaciones de los mismos. En aun otras
realizaciones, el sujeto esta programado para someterse a una cirugia. En adn otras realizaciones, el tratamiento es
profilactico o bajo demanda.

Métodos de Tratamiento

La presente invencién proporciona una molécula de acido nucleico o un vector como se define en las reivindicaciones
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 FVIIl en plasma a las
24 horas post-administracién aumenta en relacion con un sujeto al que se le administré una molécula de acido nucleico de
referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de &cido nucleico de referencia, o un
polipéptido codificado por la molécula de acido 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 dias, aproximadamente a los 4 dias, aproximadamente a los
5 dias, aproximadamente a los 6 dias, aproximadamente a los 7 dias, aproximadamente a los 8 dias, aproximadamente a
los 9 dias, aproximadamente a los 10 dias, aproximadamente a los 11 dias, aproximadamente a los 12 dias,
aproximadamente a los 13 dias, aproximadamente a los 14 dias, aproximadamente a los 15 dias, aproximadamente a los
16 dias, aproximadamente a los 17 dias, aproximadamente a los 18 dias, aproximadamente a los 19 dias,
aproximadamente a los 20 dias, aproximadamente a los 21 dias, aproximadamente a los 22 dias, aproximadamente a los
23 dias, aproximadamente a los 24 dias, aproximadamente a los 25 dias, aproximadamente a los 26 dias,
aproximadamente a los 27 dias o aproximadamente a los 28 dias post-administracion en relacion con un sujeto al que se
le administré una molécula de acido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector viral que comprende
la molécula de acido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de referencia. En
determinadas realizaciones, la actividad del FVIIl en plasma aumenta aproximadamente 24 horas post-administracion en
relacion con un sujeto al que se le administré una molécula de acido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO:
16, un vector viral que comprende la molécula de &cido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula
de &cido nucleico de referencia. En otra realizacion, la actividad del FVIIl en plasma aumenta aproximadamente 21 dias
post-administracién en relacion con un sujeto al que se le administré una molécula de acido nucleico de referencia que
comprende SEQ ID NO: 16, un vector viral que comprende la molécula de acido nucleico de referencia o un polipéptido
codificado por la molécula de acido nucleico de referencia.

En algunas realizaciones, la actividad post-administracién de FVIIl 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
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
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 relacién
con un sujeto al que se le administré una molécula de acido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un
vector viral que comprende la molécula de acido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula de acido
nucleico de referencia. En algunas realizaciones, la actividad del FVIIl en plasma post-administracién aumenta en al menos
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
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
aproximadamente un 9000 %, al menos aproximadamente un 10.000 % en relacién con los niveles de FVIII circulantes
fisiologicamente normales. En una realizacién, la actividad de FVIIl en plasma después de la administracién aumenta en
al menos aproximadamente 3000 a aproximadamente 5000 % en relacién con los niveles de FVIII circulantes
fisiologicamente normales. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administracién de un plasmido que comprende
un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de factor VIII (FVIII) descrito en esta memoria, o0 a
los 21 dias post-administracion 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 relacién con un sujeto al que se le administra una molécula de &cido nucleico de
referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de acido nucleico de referencia o un
polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-
administracion de un plasmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de
Factor VIII (FVIIl) descritos en esta memoria, 0 a los 21 dias post-administraciéon de un vector lentiviral o AAV que
comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVII) descritos en
esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al menos aproximadamente 10 veces en relacion con un sujeto al
que se le administra una molécula de &cido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que
comprende la molécula de acido nucleico de referencia, o un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de
referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administracién de un plasmido que comprende un gen optimizado
por codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 dias post-
administracion de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con
actividad de Factor VIII (FVIIl) descritos en esta memoria, la actividad de FVIII en plasma aumenta al menos
aproximadamente 23 veces en relacién con un sujeto al que se le administra una molécula de acido nucleico de referencia
que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de écido nucleico de referencia, o un polipéptido
codificado por la molécula de acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administracion
de un plasmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII)
descritos en esta memoria, 0 a los 21 dias post-administracién de un vector lentiviral o AAV que comprende un gen
optimizado por codones que codifica polipéptidos con la actividad de Factor VIII (FVIIl) descritos en esta memoria, la
actividad de FVIII en plasma aumenta al menos aproximadamente 18 veces en relacion con un sujeto al que se le
administra una molécula de acido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la
molécula de acido nucleico de referencia, o un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de referencia. En
algunas realizaciones, a las 24 horas post-administracion de un plasmido que comprende un gen optimizado por codones
que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 dias post-administracion
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 FVIIl en plasma aumenta al menos aproximadamente 30
veces en relacion con un sujeto al que se le administra una molécula de acido nucleico de referencia que comprende SEQ
ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de acido nucleico de referencia, o un polipéptido codificado por la molécula
de acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24 horas post-administracion de un plasmido que
comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta
memoria, o a los 21 dias post-administracion 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 relacion con un sujeto al que se le administra una molécula de acido
nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que comprende la molécula de &cido nucleico de
referencia o un polipéptido codificado por la molécula de acido nucleico de referencia. En algunas realizaciones, a las 24
horas post-administracion de un plasmido que comprende un gen optimizado por codones que codifica polipéptidos con
actividad de Factor VIII (FVIII) descritos en esta memoria, o a los 21 dias post-administracion 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 relacion con un sujeto
al que se le administra una molécula de &cido nucleico de referencia que comprende SEQ ID NO: 16, un vector que
comprende la molécula de acido nucleico de referencia o un polipéptido codificado por la molécula de &cido nucleico de
referencia.

La divulgacion también se refiere a una molécula de acido nucleico aislada descrita en esta memoria o un polipéptido que
tiene actividad de FVIII codificada por el acido nucleico para uso en un método para tratar, mejorar o prevenir un trastorno
hemostatico en un sujeto, comprendiendo el método administrar un cantidad terapéuticamente eficaz de la molécula de
acido nucleico aislada o del polipéptido. El tratamiento, la mejora y la prevencién mediante la molécula de &cido nucleico
aislada o el polipéptido codificado pueden ser una terapia de derivacion. El sujeto que recibe terapia de derivacién ya puede
haber desarrollado un inhibidor de un factor de coagulacion, p. ej., FVIII, o esta sujeto a desarrollar un inhibidor de factor
de coagulacion.

Las moléculas de acido nucleico, los vectores o los polipéptidos de la divulgacién tratan o previenen un trastorno
hemostatico al fomentar la formacion de un coagulo de fibrina. El polipéptido que tiene actividad de FVIII codificado por la
molécula de acido nucleico de la divulgacion puede activar un miembro de una cascada de coagulacién. El factor de
coagulacion puede participar en la via extrinseca, la via intrinseca o ambas.

Las moléculas de acido nucleico, los vectores o los polipéptidos de la divulgacion pueden utilizarse para tratar trastornos
hemostaticos que se sabe que son tratables con FVIII. Los trastornos hemostaticos que se pueden tratar utilizando los
métodos de la divulgacion incluyen, pero no se limitan a hemofilia A, hemofilia B, enfermedad de von Willebrand , deficiencia
de Factor Xl (deficiencia de PTA), deficiencia de Factor XlI, asi como deficiencias o anomalias estructurales en fibrindgeno,
protrombina , Factor V, Factor VII, Factor X o Factor Xlll, hemartrosis, sangrado muscular, sangrado oral, hemorragia,
hemorragia en los musculos, hemorragia oral, trauma, trauma capitis, sangrado gastrointestinal, hemorragia intracraneal,
hemorragia intraabdominal, hemorragia intratoracica , fractura 6sea, sangrado del sistema nervioso central, sangrado en
el espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y sangrado en la vaina del iliopsoas. Composiciones para
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la administracion a un sujeto incluyen moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia de nucledtidos
optimizada de la divulgacion que codifica un factor de coagulacion FVIII (para aplicaciones de terapia génica) asi como
moléculas polipeptidicas de FVIII.

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

En otra realizacion, el trastorno hemostatico puede ser un trastorno adquirido. El trastorno adquirido puede resultar de una
enfermedad o afeccion secundaria subyacente. La afeccion no relacionada puede ser, como un ejemplo, pero no como
una limitacion, cancer, una enfermedad autoinmune o embarazo. El trastorno adquirido puede resultar de la vejez o de la
medicacion para tratar un trastorno secundario subyacente (p. €j., quimioterapia contra el cancer).

La divulgacién también se refiere al tratamiento de un sujeto que no tiene un trastorno hemostatico o una enfermedad o
afeccion secundaria que resulte en la adquisicion de un trastorno hemostatico. Por lo tanto, la divulgacion se refiere a la
molécula de acido 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 hemostatico general, que comprende administrar una cantidad terapéuticamente
eficaz de la molécula de acido nucleico aislada, vector o polipéptido FVIIIl. Por ejemplo, el sujeto que necesita un agente
hemostatico general se somete o esta a punto de someterse a cirugia. La molécula de acido nucleico aislada, el vector o
el polipéptido de FVIII de la divulgacion se pueden administrar antes o después de la cirugia como profilactico. La molécula
de acido nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII de la divulgacion se pueden administrar antes o después de la
cirugia para controlar un episodio de sangrado agudo. La cirugia puede incluir, pero no se limita a trasplante de higado,
reseccion de higado o trasplante de células madre.

En otra realizacion, la molécula de acido nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII de la divulgacion se pueden
utilizar para tratar a un sujeto que tiene un episodio de sangrado agudo que no tiene un trastorno hemostatico. El episodio
de sangrado agudo puede resultar de un trauma severo, p. ej., cirugia, accidente de automovil, herida, laceracion por arma
de fuego o cualquier otro evento traumatico que resulte en un sangrado incontrolable.

La molécula de acido nucleico aislada, el vector o la proteina FVIII se pueden utilizar para tratar profilacticamente a un
sujeto con un trastorno hemostatico. La molécula de &cido nucleico aislada, el vector o la proteina FVIII se pueden utilizar
para tratar un episodio de sangrado agudo en un sujeto con un trastorno hemostatico.

En otra realizacion, la expresion de la proteina FVIII mediante la administracion de la molécula de &cido nucleico aislada o
el vector de la divulgacién no induce una respuesta inmunitaria en un sujeto. En algunas realizaciones, la respuesta inmune
comprende el desarrollo de anticuerpos contra FVIIl. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria comprende la
secrecion de citoquinas. En algunas realizaciones, la respuesta inmunitaria comprende la activacion 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 proteina FVIII en relacién con la actividad
del FVIIl en un sujeto que no ha desarrollado una respuesta inmunitaria. En determinadas realizaciones, la expresion de
la proteina FVIII mediante la administracion de la molécula de acido nucleico aislada o el vector de la divulgacion previene
una respuesta inmunitaria inhibidora contra la proteina FVIII o la proteina FVIIl expresada a partir de la molécula de &cido
nucleico aislada o el vector.

En algunas realizaciones, una composicién de molécula de acido nucleico aislada, vector o proteina FVIII de la divulgacién
se administra en combinacién 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 limitacién, el
agente hemostatico puede incluir Factor V, Factor VII, Factor IX, Factor X, Factor XI, Factor Xll, Factor Xlll, protrombina o
fibrinbgeno o formas activadas de cualquiera de los anteriores. El factor de coagulacién o agente hemostéatico también
puede incluir farmacos antifibrinoliticos, p. €/., acido épsilon-aminocaproico, &cido tranexamico.

En una realizacion de la divulgacion, la composicion (p. ej., la molécula de acido nucleico aislada, vector o polipéptido de
FVIII) es una en la que el FVIII esta presente en forma activable cuando se administra a un sujeto. Una molécula activable
de este tipo puede activarse in vivo en el sitio de coagulacion después de la administracién a un sujeto.

La molécula de acido nucleico aislada, vector o polipéptido de FVIII puede administrarse por via intravenosa, subcutanea,
intramuscular o a través de cualquier superficie mucosa, p. €., por via oral, sublingual, bucal, sublingual, nasal, rectal,
vaginal o pulmonar. La proteina FVIII se puede implantar o enlazar a un soporte sélido de biopolimero que permite la
liberacion lenta de la proteina quimérica en el sitio deseado.

Para la administracion oral, la composicion farmacéutica puede adoptar la forma de tabletas o capsulas preparadas por
medios convencionales. La composicién también se puede preparar como un liquido, por ejemplo, un jarabe o una
suspension. El liquido puede incluir agentes de suspensién (p. €j., jarabe de sorbitol, derivados de celulosa o grasas
comestibles hidrogenadas), agentes emulsionantes (lecitina o acacia), vehiculos no acuosos (p. €j., aceite de almendras,
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ésteres oleosos, alcohol etilico o aceites vegetales fraccionados) y conservantes (p. €j., p- hidroxibenzoatos de metilo o
propilo o acido sorbico). Las preparaciones también pueden incluir agentes aromatizantes, colorantes y edulcorantes.
Alternativamente, la composicién se puede presentar como un producto seco para reconstitucion con agua u otro vehiculo
adecuado.

Para la administracion bucal y sublingual, la composiciéon puede adoptar la forma de tabletas, pastillas o peliculas de
disolucion rapida de acuerdo con los protocolos convencionales.

Para la administracién por inhalacion, el polipéptido que tiene actividad de FVIII para uso de acuerdo con la presente
divulgacion se suministra convenientemente en forma de espray de aerosol desde un envase presurizado o nebulizador
(p. €j., en PBS), con un propulsor adecuado, p. €., diclorodifluorometano, triclorofluorometano, diclorotetrafluorometano,
diéxido de carbono u otro gas adecuado. En el caso de un aerosol presurizado, la unidad de dosificacién se puede
determinar proporcionando una valvula para suministrar una cantidad medida. Se pueden formular capsulas y cartuchos
de, p. €., 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 almidén.

En una realizacion, la via de administracion de la molécula de &cido nucleico aislada, vector o polipéptido de FVIIl es
parenteral. El término parenteral, tal como se utiliza en esta memoria, incluye administracién intravenosa, intraarterial,
intraperitoneal, intramuscular, subcutanea, rectal o vaginal. Se prefiere la forma intravenosa de administracién parenteral.
Si bien todas estas formas de administracion estan claramente contempladas dentro del alcance de la divulgacion, una
forma de administracién seria una solucién para inyeccién, en particular para inyeccion o goteo intravenoso o intraarterial.
Habitualmente, una composicion farmacéutica adecuada para inyeccion puede comprender un tampon (p. €j., tampon
acetato, fosfato o citrato), un tensioactivo (p. €j., polisorbato), opcionalmente un agente estabilizador (p. €j., albimina
humana), etc. Sin embargo, en otros métodos compatibles con las ensefianzas en esta memoria, la molécula de &cido
nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII pueden suministrarse directamente en el sitio de la poblacién celular
adversa, aumentando con ello la exposicion del tejido enfermo al agente terapéutico.

Preparaciones para administracion parenteral incluyen soluciones, suspensiones y emulsiones acuosas 0 no acuosas
estériles. Ejemplos de disolventes no acuosos son propilenglicol, polietilenglicol, aceites vegetales tales como el aceite de
oliva y ésteres organicos inyectables tal como el oleato de etilo. Soportes acuosos incluyen agua, soluciones, emulsiones
0 suspensiones alcohdlicas/acuosas, incluyendo solucion salina y medios tamponados. En la presente divulgacion,
soportes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a tampdn fosfato 0,01-0,1 My preferiblemente 0,05 M
o solucién salina al 0,8 %. Otros vehiculos parenterales comunes incluyen soluciones de fosfato de sodio, dextrosa de
Ringer, dextrosa y cloruro sédico, Ringer lactatado o aceites fijos. Vehiculos intravenosos incluyen reponedores de fluidos
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.

Mas particularmente, composiciones farmacéuticas adecuadas para uso inyectable incluyen soluciones acuosas estériles
(cuando son solubles en agua) o dispersiones y polvos estériles para la preparacién extemporanea de soluciones o
dispersiones inyectables estériles. En tales casos, la composicion debe ser estéril y debe ser fluida en la medida en que
exista una facil jeringabilidad. Debe ser estable bajo las condiciones de fabricacién y almacenamiento y preferentemente
se preservara contra la accién contaminante de microorganismos, tales como bacterias y hongos. El soporte puede ser un
disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (p. ej., glicerol, propilenglicol y
polietilenglicol liquido, y similares), y mezclas adecuadas de los mismos. La fluidez adecuada se puede mantener, por
ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento tal como lecitina, mediante el mantenimiento del tamano de particula
requerido en el caso de la dispersion y mediante el uso de tensioactivos.

La prevencion de la accidén de microorganismos puede lograrse mediante diversos agentes antibacterianos y antifingicos,
por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido ascorbico, timerosal y similares. En muchos casos, sera preferible incluir
en la composicién agentes isotonicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes, tales como manitol, sorbitol o cloruro sédico.
La absorcion prolongada de las composiciones inyectables se puede conseguir incluyendo en la composicion un agente
que retrase la absorcion, 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 0 en combinacion con otros agentes activos) en la cantidad requerida en un disolvente apropiado con uno
0 una combinacion de los ingredientes enumerados en esta memoria, segun se requiera, seguido de esterilizacion filtrada.
Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando el compuesto activo en un vehiculo estéril, que contiene un
medio de dispersion basico y los otros ingredientes requeridos entre los enumerados arriba. En el caso de polvos estériles
para la preparaciéon de soluciones inyectables estériles, los métodos preferidos de preparacion son secado en vacio y
liofilizacion, lo que produce un polvo de un ingrediente activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una
solucién filtrada previamente en condiciones estériles del mismo. Las preparaciones para inyecciones se procesan, se
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. Ademas, las preparaciones se pueden envasar y vender en forma de un kit.
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Articulos de fabricacion de este tipo tendran preferiblemente etiquetas o prospectos que indiquen que las composiciones
asociadas son Utiles para tratar a un sujeto que padece o esta predispuesto a trastornos de la coagulacion.

La composicion farmacéutica también se puede formular para administracién rectal en forma de un supositorio o0 enema
de retencién, p. ej., que contienen bases de supositorios convencionales tales como manteca de cacao u otros gliceridos.

Dosis efectivas de las composiciones de la presente divulgacién para el tratamiento de afecciones varian dependiendo de
muchos factores diferentes, incluyendo medios de administracién, el sitio diana, el estado fisiolégico del paciente, si el
paciente es un ser humano o un animal, otros medicamentos administrado, y si el tratamiento es profilactico o terapéutico.
Habitualmente, el paciente es un ser humano, pero también pueden tratarse mamiferos no humanos, incluyendo los
mamiferos 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.

Dosificaciones para administrar un plasmido 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 realizacion, el intervalo de dosificacion
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
entre 103y 10'® 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 10%y
108 VG/kg.

La molécula de acido nucleico aislada, plasmido, vector o polipéptido de FVIIl aislado se puede administrar como una dosis
Unica o como dosis multiples, en donde las dosis multiples se pueden administrar de forma continua o en intervalos de
tiempo especificos. Pueden emplearse ensayos in vitro para determinar intervalos de dosis 6ptimos y/o los programas de
administracién. Ensayos in vitro que miden la actividad del factor de coagulacion son conocidos en la técnica.
Adicionalmente, dosis efectivas pueden extrapolarse a partir de curvas dosis-respuesta obtenidas de modelos animales,
p. €j., un perro hemofilico (Mount et al. 2002, Blood 99 (8): 2670).

También se pretende que dosis intermedias en los intervalos anteriores estén dentro del alcance de la divulgacion. A los
sujetos se les pueden administrar dosis de este tipo diariamente, en dias alternos, semanalmente o de acuerdo con
cualquier otro programa determinado por andlisis empirico. Un tratamiento ejemplar implica la administracion en
dosificaciones multiples a lo largo de un periodo prolongado, por ejemplo, de al menos seis meses. En algunos métodos,
se pueden administrar dos o0 mas polipéptidos simultdneamente, en cuyo caso la dosificacién de cada uno de los
polipéptidos administrado se encuentra dentro de los intervalos indicados.

La molécula de acido nucleico aislada, el vector o los polipéptidos de FVIII de la divulgacion se pueden administrar en
multiples ocasiones. Los intervalos entre dosificaciones Unicas pueden ser diarios, semanales, mensuales o anuales. Los
intervalos también pueden ser irregulares como se indica midiendo los niveles en sangre del polipéptido o antigeno
modificado en el paciente. Alternativamente, los polipéptidos se pueden administrar como una formulacion de liberacién
sostenida, en cuyo caso se requiere una administracion menos frecuente. La dosificacién y la frecuencia varian
dependiendo de la semivida del polipéptido o polinucledtido en el paciente.

La dosificacién y la frecuencia de administracién pueden variar dependiendo de si el tratamiento es profilactico o
terapéutico. En aplicaciones profilacticas, las composiciones que contienen la molécula de &cido nucleico aislada, el vector
o el polipéptido FVIII o un coctel de los mismos se administran a un paciente que aun no esta 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
como una "dosis efectiva profilactica". Se administra una dosificacion relativamente baja a intervalos relativamente
infrecuentes a lo largo de un periodo de tiempo largo. Algunos pacientes contindan recibiendo tratamiento durante el resto
de sus vidas.

La molécula de acido nucleico aislada, el vector o los polipéptidos de FVIII de la divulgacion se pueden administrar
opcionalmente en combinacion con otros agentes que son eficaces para tratar el trastorno o la afeccién que necesita
tratamiento (p. gj., profilactico o terapéutico).

Tal como se utiliza en esta memoria, la administracion de moléculas de acido nucleico aisladas, vectores o polipéptidos de
FVIIl aislados de la divulgacion junto o en combinaciéon con una terapia adjunta significa la administracién o aplicacion
secuencial, simultanea, coextensiva, concurrente, concomitante o contemporanea de la terapia. y los polipéptidos
descritos. Los expertos en la técnica apreciaran que la administracién o aplicacién de los diversos componentes del
régimen terapéutico combinado se puede programar para potenciar la eficacia general del tratamiento. Un experto en la
materia (p. €., un médico) podria discernir facilmente regimenes terapéuticos combinados eficaces sin una
experimentacién indebida basada en la terapia adjunta seleccionada y las ensefianzas de la presente memoria descriptiva.
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Se apreciara, ademas, que la molécula de acido nucleico aislada, el vector o el polipéptido de FVIII de la presente
divulgacion se pueden utilizar junto o en combinaciéon con un agente o agentes (p. €j., para proporcionar un régimen
terapéutico combinado). Agentes ejemplares con los que se puede combinar un polipéptido o polinucleétido de la
divulgacioén incluyen agentes que representan el patron de atencién actual para un trastorno particular que se esta tratando.
Agentes de este tipo pueden ser de naturaleza quimica o biolégica. El término "biolégico” o la expresion "agente biolégico”
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 combinacion con los polinucleétidos o polipéptidos de la presente divulgacién puede
variar segun el sujeto o puede administrarse de acuerdo con lo que se conoce en la técnica. Véase, p. )., Bruce A Chabner
et al., Antineoplastic Agents, en GOODMAN & GILMAN'S THE PARMACOLOGICAL BASIS OF THERAPEUTICS 1233-
1287 (Joel G. Hardman et al., eds., 92 ed. 1996). En otra realizacion, se administra una cantidad de un agente de este tipo
consistente con el patrén de cuidado.

Tal como se coment6 previamente, los polinucleétidos y polipéptidos de la presente divulgacion pueden administrarse en
una cantidad farmacéuticamente eficaz para el tratamiento in vivo de los trastornos de la coagulacién. A este respecto, se
apreciara que los polipéptidos o polinucledtidos de la divulgaciéon se pueden formular para facilitar la administracion y
fomentar la estabilidad del agente activo. Preferiblemente, composiciones farmacéuticas de acuerdo con la presente
divulgacion comprenden un soporte estéril, no téxico, farmacéuticamente aceptable, tal como solucion salina fisiologica,
tampones no tdxicos, conservantes y similares. Por supuesto, las composiciones farmacéuticas de la presente divulgacion
se pueden administrar en dosis Unicas o multiples para proporcionar una cantidad farmacéuticamente eficaz del polipéptido.

Hay disponible un cierto nimero de tests para evaluar la funcion del sistema de coagulacién: test de tiempo de
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 fibrinbgeno (a menudo por
el método de Clauss), recuento de plaquetas, pruebas de funcién plaquetaria (a2 menudo por PFA-100), TCT, tiempo de
sangrado, test de mezcla (si una anomalia se corrige si el plasma del paciente se mezcla con plasma normal), ensayo de
factores de coagulacion, antifosfolipidos anticuerpos, dimero D, tests genéticos (p. ej., factor V de Leiden, mutacién de
protrombina G20210A), tiempo de veneno de vibora de Russell diluido (dRVVT, por sus siglas en inglés), diversos tests de
funcion plaquetaria, tromboelastografia (TEG o Sonoclot), tromboelastometria (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 via de coagulacion "intrinseca" (a la que
también se alude como via de activacion por contacto) como de la comun. Este test se utiliza cominmente para medir la
actividad de coagulacion de los factores de coagulacién recombinantes disponibles comercialmente, p. ej., FVIII o FIX. Se
utiliza junto con el tiempo de protrombina (PT), que mide la via extrinseca.

El analisis ROTEM® proporciona informacion sobre la cinética completa de la hemostasia: tiempo de coagulacion,
formacion de coagulos, estabilidad del coagulo vy lisis. Los diferentes parametros de la tromboelastometria dependen de la
actividad del sistema de coagulacion plasmatica, la funcion plaquetaria, la fibrindlisis 0 muchos factores que influyen en
estas interacciones. Este ensayo puede proporcionar una visién completa de la hemostasia secundaria.

Terapia Génica

La divulgacién proporciona un método para aumentar la expresién de un polipéptido con actividad de FVIIl en un sujeto
que comprende administrar la molécula de acido nucleico aislada de la divulgacién a un sujeto que lo necesita, en el que
la expresién del polipéptido aumenta con respecto a una molécula de &cido nucleico de referencia que comprende SEQ
ID NO: 16. La divulgacién también proporciona un método para aumentar la expresién de un polipéptido con actividad de
FVIIl en un sujeto, que comprende administrar un vector de la divulgacion a un sujeto que lo necesita, en donde la expresion
del polipéptido aumenta en relacion a un vector que comprende una molécula de acido nucleico de referencia.

La terapia génica somatica 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
produccién enddgena continua de FVIII tras una Unica administracién de vector. La hemofilia A es muy adecuada para un
enfoque de reemplazo de genes porque sus manifestaciones clinicas son completamente atribuibles a la falta de un solo
producto génico (FVIII) que circula en cantidades diminutas (200 ng/ml) en el plasma.

Una proteina FVIII de la divulgacién se puede producir in vivo en un mamifero, 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
consiste en un trastorno hemorragico de la coagulacion, hemartrosis, sangrado muscular, hemorragia oral, hemorragia,
hemorragia en los musculos, hemorragia oral, traumatismo, trauma capitis, sangrado gastrointestinal, hemorragia
intracraneal, hemorragia intra-abdominal, hemorragia intratoracica , fractura ésea, sangrado del sistema nervioso central,
sangrado en el espacio retrofaringeo, sangrado en el espacio retroperitoneal y el sangrado en la vaina del iliopsoas seria
terapéuticamente beneficioso. En una realizacion, la enfermedad o trastorno de sangrado es hemofilia. En otra realizacion,
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la enfermedad o trastorno de sangrado es la hemofilia A. Esto implica la administracion de un acido nucleico que codifica
FVIIl optimizado enlazado operativamente a secuencias de control de la expresion adecuadas. En una determinada
realizacion, 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).
El vector viral puede ser un vector viral defectuoso en la replicacién. En otras realizaciones, un vector adenoviral tiene una
delecion en su gen E1 0 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.

Habiendo descrito en general esta divulgacién, se puede obtener una mayor comprension 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 optimizacion por codones

Se crearon ocho variantes de BDD FVIII optimizadas por codones controlando el sesgo de uso de codones, incluyendo
coFVIII-3 (SEQ ID NO: 1; FIG. 1A), coFVIIl-4 (SEQ ID NO: 2; FIG. 1B), coFVIII -5 (SEQ ID NO: 70; FIG. 1C), coFVIlI-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), coFVII-
25 (SEQ ID NO: 5; FIG. 1G) y coFVIII-26 (SEQ ID NO: 6; FIG. 1H). La herramienta en linea Eugene se utiliz6 para facilitar
la optimizacion por codones como se describi6 anteriormente (Véase Gaspar et al., "EuGene: maximizing synthetic gene
design for heterologous expression," Bioinformatics 28:2683-84 (2012)), y se monitorizaron varios parametros de uso de
codones, tal como el indice de adaptacion de codones (CAl) y el uso relativo de codones sinbnimos (RSCU, por sus siglas
eninglés) (Tabla 5). Todas las variantes se ajustaron a CAl =83 % y RSCU = 1,63, mientras que la secuencia de FVIIl con
dominio B eliminado original, antes de la optimizacién, tiene un CAl de 74 % y una RSCU de 1,12 (Tabla 5).
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Ademas del aumento general del CAl, las ocho variantes se disefiaron en tres clases en funcién de la distribucion del CAl
en la region 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 distribucién uniforme del CAl alto en toda la regién codificante
(véanse las FIGs. 2C-2F). La primera clase incluye coFVIII-3 (FIG. 2C), coFVIII-4 (FIG. 2D), coFVIII-5 (FIG. 2E), coFVIIl-6
(FIG. 2F), asi como el coFVIIl-1 descrito anteriormente (FIG. 2B). La segunda clase comprende variantes de BDD-FVIII
con un CAl mas bajo en la mitad N-terminal de la secuencia codificante y un CAl mas 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 CAl superior en la mitad N-terminal de la secuencia codificante
y un CAl 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).

Sin estar ligados por teoria alguna, se especuld que un CAl mas alto podria correlacionarse con una traduccién de proteinas
mas rapida, y estas tres clases podrian representar diferentes tasas de sintesis de proteinas de principio a fin. Por ejemplo,
la traduccion de una regién que tiene un CAl mas bajo podria proceder lentamente en relacion con la traduccién de una
region que tiene un CAl mas alto. Si es asi, la traduccién de, p. ej., la mitad N-terminal de coFVIII-52 de coFVIII-62, que
tiene un CAIl mas bajo, podria proceder inicialmente lentamente seguida de una traduccion mas rapida de la mitad C-
terminal, que tiene un CAI mas alto. Esto podria preferirse para el plegamiento de proteinas y la modificacién post-
traduccion durante la traduccion sin ralentizar la sintesis de proteinas en general. El efecto opuesto podria verse para las
variantes coFVIII-25 y coFVIII-26, que tienen un CAI mas alto en la mitad N-terminal y un CAl més 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
cierto nimero de sitios, incluyendo sitios de corte y empalme cripticos, sitios poliA prematuros, motivos de inestabilidad de
ARN (ARE) y secuencias repetidas, y para ajustar el contenido de GC (véase /a Tabla 2).

Ejemplo 2. Clonacion y Expresion de Variantes de coFVIIl a partir de un Plasmido pcDNA3

Se disefaron plasmidos de expresién que contenian las diversas variantes de FVIII para la expresién in vivo. Los
polinucledtidos BDD FVIII (FIG. 11; SEQ ID NO: 16) y coFVIII-1 (FIG. 11Z; SEQ ID NO: 68) no optimizados se clonaron en
una cadena principal de pcDNAS (Invitrogen), en donde el promotor CMV se reemplaz6 por un promotor de ET (véase la
FIG. 3). Los plasmidos resultantes, FVIII-311 (BDD FVIII) y FVIII-303 (coFVIII-1), impulsan la expresién de BDD FVIil y
coFVIll-1 no optimizados, respectivamente.

La expresion in vivo de FVIII-311 y FVIII-303 se evalué en ratones Hem A mediante inyeccién hidrodinamica de 5 pg de
ADN/ratén de FVIII-303 o FVIII-311. Se recogieron muestras de plasma a las 24, 48 y 72 horas posteriores a la inyeccion
y se determind la actividad de FVIII mediante un ensayo cromogénico especifico para FVIII.

Como se muestra en la FIG. 4, la actividad de FVIIl en plasma de ratones tratados con FVIII-311 (BDD FVIII; cuadrados)
fue de 74 £ 43 mU/mL a las 72 horas posteriores a la inyeccion, mientras que la actividad de FVIII en plasma de ratones
tratados con FVIII-303 (coFVIII-1; circulos) fue de 452 + 170 mU/mL a las 72 horas posteriores a la inyeccion (FIG. 4). Esto
representa un aumento de aproximadamente seis veces en la expresion de coFVIlI-1 en relacion con BDD FVIII no
optimizado.

Ejemplo 3. Clonacion y Expresion de Variantes de coFVIIl Utilizando un Sistema de Vector Lentiviral

Para evaluar adicionalmente el nivel de expresion de las variantes de BDD FVIII optimizadas por codones, las secuencias
codificantes se clonaron en plasmidos 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);
Publicacion Internacional N° WO 2000/066759 A1). En la FIG. 5 se muestra un mapa de plasmido de pLV-coFVIII-52; y
plasmidos que contienen BDD FVIII no optimizado (LV-2116), coFVIII-1 (LV-coFVIII-1), coFVIII-3 (LV-coFVIII-3), coFVIII-4
(LV-coFVIIl-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-coF VIl -26) se construyeron de la misma manera, excepto que el fragmento coFVIII-52 se reemplazé por
cada una de las secuencias codificantes indicadas utilizando los sitios Nhel y Sall (Tabla 6).
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Tabla 6: Plasmidos de Expresion que Codifican Variantes de FVIII

ID de plasmido Descripcion

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

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

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

LV-coFVIII-1 coFVIIl-1 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIII-3 coFVIII-3 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIl-4 coFVIIl-4 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIII-5 coFVIII-5 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIII-6 coFVIII-6 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIII-52 coFVIII-52 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIII-62 coFVIII-62 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIIl-25 coFVIII-25 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral
LV-coFVIII-26 coFVIII-26 bajo el promotor ET en plasmido lentiviral

Las variantes de FVIII optimizadas por codones lentivirales se evaluaron en ratones HemA mediante inyeccion
hidrodinamica a una dosis de 5 ug de ADN/ratén (FIGs. 6A, 6B) o 20 ug de ADN/ratén (FIG. 6C). Como se muestra en la
FIG. 6, cada uno de coFVIII-3 (FIG. 6A; triangulos), coFVIII-4 (FIG. 6A; triangulos invertidos), coFVIII-5 (FIG. 6A; rombos),
coFVIII-6 (FIG. 6A; circulos en blanco), coFVIII-25 (FIG. 6B; triangulos), coFVIII-26 (FIG. 6B; triangulos invertidos), coFVIII-
52 (FIG. 6C; cuadrados) y coFVIII-62 (FIG. 6C; circulos negros) exhibieron una mayor actividad de FVIII que coFVIII-1
(FIG. BA, circulos; FIG. 6B, circulos; y FIG. 6C, triangulos). En particular, coFVIII-25 y coFVIII-26 exhibieron un nivel de
expresion similar a las 72 horas posteriores a la inyeccion, alcanzando una actividad aproximadamente 3 veces mayor que
la del coFVIII-1 (FIG. 6B), lo que se traduce en una actividad de FVIIl 24 veces mayor en comparaciéon con el BDD FVIII
parental no optimizado (véase la FIG. 4). Tanto coFVIII-52 (cuadrados) como coFVIII-62 (circulos negros) lograron una
expresion incluso mayor a las 72 horas posteriores a la inyeccién, exhibiendo una expresion 6 veces y 4 veces mayor,
respectivamente, que coFVIII-1 (triangulos) y una expresién 50 veces y 30 veces mayor, respectivamente, que BDD FVIII
parental no optimizado (circulos blancos) (FIG. 6C). Estos datos indican que la combinaciéon de un CAl mas bajo en la
mitad N-terminal de la secuencia codificante y un CAl mas alto en la mitad C-terminal de la secuencia codificante podria
ser mas beneficiosa para la expresion de FVIII en comparacion con la distribucién inversa de CAlL.

Ejemplo 4: Expresion Lentiviral a Largo Plazo de Variantes de FVIIl Optimizadas por Codones en Ratones HemA

Variantes a las que se identificd por impulsar una elevada expresién de FVIIl en HemA a las 72 horas posteriores a la
inyeccion hidrodinamica se evaluaron para la expresion de FVIII a largo plazo mediante transferencia génica mediada por
vectores lentivirales. Los vectores lentivirales se produjeron en células 293T mediante transfeccién transitoria y se
concentraron mediante ultracentrifugacion hasta aproximadamente 5E9 TU/ml. A continuacion, los vectores lentivirales se
administraron a ratones HemA de 12-14 dias de edad mediante inyeccion retro-orbital a una dosis de 1E8 TU/ratén. A los
21 dias después de la inyeccion lentiviral, la actividad media de FVIIl en plasma fue de aproximadamente 0,04 Ul/ml para
ratones a los que se inyect6 LV-2116 (BDD FVIII; FIG. 7). Cada uno de coFVIII-1, coFVIII-5, coFVIII-52, coFVIII-6 y coF VIII-
62 dio como resultado un nivel de FVIII circulante mas alto a los 21 dias posteriores a la inyeccion en relacién con LV-2116
(FVIII con dominio B no optimizado eliminado) control. En particular, la inyeccion de coFVIlIl-1 y coFVIII-5 produjo niveles
de actividad plasmatica de FVIII de aproximadamente 1,8 Ul/mL, coFVIII-52 produjo un nivel de actividad plasmatica de
FVIIl de aproximadamente 4,9 Ul/mL, coFVIII-6 produjo niveles de actividad plasmatica de FVIII de aproximadamente 4,6
Ul/mL y coFVIII-62 produjo un nivel de actividad plasmética de FVIII de aproximadamente 2,5 Ul/mL a los 21 dias
posteriores a la inyeccion (FIG. 7). Los niveles plasmaticos de FVIII observados en ratones a los que se inyectaron LV-
coFVIIl-6 y LV-coFVIII-52, 4,6 Ul/ml y 4,9 Ul/ml, respectivamente, son mas de 100 veces mayores que los niveles
plasmaticos observados en ratones a los que se inyect6 el LV-2116 (BDD-FVIII no optimizado) control.

Ejemplo 5. Construcciones de Fusion coFVIll- XTEN

Se testo la capacidad de XTEN para mejorar la expresiéon de FVIIl en estado estacionario. En primer lugar, la secuencia
codificante de un XTEN de 144 amino&cidos ("XTEN144"; SEQ ID NO: 18) se insertd en el nucleédtido 1193 (o después de
los primeros 764 aminoéacidos del polipéptido codificado) de coFVIII-52 y coFVIll-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
clond luego en una cadena principal de pcDNA3 (Invitrogen) bajo el control de un promotor ET, como se describié arriba,
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para crear el plasmido de expresion de FVIII-306; y la secuencia de coFVIII-52-XTEN se clond en un plasmido lentiviral
bajo el control de un promotor ET, como se describi6 arriba, para crear el pLV-coFVIII-52-XTEN (FIG. 9). Se administrd
FVII-306 (coFVII-1-XTEN) a ratones HemA a razdon de 5 pg de ADN/ratdbn mediante inyeccién hidrodinamica. En
comparacién con FVIII-303 (coFVIII-1; FIG. 10A, circulos pequefos) y FVIII-311 (BDD FVIII; FIG. 10A, cuadrados), la fusion
de XTENi4s a coFVII-1 (FVII-306; FIG. 10A, circulos grandes) dio como resultado una expresion de FVIII
aproximadamente 5 veces y 33 veces mayor, respectivamente, en ratones HemA a las 72 horas posteriores a la inyeccion.
El efecto de la insercion de XTEN sobre la expresion de FVIII también se evalu6 utilizando un vector lentiviral en ratones
HemA (FIG. 10B). Se administr6 LV-coFVIII-52-XTEN a ratones HemA de 12-14 dias de edad a razén de 1E8 UT/raton
mediante inyeccién retro-orbital. En comparaciéon con LV-coFVIII52 y LV-2116 (BDD-FVIII), la fusién de XTEN144 con
coFVIIl-52 (FIG. 10B) dio como resultado una expresion de FVIII aproximadamente 4 veces y 450 veces mayor,
respectivamente, en ratones HemA a 21 dias posteriores a la inyeccion.

Los vectores lentivirales que comprenden cada uno de coFVIII-3, co-FVIlII-4, coFVIII-5, coFVIII-6, coFVIII-62, coFVIII-25 y
coFVIII-26 condensados con XTEN144y condensados con un promotor ET se haran como se describe arriba. Los vectores
se testaran para determinar su expresion de proteinas FVIII.

Ejemplo 6. Expresion de Construcciones de coFVIil

Variantes de FVIII optimizadas por codones se clonaron en plasmidos lentivirales, como se ilustra en la FIG. 9, mediante
técnicas estandares de clonacion molecular. A continuacion, se produjeron vectores lentivirales en células HEK293
mediante transfeccion transitoria y se aislaron mediante ultracentrifugacion.

Vectores lentivirales de FVIII se administraron a ratones HemA de 14 dias de edad mediante inyeccién intravenosa a una
dosis de 1,5E10 TU/kg variante de LV-FVIII. La actividad plasmatica de FVIII se midio6 el dia 21 posterior al tratamiento con
LV-FVIII, y el nimero de copias del vector (VCN, por sus siglas en inglés) por célula se midid6 en muestras de necropsia
hepatica recogidas de animales tratados con LV-FVIII el dia 150 post-tratamiento con LV-FVIII. Si bien los valores de VCN
fueron similares en todos los animales, independientemente de las variantes de LV-FVIIl administradas (FIG. 12B), los
niveles de actividad de FVIII en los animales tratados con variantes de coFVIIl 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 optimizacion por codones
de FVIII mejora la expresion de FVIII en un entorno de vector lentiviral.

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

Variantes de LV-FVIII CoFVIll-1 | CoFVIIl-3 | CoFVIil-4 | CoFVIll-5 |CoFViil-
6
Mejora de veces de la expresion de 57 34 33 74 107
FVIIl en relaciéon con LV-wtBDD-
FVIll
Variantes de LV-FVIII CoFVIII-52 | CoFVIIl-62 | CoFVIII-25 | CoFVIll-26
Mejora de veces de la expresion de 96 59 87 83
FVIIl en relaciéon con LV-wtBDD-
FVIll

Ejemplo 7. Respuesta Inmunitaria Mediada por la Expresion Transgénica de FVIIl en Ratones HemA Después de
Tratamiento Lentiviral

Los ratones tratados con LV-FVIII del Ejemplo 6 se evaluaron para determinar la expresion de FVIIl a largo plazo y la
formacion de anticuerpos anti-FVIII. La expresion de FVIII, como se pone de manifiesto por la actividad plasmatica de FVIII,
vari6 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 expresion constante de FVIII durante
aproximadamente 16 semanas, mientras que tres compareros de camada (designados 4, 5y 6), que fueron tratados con
el mismo vector lentiviral, mostr6 fuertes descensos en los niveles de actividad plasmatica de FVIIl en aproximadamente
10 semanas post-tratamiento (Figura 13A). La actividad plasmatica constante de FVIIl observada en los ratones 1,2y 3
se correlaciond con niveles no detectables o muy bajos de anticuerpos anti-FVIIl (FIG. 13B; ratones 1, 2 y 3). Por el
contrario, los ratones que exhibieron fuertes disminuciones en la actividad plasmatica de FVIII también exhibieron niveles
incrementados de anticuerpos anti-FVIII (FIG. 13B; ratones 4, 5 y 6). Estos datos sugieren que la expresion transgénica
de FVIII induce la formacién de anticuerpos anti-FVIIl en un subconjunto de animales, y los anticuerpos anti-FVIII
resultantes eliminaron la proteina FVIII transgénica de la circulacion.

Se evalué la relacion entre la expresion de FVIIl y la formacion 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-FVIIl y ratones que eran
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positivos para anticuerpos anti-FVIIl. Como se muestra en la FIG. 14, la expresion de FVIII transgénico a niveles fisioldgicos
no induce una respuesta inmunitaria al FVIII transgénico (FIG. 14, circulos). Sin embargo, los niveles suprafisiol6gicos de
expresion de FVIII parecen inducir la formacion de anticuerpos anti-FVIII, de modo que cuanto mayor sea la expresion de
FVIIl nivel, mayor sera la probabilidad de inducciéon de anticuerpos anti-FVIIl. Estos datos sugieren que puede ser
beneficioso mantener los niveles fisiologicos de expresién de FVIII en pacientes sometidos a un tratamiento de terapia
génica de FVIII.

Para determinar si la respuesta inmunitaria inducida por la expresion de FVIIl da como resultado la pérdida de células
hepéaticas que expresan el transgén, se evaluaron el nimero de copias del vector (FIG. 15) y el nivel de transcripcion de
ARN de FVIII (FIG. 16) en muestras de necropsia hepatica de ratones con anticuerpos anti-FVIIl positivos y negativos. .
Como se muestra en la FIG. 15, la distribucién del numero de copias del vector fue la misma en ratones positivos y
negativos para anticuerpos anti-FVIII, lo que indica que las células con integracion de LV-FVIII se mantuvieron a pesar del
desarrollo de anticuerpos anti-FVIII. Esto sugiere que la dosis de expresion transgénica de FVIII mediada por LV-FVIII no
induce una respuesta de linfocitos T citotoxicos (CTL) contra las células hepaticas que expresan FVIII. Para confirmar
adicionalmente estos resultados, se evalud la transcripcion de ARN de FVIII mediante hibridacion in situ de ARN (FIGs.
16C y 16D). En el momento de la extraccién del higado, el coFVIII-52-B de ratén no tenia FVIII circulante detectable y un
alto nivel de anticuerpos anti-FVIIl (Figuras 16A y 16B). Sin embargo, la sefal de transcripcion de ARN y el nimero de
células positivas para ARN de FVIII en el tejido hepatico del raton coFVIII-52-B fueron equiparables a los del raton FVIII-
52-A, que tenia aproximadamente 4 Ul/ml de FVIII circulante en el momento de la necropsia. Por lo tanto, la expresién de
FVIII no indujo la respuesta de CTL en ratones HemA experimentales.

Ejemplo 8. Expresion a Largo Plazo de FVIIl en Neonatos de Raton HemA Tratados con LV-FVIll

Para evaluar la eficacia del uso de un sistema lentiviral para el tratamiento de pacientes pediatricos con HemA finado como
objetivo el higado, se administré6 a ratones HemA de 2 dias de edad mediante inyeccion 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-
FVIIl. Se observé una expresién de FVIII constante a largo plazo para ambas variantes y el control, lo que demuestra que
la cascada de expresion de FVIII integrada se mantuvo en las células hepaticas en division de los ratones tratados (FIG.
17). Estos datos sugieren que LV-FVIII podria utilizarse potencialmente para tratar pacientes HemA tanto pediatricos como
adultos.

Ejemplo 9. Evaluacion de LV-FVIIl en Neonatos de Perros HemA

Para evaluar adicionalmente la eficacia de LV-FVIIl en modelos animales mas grandes, se administraron mediante
inyeccion intravenosa 1,3 x 10° TU/kg de LV-coFVIII-6-XTEN a dos perros neonatos HemA de una semana de edad
(designados S3 y K4). Esta dosis fue mas de 10 veces menor que la dosis utilizada anteriormente en modelos de ratones
HemA. Después de la administracion de los vectores lentivirales, se controlé la actividad del FVIIl en plasma mediante un
ensayo de coagulacién de una etapa (aPTT) (FIG. 18) y se control6 la hemostasia de sangre entera mediante un ensayo
de tromboelastometria 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 aument6 al 79 % y
al 103 % de lo normal en el dia 7 y el dia 14, respectivamente (FIG. 18). Para K4, el nivel de FVIII pre-administracion fue
del 1,4% del normal (FIG. 18). Después del tratamiento con vector lentiviral, el nivel de FVIIl aument6 al 22 %y al 25 % de
lo normal en el dia 6 y el dia 14, respectivamente (FIG. 18).

Correlacionado con el nivel de FVIII, se observd 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 expresion de FVIII
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. Evaluacion de LV-FVIIl en Neonatos de Raton HemA

La terapia génica ex vivo con vectores lentivirales (LV) para el reemplazo de genes ha demostrado eficacia clinica para
multiples indicaciones y con un seguimiento de varios afos en pacientes tratados que no muestran evidencia de
tumorigénesis. El suministro sistémico de LV-FIX media en la expresion persistente de FIX y se tolera bien en modelos
animales con hemofilia. La gran capacidad de empaquetamiento, la capacidad de mantener la expresion transgénica a
largo plazo a través de la integracion de genes, la falta de anticuerpos anti-LV pre-existentes (abs) en poblaciones humanas
y los perfiles in vivo alentadores demostrados en entornos preclinicos y clinicos, hacen de LV un vehiculo prometedor para
la administracién de genes in vivo, especialmente para genes candidatos con un gran tamafio de ADNc tal como el FVIII.

Para evaluar el uso potencial de LV-FVIIl para el tratamiento de la hemofiia A (HemA), variantes de FVIII humano
optimizadas por codones (hFVIIl) colocadas bajo un promotor especifico para hepatocitos se incorporaron en un sistema
LV que contiene multiples copias de microRNA-142 secuencias diana para minimizar la expresion de FVIII en células
presentadoras de antigenos y reducir la probabilidad de inducir anticuerpos anti-FVIIl. Los vectores LV- hFVIII se
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produjeron mediante transfeccion transitoria de células 293T, seguido de una concentracién de 1000 veces mediante
ultracentrifugacion y evaluados en modelos de raton HemA. Después de la administracion intravenosa de LV- hFVIII, el
nivel de hFVIII circulante se controlé mediante ensayos de actividad de FVIIl y de antigeno, la eficiencia de transduccién
de LV en el higado se evalu6é midiendo las copias de ADN de LV mediante PCR cuantitativa y el ARN transgénico mediante
hibridacién in situ, se midieron los anticuerpos anti -hFVIII mediante ELISA de anticuerpos anti-hFVIII totales.

Se observd una expresion 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 transduccién/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 nimero de copias del vector en células hepaticas y el porcentaje de células positivas
para ARN de FVIII fue equiparable en todos los grupos testados (FIG. 12B). La combinacion de la optimizacion por codones
con XTEN (LV-cohFVIII-XTEN), un polipéptido hidrofilico no estructurado que supuestamente mejora la semivida circulante
al aumentar el tamafo hidrodinamico de la carga util, dio como resultado una actividad de FVIIl de 30-50 Ul/mL en plasma,
que representa del 3.000 al 5.000 % del nivel de FVIII circulante normal (FIG. 12A, FIG. 17). Ademas, los abs (siglas
inglesas de anticuerpos) anti-hFVIII solo se detectaron en ratones con un nivel suprafisiolégico de hFVIII (FIG. 14), pero
no se observé respuesta de linfocitos T citotdxicos contra las células transducidas de LV en ratones positivos para
anticuerpos anti-hFVIIl (FIG.s 15 y 16A-16D). El resultado de los autores de la invencion respalda un desarrollo adicional
de LV-FVIII para la terapia génica in vivo de la hemofilia A.
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ggaacagggc
cegatggeag
tgggeceeccta
ccagcaggcece
gggctgagee
tecageatea
ctgatgtgga

acaccaatac

tgatectgact
tateccagatc
tgaggaagaa
aagccagtat
tatggcetac
cctgggecae
ggccageagg
caggaggctg
ctttaagtat
cctgaccagg
tggccccctg
cgataaaagg
cgaaaacate
tcaggccage
cgtgtgectg
tctgagcgtg
gaccctgttt
gatecctggge
ctccagctge
ctatctgctg
gctgaaaagg
cgactatgat
agatgaaaat
tgtggaaagg
ccagtctgge
ctttacccag
catcagggce
ctacagcttt
caggaaaaac
tatggeocecoe
cctggaaaaa

cctgaacect
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gattetgaaa
aggagcegtgg
gattgggact
ctgaacaatg
actgatgaaa
ctgctgtatg
ccctataata
cccaaaggeg
aaatggactg
tattattcca
ctgatctgct
aatgtcatcc
cagaggtttce
aatatcatgce
catgaggtgg
tttttctetg
cocttotetg
tgecacaaca
gataaaaaca
agcaagaaca
catcagaggg
gataccatca
cagageecca
ctgtgggact
agcgtgecec
ccectgtata
gaagtggaag
tatteccagee
tttgtgaaac
accaaggatg
gatgtgcata

goccatygea

tggatgtggt

ccaaaaaaca
atgceccecet
gcccccagag
ccttcaagac
gcgaagtggyg
tctatcccea
tgaaacatet
tgactgtgga
gctttgtgaa
ataaagagtc
tgttctctgt
tgcceaatee
atagcatcaa
cctattggta
gctatacctt
gegaaacogt
gegatttcag
ctggggacta
atgccatcga
aaatcaccag
gcgtggaaat
ggagettteca
atggcatgtec
agtttaaaaa
ggggcgaact
ataatatcat
tgatcagcta
ccaatgaaac
aatttgattg
gecggeoctgat

ggcaggtgac

62

caggtttgat
teccaagace
ggtgctggee
gattggcagqg
cagggaagcc
ggacaccctg
tggecatcact
gaaagatttt
agatggccce
tatggaacge
tgtggaccag
ctttgatgag
cgeaggegtg
tggectatgte
tatecctgage
taaacataaa
gtttatgage
gaacaggggc
ttatgaggac
acccaggagc
gaccaccctg
gaagaaagaa
gaagaaaacc
cagcagcecc
agtcgtgttt
gaatgaacat
ggtgacctte
tgaggaagat
caagacctacg
caaagectgg

tggececectg

tgtgcaggag

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000
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tttgecectgt
gaaaggaact
tataggttce
caggaccaga
atccatttct
tataatctgt
tggagggtygy
gtgtatagca
cagatcactg
tccggaagea
ctggceccea
ctgtacatca
aggggcaata
aaacataata
tatagcatca
atgeacctygy
ttecactaata
agcaatgect
aaaaccatga
tatgtgaaag
cagaatggca
agectggate

cagatcgeccce

<210>2
<211> 4374
<212> ADN

tctttacecat
gcagggecee
atgccatcaa
ggatcaggtg
ctggccatgt
accctggggt
aatgcctgat
ataagtgcca
cctctggeca
tcaatgectg
tgatcatcea
gececagtttat
gcaccggecac
tctttaatee
ggagcaccct
geatggaaag
tgtttgecac
ggaggececcea
aagtcactgg
agtttctgat
aagtcaaagt
cecccctget

tgaggatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIIl-4

<400> 2

ctttgatgaa
ctgcaacatce
tggectatatce
gtatetgety
ctttaccgtc
gtttgaaacc
tggcgaacat
gacccecctg
gtatggccag
gagcaccaaa
tggcatcaag
catcatgtat
cctgatggty
ccceatcatce
gaggatggaa
caaagacate
ctggagcccece
ggtcaacaat
ggtgaccace
ctccagecage
ctttcagggc
gaccaggtat

agtgctgggce
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accaaaagct
cagatggaag
atggatacce
ageatgggca
aggaaaaaag
gtggaaatgc
ctgcatgetyg
ggcatggecct
tgggccccca
gaacccttta
acccaggggg
agcctggatg
ttetttggea
goccaggtata
ctgatgggct
agcgatgeec
agcaaagcca
cccaaagaat
cagggggtga
caggatggec
aatcaggaca
ctgaggatcce

tgcgaagcce

ggtacttcac
atceccacctt
tgecctggect
gcaatgaaaa
aagagtataa
tgcccagcecaa
gcatgageac
ctggccatat
aactggccag
gctggatcaa
ccaggcagaa
gcaaaaaatg
atgtggacag
tecaggctgea
gcgatctgaa
agatcactge
ggctgcatct
ggctgcaggt
aaagcctget
atcagtggac
gctttaccce
atccccagay

aggacctgta

cgaaaacatg
taaagaaaat
ggt.catggcc
catcocatage
aatggccctg
agccggoatc
cetgtttetg
cagggatttt
gctgcattat
agtcgatctg
attttecage
gcagacctat
cagcggeatc
tcecacceat
cagctgcagc
ctecagetac
gcagggcagg
cgattttcag
gaccagcatg
cctgttettt
tgtggtgaat
ctgggtgecat

ctga

atgcagatcg agctgagcac gtgettette ctgtgecetge tgaggttctg cttecagegec

accaggaggt actacctggg cgccgtggag ctgagetggg actacatgeca gagcgacctg

ggcgagctge ccgtggacge caggttccec cccagggtge ccaagagcectt ccecttcaac

63

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374

60

120

180



acgagegtag
gccaagccea
gacaccgtgg
ggcgtgaget
gagaaggagg
aaggagaatg
gtggatctgg
ggcagectgg
ttcgacgagg
gcogocageg
ctgcccggec
accacccccg
aggeaggeca
gacctgggge
gectacgtga
gaggccgagg
gacgacaata
tgggtgcatt
cccgacgaca
aagtacaaga
atccagcacg
ctgatecatet
gacgtgagge
cccatecctge
acgaagagcg
gacctggecca
aggggcaacc
aataggtctt
cagetggagy
ttegacagee

atcggegece

atggtgtacy

tgtacaagaa
ggecececectg
tecatcaccet
actggaaggc
acgacaaggt
ggcccatgge
tgaaggacct
ccaaggagaa
gcaagagctg
ccagggcectyg
tgatcggctg
aggtgcacag
geoctggagat
agttecctget
aggtggatag
actacgacga
geccgagett
acateogecge
ggtcttacaa
aggtgaggtt
agagcgggat
tcaagaacca
cectgtacte
ceggegagat
accccaggtg
geggectgat
agatcatgag
ggtacctgac
atceegagtt
tgcagetgag
agaccgactt

aggataceat

gaccctgtte
gatggggctg
gaagaacatg
cagcgaggge
gtteccegge
cagcegaccac
gaacageggce
gacccagacc
gcacagcgag
gcccaagatg
ccacaggaag
catcttcctg
cagecegate
gttetgecat
ctgecccegag
cgacctgacc
catccagate
cgaggaggag
gagccagtac
catggcctac
cctggggece
ggccageagg
taggaggctg
cttcaagtac
cctgaccagg
cgggccectg
cgacaagagg
cgagaatatc
ceaggeeage
cgtgtgectg
cctgagegtg

gacectgtte
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gtggagttea
ctggggeeca
gccageccacce
gecgagtacg
ggcagccaca
ctgtgectga
ctgatcggeg
ctgcacaagt
accaagaaca
cacaccgtga
agcgtgtact
gagggccaca
accttcctga
atcagctctce
gagccccagce
gacagcgaga
aggagcgtgg
gattgggact
ctgaacaacg
accgacgaga
ctgctgtacg
ccgtacaata
ceccaagggeg
aagtggaccg
tactacagct
ctgatctget
aacgtgatcc
cagaggttcc
aacatcatge
cacgaggtgg
ttetteocageg

cectteageg

ccgacecatcet
cgatccagge
cegtgagccet
acgaccagac
cctacgtgtg
cctactetta
cectgetggt
teateoeotget
gecctgatgca
acggctacgt
ggcacgtgat
cgttcctggt
cegeccagac
accagcacga
tgaggatgaa
tggacgtggt
ccaagaagca
acgcccecct
ggccccagag
ccttcaagac
gcgaggtggg
tctacceccea
tgaagecacct
tgaccgtgga
ctttegtgaa
acaaggagag
tgttcagegt
tgeccaacce
acageatcaa
cetactggta
gctacacett

gegagacagt

64

gttecaatate
cgaggtgtac
geacgcegtg
cagccagagqg
gcaggtgcetg
cctgagcocac
gtgcagggag
gttogeogtg
ggatagggac
gaacaggtct
cggcatgggg
gaggaatcac
cctgetgatg
cggcatggag
gaacaacgag
gaggttcgac
ccccaagace
ggtgectggee
gatcggcagg
cagggaggceyg
cgacacgctg
cgggatcace
gaaggactte
ggacgggecc
catggagagg
cgtggatcag
gttegacgag
cgcceggegtg
cagetacgtyg
catactgage
caagecacaag

gttcatgage

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1580

2040

2100



atggagaacce
atgacecgcce
agctacgagg
ttecagccaga
cagagcgacc
gatttcgaca
aggcattact
cacgtgotga
caggagtteca
ctgggectge
aggaatcagy
cagaggcagg
ttctggragg
gactacttea
ctggtgtgcc
ttegecetgt
gagaggaatt
tacaggttce
caggatcaga
atccactteca
tacaatctgt
tggagggtgg
gtgtactcta
cagatcaccy
tccggaagea
ctggceccceca
ctgtatatea
aggggeaaca
aagcacaata
tactctatea

atgccectgg

ceggectgtg
tgctgaaggt
atatcagcgce
acceccececaegt
aggaggagat
tctacgacga
tecatecgeege
ggaataggge
cecgacggcag
tggggcceceta
cecageaggec
gcgecgagec
tgcagcacca
gcgacgtgga
acaccaacac
tettcaccat
gecagggecee
acgecatcaa
ggatcaggtg
geggecacgt
acccecggegt
agtgecctgat
acaagtgcca
ccagocggoca
tcaacgectyg
tgatcatcca
gecagttceat
geaccggeac
tectteaacee
ggtctaccct

ggatggagag

gatcetggge
gagctcttge
ctacctgctg
gctgaagagg
cgactacgac
ggacgagaat
cgtggagagg
ccagagogygce
cttecaccecag
catcagggcc
ctatagette
caggaagaac
catggcccec
tetggagaag
cctgaaccee
cttegacgag
ctgcaatate
cggetacate
gtatctgetg
gttcacegtg
gttegagace
cggecgagcac
gaccccectg
gtacggccag
gagcacgaag
cgggatcaag
catcatgtac
getgatggtg
ceccatecate
gaggatggag

caaggccatce
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tgececataact
gacaagaaca
agcaagaaca
caccagaggg
gacacgatca
cagagecccea
ctgtgggact
agegtgecce
ccectgtaca
gaggtggagyg
tatagetete
ttcgtgaage
acgaaggacg
gacgtgecaca
gcccacggca
accaagaget
cagatggagg
atggacacge
agcatgggga
aggaagaagg
gtggagatgce
ctgcacgeceg
gggatggcca
tgggocacca
gagcecttea
acccagggeg
tetetggacy
ttetteggea
gecaggtaca
ctgatgggcet

agcgacgece

cegacttcag
ccggcgacta
acgccatcga
agatcaccag
gcgtggagat
ggtctttcca
acggcatgag
agttcaagaa
ggggcgaget
ataacatcat
tgatcageta
ccaacgagac
agttcgactg
geggectgat
ggcaggtgac
ggtacttcac
aceccgacctt
tgececggect
gcaacgagaa
aggagtacaa
tgceccagecaa
gcatgagcac
gcggocacat
agetggocag
gctggatcaa
ccaggcagaa
gcaagaagty
acgtggacte
teaggetgea
gcgacctgaa

agatcaccge

65

gaatagggge
ctacgaggat
gococcaggtcoet
gacgacecctg
gaagaaggag
gaagaagacc
cagctcteee
ggtggtgtte
gaacgagcac
ggtgaccttc
cgaggaggat
caagacctac
caaggectgg
cgggecactyg
cgtgcaggag
cgagaatatg
caaggagaat
ggtcatggee
tatccacage
gatggccctg
ggccgggatce
getgttectg
cagggactte
getgcactat
ggtggatctg
gttcagctct
gcagacctac
tagecgggate
ccecacccat
cagctgcage

cagctcttac

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

33960
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ttcaccaaca
tataacgect
aagaccatga
tacgtgaagy
cagaacggea
agcctggace

cagatcgcece

<210>3
<211> 4374
<212> ADN

tgttcgecac
ggaggeccca
aggtgacegg
agttectgat
aggtgaaggt
ceccaectget

tgaggatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-52

<400> 3

atgcaaatcg
acccgccgat
ggggagctge
acctcegtgg
gecaagcecea
gacactgtgg
ggagtgtctt
gaaaaggaag
aaggagaacg
gtggacctcg
ggctcactgg
ttegacgagg
gecgectceeyg
ctecctggece
accacccccg
cggcaggect
gacctgggac
gcatacgtga
gaagecgagg

gacgataaca

aactgagcac
actacctggg
ccgtggatge
tgtacaagaa
gacctcceetg
tecatcactet
actggaaage
atgacaaggt
gcccaatgge
tgaaggacct
cgaaagaaaa
ggaagtcgtg
ccecgggectg
tgattggatg
aggtgcacag
ccctggaaat
agttecctget
aggtcgatte
actacgacga

geeettectt

ctggagceceg
ggtgaacaac
cgtgacecacy
cagetetage
gttecaggge
gaccaggtat

ggtgctgggce

ctgtttette
agcagtggag
caggttcecet
aactctgtte
gatggggetg
gaagaacatg
gteegagggg
gttceccagga
ctccgaccceg
caactcggga
gactcagacc
gcacagegag
gcctaagatg
ccaccggaag
catcttectyg
cagccccatt
gttctgeoecat
ctgecetgag
cgacctgacyg

catccaaatt
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agcaaggcca
cccaaggagt
cagggegtga
caggacgges
aaccaggata
ctgaggatce

tgcgaggcce

ctectgectge
ctctectggg
cccecgggtge
gtggagttca
ttgggaccta
geectegeate
geegaatacg
ggatcgcaca
ctgtgectga
ctgattggag
ttgcacaagt
actaagaact
cacaccgtga
tcegtgtact
gaaggtcaca
accttectca
atctectece
gaaceccagc
gatagecgaga

cgeteggtgyg

ggctgeacct
ggcetgcaggt
agageectget
accagtggac
gcetteacece
acceccagag

aggatctgta

tgagattctg
attacatgca
caaagtegtt
ccgaccacct
ccatccaage
cegtgtecet
acgaccagac
cctacgtgtg
cctactecgta
ccctgectggt
tecattectget
ccctgatgea
acggttacgt
ggcacgtgat
catttetegt
ctgeccagac
accaacatga
tecegeatgaa
tggatgtggt

caaagaagca

66

gcagggcagg
ggattteacag
gaccageatg
cctgttette
cgtggtgaac

ctgggtgcac

ttga

tttetocegeg
gagcgacctt
tcegtteaac
gttcaatatc
ggaggtgtac
gcacgecgtg
ctcgeagaga
gcaagtgttg
cctgtcccac
ctgcagggaa
gttegetgtg
agatagagat
gaaccgctcc
cgggatgggg
gcgcaaccac
tctgctgatg
cggaatggag
gaacaatgag
ceggttoegat

ccccaagaco

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

260

1020

1080

1140

1200



tgggtgeatt
cctgacgace
aagtacaaga
atccaacacg
ctcattatet
gacgtgecgec
ccgatectte
actaagtctg
gacctggeca
cggggaaacc
aaceggtegt
cagctggagg
ttcgacagcee
atcggegece
atggtgtatg
atggagaace
atgactgccee
agctacgagg
ttctectcaga
cagtctgace
gacttcgaca
aggecactact
catgtgectga
caggagttca
ctgggectge
aggaaccagg
cagaggcagg
ttetggaagg
gectacttet
ctggtgtgee

ttegeectgt

acattgegge
ggagctacaa
aggtccgett
aatccggeat
tecaagaacca
cactgtactc
cgggagaaat
accctagatg
geggactgat
agatcatgtc
ggtacctgac
accecgagtt
tgcagctgag
agaccgactt
aggacaccct
ctggectgtyg
tgctgaaagt
acatcagege
accccccagt
aggaggagat
tectacgacga
tecattgetge
ggaacagggce
coegacggcag
tgggccecta
ccagcaggec
gggetgagee
tgcagcacea
ctgacgtgga
acaccaacac

tettcaccat

ggaagaagag
gagccagtac
catggcctat
cctgggeceeg
ggctteecegyg
gcggegectg
cttcaagtac
cetecaccege
cggecegetg
ggataagagg
cgagaacate
ccaggccagce
cgtgtgectg
cetgagegtg
gaccctgtte
gatccetggge
ctecagetgt
ctacctgetg
gctgaagagg
cgactatgat
ggacgagaac
tgtggagagg
ccagtctgge
cttcacccay
catcagggcece
ctacagectte
caggaagaac
catggeecee
cetggagaag
cctgaaccet

cttcgatgaa
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gactgggatt
ctgaacaacg
accgacgaaa
ctettgtacg
ccgtacaaca
cccaagggtg

aagtggaccg

tactactcat
ctgatttget
aacgtcatcc
cagaggttcoc
aacatcatgc
cacgaggtgg
ttettetetg
cccttecageg
tgecacaaca
gacaagaaca
agcaagaaca
caccagaggg
gacaccatca
cagagcccca
ctgtgggact
agegtgecce
cacectgtaca
gaggtggagg
tacagcagecce
tttgtgaage
accaaggacg
gacgtgceact
gececatggea

accaagagct

atgcecceget
gtccacagag
ccttcaaaac
gagaagtcgg
tectateegea
tcaaacacct
tgaccgtgga
cettaegteaa
acaaggaatcec
tettoteegt
tgcccaacee
acagcatcaa
cctactggta
gctacaccett
gggagactgt
gaegactteag
ccggggacta
atgeccatcga
agatcaccag
gcegtggagat:
ggagcttecca
atggcatgte
agttcaagaa
gaggggaget
acaacatcat
tgatcagcta
ccaatgaaac
agttcgactg
ctggcectgat
ggcaggtgac

ggtactteac

67

tgtecteget
gatcggtaga
tagagaggcc
cgacaccctt
tgggatcact
gaaggatttt
agatggccca
catggagege
agtggaccaa
gtttgacgaa
tgctgggatyg
tggctacgtg
catcctgage
caagcacaag
cttecatgage
gaacagggygce
ctacgaggac
geccaggage
gaccaccctg
gaagaaggag
gaagaagacc
cagcagcccee
agtecgtgtte
gaacgagecac
ggtgacctte
cgaggaggac
caagacctac
caaggectgg
tggcececctg
tgtgcaggag

tgagaacatg

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060
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gagaggaact
tacaggttce
caggaccaga
atccacttet
tacaacctgt
tggagggtgg

gtgtacagca

cagatcactyg
tocggaagea
ctggeceeca
ctgtacatca
aggggcaaca
aagcacaaca
tacagcatca
atgeccotgy
ttcaccaaca
agcaatgcct
aagaccatga
tacgtgaagg
cagaatggca
agcctggacc

cagatcgecece

<210> 4
<211> 4374
<212> ADN

gcagggecee
atgccatcaa
ggatcaggtg
ctggecacgt
accctggggt
agtgcctgat
acaagtgcca
cetotggeca
tecaatgectg
tgatcatcca
gecagtteat
gcaccggecac
tcttecaacce
ggagcaccct
gcatggagag
tgtttgecac
ggaggcccca
aggtgactgg
agttcctgat
aggtgaaggt
cccccctget

tgaggatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-62

<400> 4

atgcagattg
actcgecggt
ggcgaactce
accteegtgg

gccaagccge

agctgtcocac
actaccttgg
cegtggatge
tgtacaagaa

gcccaccttg

ctgcaacatc
tggectacatce
gtatctgctg
gttcactgty
gttcgaaacc
tggggagcac
gacccecctyg
gtacggcocayg
gagcaccaayg
cggeatcaag
catcatgtac
cctgatggtyg
cccecatcate
gaggatggag
caaggccate
ctggagcecce
ggtcaacaac
ggtgaccacc
ctcecageage
gttccaggge
gaccagatac

ggtgctgggc

ttgtttctte
agecgtggay
cagattcecee
aacectettt

gatgggccte
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cagatggagg
atggacacce
agcatgggca
aggaagaagy
gtggagatge
ctgcacgeeg
ggcatggect
tgggcoceccca
gageecttea
acccagggag
agectggacy
ttectteggea
gccagataca
ctgatggget
tctgacgeee
agcaaggcca
cccaaggagt
cagggggtga
caggacggee
aaccaggaca
ctgaggatcc

tgtgaggcce

ctgtgectce
cttteatggg
ccecegegtge
gtecgagttea

ctgggaccga

accccacctt
tgecctggect
gcaacgagaa
aggagtacaa
tgcccagcaa
gecatgagecac
ctggeccacat
agetggecag
gctggatcaa
ccaggcagaa
gcaagaagty
acgtggacag
tcaggctgcea
gtgacctgaa
agatcactgce
ggctgecacct
ggctgcaggt
agagcctget
accagtggac
gettecaccee
acccccagag

aggacctgta

tgcgettctg
actacatgca
caaagtcctt
ctgaccacct

ccattcaage

68

caaggagaac
ggt.catggcc
catccacagc
gatggccactg
ggccggcatc
cectgttectg
cagggacttc
getgeactac
agtggacctg
gttctecage
gcagacctac
cagcggeatec
cceccacccac
cagctgecage
ctecagetac
gcagggcagg
ggacttccag
gaccagcatg
cectgttette
tgtggtcaac

ctgggtgcac

ctga

tttctecgee
gagcegaccetg
cccetttaac
gttcaacatc

tgaagtgtac

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374

60

120

180

240

300



gacaccgtgg
ggagtgtcct
gaaaaggagyg
aaggaaaacg
gtggaccteg
ggttcgcteg
ttcgatgaag
gacgecteag
ctgeceggge
actacgcctg
cgecaggect
gacetgggge
gcctacgtga
Jaggccgagg
gacgacaaca
tgggtgeact
ccecgatgace
aagtacaaga
attcaacatg
ctcatecatet
gacgtgegge
cctatectge
accaagagcg
gacctggeat
cgcggecaace
aacagatcct
cagetggagg
ttecgacagee
ateggegeee
atggtgtatg

atggagaacce

tgatcacect
actggaaggc
acgataaagt
gacctatggce
tgaaggacct
ctaaggaaaa
gaaagtcatg
coegegectyg
tcatcggttg
aagtgcactc
ctotggaaat
agtteccttet
aggtggactc
actatgacga
gccecagett
acatcgegge
ggtegtacaa
aagtgeggtt
agagcggcat
tcaaaaacca
cactctactce
cgggcgaaat
atcetaggtg
cgggactcat
agatcatgte
ggtacctgac
aceccgagtt
tgcagectgag
agaccgactt
aggacaccct

ctggecctgtg

gaagaacatg
ctccgaagga
gttcoccggge
atcecgatect
gaacagcggg
gacccagacc
gcatteccgaa
goectaaaatg
tcacagaaag
catcttcctg
cteccogatt
cttetgecac
atgcccggaa
cgatttgact
catccagatt
cgaggaagaa
gteccagtat
catggcgtac
tectgggacca
ggecctooccgg
gcggegectg
cttecaagtat
tctgactecgg
tggaccgetyg
cgacaagcgce
cgagaacatce
ceaggocage
cgtgtgectg
cetgagegtg
gaccctgtte

gatcctggge
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gegteccace
gctgagtacg
ggctcgcata
ctgtgectga
ctgattggtyg
ctccataagt
actaagaact
catacagtca
tcegtgtact
gaagggcaca
acctttetga
atctcecagece
gaacctcagt
gactccgaga
cgcagegtgg
gattgggact
ctgaacaatg
actgacgaaa
ctgctgtacyg
ccttacaaca
ccgaagggeg
aagtggaccg
tactactcca
ctgatctget
aacgtgatece
cagaggttce
aacatecatge
cacgaggtgg
ttettetetg
cecctteageg

tgecacaaca

cegtgtecet
acgaccagac
cttacgtgtyg
cttactecta
cacttctegt
tecatccttitt
cgectgatgea
acggatacgt
ggcacgteat
ccttoctegt
cageccagac
atcagcacga
tgcggatgaa
tggacgtegt
ccaagaagca
acgoccegtt
gteegeageg
cgtttaagac
gagaggtcgg
tetaccctea
tcaagcacct
tcaccgtgga
gcttegtgaa
acaaagagtce
tgtteteegt
tgcccaacce
acagceatcaa
cctactggta
gctacaccett
gggagactgt

gcgactteag

69

gcatgeggte
tagccagegg
gcaagtcctg
cctttececat
gtgccgegaa
gttcgetgtg
ggaccgggat
gaatcggtca
cggecatggge
gcgcaaccac
tetgeteatg
cggaatggag
gaacaacgag
geggttegat
ccccaaaacce
ggtgetggea
gattggcaga
cegggaggee
cgataccctg
cggaatcacea
gaaagactte
ggacgggecc
catggaacgg
ggtggatcaa
gtttgatgaa
tgetggggty
tggetacgtyg
catcectgage
caagcacaag
cttecatgage

gaacaggggc

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160



atgactgece
agctacgagg
ttctetecaga
cagtctgace
gacttcgaca
aggcactact
catgtgectga
caggagttea
ctgggectge
aggaaccagg
cagaggcagg
ttctggaagg
goctacttet
ctggtgtgec
ttegeecctgt
gagaggaact
tacaggttce
caggaccaga
atccacttct
tacaacctgt
tggagggtgg
gtgtacagea
cagatcactg
teccggaagea
ctggeceoccca
ctgtacatca
aggggcaaca
aagcacaaca
tacagcatca
atgeccetgy
ttcaccaaca

agcaatgact

aagaccatga aggtgactgg ggtgaccacc cagggggtga agagcctget

tacgtgaagg agttcctgat ctecageage
cagaatggca aggtgaaggt gttccaggge
agecctggace cceccecctget gaccagatac

cagategece tgaggatgga ggtgetggge

tgcotgaaagt
acatcagcge
accceccagt
aggaggagat
tctacgacga
tcattgetge
ggaacagggc
ccgacggeag
tgggeccecta
ccagcaggcec
gggctgagcc
tgcagcacca
ctgacgtgga
acaccaacac
tcttcaccat
gcagggcccce
atgceatcaa
ggatcaggtg
ctggccacgt
accctggggt
agtgcctgat
acaagtgcca
ccteotggeca
tecaatgectg
tgatcatcca
gecagttecat
gcaccggeac
tettcaacce
ggageaceet
geatggagag
tgtttgeecac

ggaggaceca

cteocagetgt
ctacctgectg
gctgaagagg
cgactatgat
ggacgagaac
tgtggagagg
ccagtctgge
cttecaceccag
catcagggcc
ctacagcttc
caggaagaac
catggcccce
cctggagaag
cctgaaccet
cttcgatgaa
ctgcaacatc
tggctacate
gtatctgetg
gttcactgtg
gttcgaaacc
tggggagcac
gacccccctg
gtacggecag
gagcaccaag
cggcatcaag
catcatgtac
cctgatggtg
ccccatcate
gaggatggag
caaggcocate
ctggageccce

ggtcaacaac

ES 2926 585 T3

gacaagaaca
agcaagaaca
caccagaggg
gacaccatca
cagagcccca
ctgtgggact
agegtgceccecco
ccectgtaca
gaggtggagg
tacagcagcce
tttgtgaagc
accaaggacg
gacgtgeact
gecccatggeca
accaagagct
cagatggagg
atggacaccc
agecatgggca
aggaagaagg
gtggagatgce
ctgcacgecg
ggecatggect
tgggececea
gagecccttcea
acccaggggg
agecctggacg
ttetteggea
gccagataca
ctgatggget
taetgacgece
agcaaggeca

cacaaggagt

caggacggcc
aaccaggaca
ctgaggatcc

tgtgaggece

ceggggacta
atgccatcga
agatcaccag
gcgtggagat
ggagcttcca
atggcatgte
agttcaagaa
gaggggaget
acaacatcat
tgatcagcta
ccaaktgaaac
agttcgactg
ctggectgat
ggcaggtgac
ggtacttcac
accccacctt
tgcctggect
gcaacgagaa
aggagtacaa
tgcccagcaa
gcatgagcac
ctggccacat
agctggecag
gctggatcaa
ccaggcagaa
gcaagaagtg
acgtggacag
tcaggctgca
gtgacctgaa
agatcactge

ggctgecacect

ggctgcagyt

70

accagtggac
gottcaccee

acccccagag

aggacctgta

ctacgaggac
geccaggagce
gaccacectg
gaagaaggag
gaagaagacc
cagcagcecco
agtcgtgtte
gaacgagcac
ggtgacctte
cgaggaggac
caagacctac
caaggcctgg
tggeececectg
tgtgeaggag
tgagaacatg
caaggagaac
ggtcatggee
catccacage
gatggccctg
ggccggecate
cctgttectg
cagggactte
getgeactae
agtggacctg
gttctececage
gcagacctac
cageggeate
ceccacccac
cagetgeage
cteocagetace
gcagggeagg

ggacttecag

ctga

gaccagcatg
cectgttette
togtggtcaac

ctgggtgcac

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2%40

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374
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<210>5
<211> 4374
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-25

<400> 5

atgcagattg
accaggagat
ggcgagctgc
accagcgtgg
gccaagccca
gacaccgtgg
ggggtgagcet
gagaaggagyg
aaggagaacg
gtggacctgg
ggcagectgg
ttegacgagg
gcegectetg
ctgeectggee
accacccoctg
aggcaggeca
gacctgggec
gecctacgtga
gaggeegagy
gacgacaaca

tgggtgcact

agctgagcac
actacctggg
cagtggacgc
tgtacaagaa
ggccccectg
tcatcaccct
actggaaggc
acgacaaggt
gececcatgge
tgaaggacct
ccaaggagaa
gcaagagctg
ccagggectg
tgattggetg
aggtgcacag
gectggagat
agttectget
aagtggacag
actatgatga
gocccagett

acatcgetge

ctgcttette
cgccgtggag
caggttccce
gaccctgtte
gatgggcctg
gaagaacatg
ctctgagggc
gttcocctggg
ctctgaccecce
gaactetgge
gaccecagace
gcactctgaa
gcccaagatg
ccacaggaaqg
catcttectyg
cagccccate
gttctgecac
ctgcectgag
cgacectgace
catccagatc

tgaggaggag

ES 2926 585 T3

ctgtgectge
ctgagctggg
cccagagtge
gtggagttca
ctgggeccea
gccagecace
goecgagtacg
ggcagccaca
ctgtgecctga
ctgattgggg
ctgcacaagt
accaagaaca
cacaccgtca
agegtgtact
gagggccaca
accttecctga
atcteccagece
gagccccagce
gacagegaga
aggagcegtgg

gactgggact

tgaggttctg
actacatgca
ccaagagctt
ctgaccacct
ccatccaggce
cegtctecet
acgaccagac
cctacgtgtg
cctacagcta
cectgetggt
teatcetget
gectgatgea
acggctacgt
ggecatgtgat
ccttectggt
cegeoccagac
accagcacga
tgaggatgaa
tggacgtggt
ccaagaagca

atgecceccect

71

cttctectgee
gtctgacctg
ccecttcaac
gttcaacatc
cgaggtgtac
gcacgcegtg
cagccagagg
gcaggtcoctg
cctgagocac
gtgcagggag
gttegeegtg
ggacagggac
caacaggagc
cggeatggge
caggaaccac
cctgetgatg
cggeatggag
gaacaacgag
caggttcgae
ccccaagacc

ggtgctggcece

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260



cetgatgaca
aagtacaaga
atccageatg
ctgatcatct
gacgtgagge
cecatcctge
accaagagcg
gacctggecet
aggggcaaca
aacaggagct
cagctggaag
ttecgattcge
attggtgece
atggtgtacg
atggagaatc
atgactgcgce
tcatacgagg
ttcageccaga
cagtcagacc
gactttgaca
cgccactact
cacgtgctcce
caggagtteca
cteggectec
cgtaaccaag
cagcggeagg
ttetggaaag
gcoctacttet
ctegtgtace
ttegetetgt
gagaggaact

taceggttee

ggagctacaa
aagtcaggtt
agtctggecat
tcaagaacca
ccctgtacag
ctggggagat
accccaggtg
ctggectgat
agatcatgag
ggtacctgac
atcctgagtt
tgcagctgag
agactgactt
aggacaccct
ccggcctgtg
tgctcaaggt
acatctecge
acccacccgt
aggaggaaat
tctacgacga
ttattgctge
gcaacecgagce
ctgacgggag
teggaccetta
ccagccgecc
gegecagaace
tgecagecatca
ccgatgtgga
ataccaatac
tetteactat
gecagageecce

acgecattaa

gagccagtac
catggecctac
cctgggecce
ggccagcagg
caggaggctg
cttcaagtac
cctgacecaga
tggeeccectg
cgacaagagg
tgaaaacatc
tcaggcatca
cgtgtgtctg
coctgtecgtg
gaccctcectte
gatcttggge
gtccagctge
ctaccteoctg
gcttaagaga
cgactacgat
agatgaaaac
tgtcgagegg
ccagagcegge
cttcactcag
catcagagca
gtactcgtte
gcgcaagaac
tatggcecceg
cttggagaag
cetgaaceee
cttegacgaa
ctgtaacate

cggatacate
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ctgaacaatg
actgatgaaa
ctgetgtacg
ccctacaaca
cctaaggggg

aagtggactg

tactacagca
ctgatctget
aacgtgatcc
cagcggttcc
aacatcatgc
cacgaagtgg
ttttteteocg
cecttttteeg
tgccacaaca
gacaagaaca
tccaagaata
catcaacggg
gacaccatct
cagagcccga
ctgtgggact
teggtgoege
cetttgtace
gaagtggaag
tactecteee
ttegtgaage
actaaggacg
gacgtccact
geacacggte
actaagteoet
cagatggagg

atggatacge

gececcagag
ccttcaagac
gggaggtggg
tctaccececa
tgaagcacct
tgactgtgga
gcttcogtcaa
acaaggagte
tgtteotctgt
tcceccaacce
actccattaa
cctactggta
getacacgtt
gcgaaactgt
gacgacttceg
ccggagacta
acgccattga
agatcactag
cggtcgagat
ggtcgttcca
acggaatgtc
aattcaagaa
ggggagaact
ataacatcat
tecatttetta
ccaacgaaac
agtttgactg
cecggectcat
gecaggtcac
ggtacttcac
acccgacgtt

tgccgggtet

72

gattggeagg
cagggaggcec
ggacacectg
tggcatcace
gaaagactte
ggacggceco
catggagagg
tgtggaccag
cttcgacgag
cgegggegtyg
cggctacgtg
catcctgtce
caagcacaag
gtttatgage
taacagagga
ttatgaggac
acctecggage
gaccaccctg
gaagaaggag
aaagaaaacc
gtectegeeg
ggtcgtgtte
caatgaacat
ggtcactttc
cgaagaggac
caagacctac
caaagcetgg
cggteccectg
cgtgeaggag
c¢gagaacatyg
caaggaaaac

tgtgatggec

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1%2¢0

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180
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caggatcaac
attcacttet
tacaaccttt
tggegegtgy
gtgtatagca
cagatcactg
tceggatcea
ctggceccea
ctgtacatca
agggggaaca
aagcataaca
tacageatte
atgecgttygy
tttaccaaca
tccaacgeat
azaaccatga
tacgtcaagg
caaaatggaa
tcecttgate

cagatcgegce

<210>6
<211> 4374
<212> ADN

ggatcagatg
cecggtcatgt
atecccggagt
agtgtttgat
acaagtgcca
cgtccggeca
ttaacgcctg
tgattatcca
geecagtteat
gecagceggeac
tettcaaccee
getaecacect
gaatggagte
tgttegecac
ggcggecaca
aggtcaccegy
agttcctgat
aggtcaaggt
cacccctect

tgaggatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-26

<400> 6

atgcagattg
accaggagat
ggegagetge
accagcgtgg
gccaagceca

gacaccgtgg

agctgagcac
actacectggg
cagtggacge
tgtacaagaa
ggeccecectyg

tecatcacecct

gtacttattg
gttcactgtg
gttegaaact
tggagaacat
gactocecgeott
gtacggccaa
gtcaaccaag
cggaattaag
aatcatgtac
actgatggte
teegattate
geggatggaa
caaagcaatt
gtggteaccy
ggtcaacaac
agtcacaacce
cteccagcagce
gtttcagggc
gaccecgctac

ggtecctggga

ctgcttotte
egecgtggag
caggttcecee
gaccctgtte

gatgggcctg

gaagaacatg
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tcgatgggca
cggaagaagg
gtggaaatge
ctoccatgegg
gggatggegt
tgggccecta
gageccattcet
acecaggggg
tcecctggacg
ttttteggaa
geteggtaca
ctgatggget
teegacgege
tecaaggeee
cctaaggagt
cagggagtga
caggacdgge
aatcaggatt
cttegecatec

tgcgaagccce

ctgtgcctge
ctgagctggg
cccagagtge
gtggagttca
ctgggecececa

gccagecace

gcaacgagaa
aagagtacaa
tgcegtegaa
ggatgtcaac
caggacacat
agctggecceg
cctggatcaa
cccggcoagaa
gaaagaagtyg
atgtggacte
ttagacttca
gagatetgaa
agatcaccyge
ggcetgeacet
ggcteccaggt
agtegetget
accagtggac
cattcaccce
acccacagte

aggacctgta

tgaggttectg
actacatgea
ccaagagctt
ctgaccacct
ccateccagge

cegtetecet

73

catccactet
gatggccctg
ggcoggeatt
cetgttectg
tagggatttc
cctgcattac
ggtggacctt
gttctectea
gcaaacctac
ctecgggatt
coctacccac
ctegtgcage
ctegtectac
ccagggaaga
ggactteccag
gacttetatg
cctgttotte
ggtggtgaac
ctgggtgcac

ctga

cttctectgee
gtctgacetg
cececttcaac
gttcaacatc
cgaggtgtac

gcacgcegtg

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374

60

120

180

240

300

360



ggggtgaget
gagaaggagg
aaggagaacg
gtggacctgyg
ggcagcctgg
ttcgacgagg
gecegectetg
ctgectggee
accaccecctg
aggcaggcca
gacctgggcc
gectacgtga
gaggcegagg
gacgacaaca
tgggtgcact
cctgatgaca
aagtacaaga
atccagcatg
ctgatcatct
gacgtgaggc
cccatectge
accaagagcg
gacctggect
aggggcaacc
aacaggagct
caactggagg
ttegactege
atcggegece
atggtgtacy
atggagaace
atgactgece

tectacgagy

actggaagge
acgacaaggt
gecccecatgge
tgaaggacct
ccaaggagaa
gcaagagcetg
ccagggcctg
tgattggetg
aggtgcacag
gcctggagat
agttcctgct
aagtggacag
actatgatga
gocccagett
acatcgetge
ggagctacaa
aagtecaggtt
agtctggcecat
tcaagaacca
ccctgtacag
ctggggagat
acccecaggtg
ctggectgat
agatcatgag
ggtacctcac
accctgagtt
tgeagetgag
agactgactt
aagatacegt
cgggtetgtg
tgetgaaggt

atatetcage

ctotgaggge
gtteecctggg
ctctgaccce
gaactctgge
gacccagacc
gcactctgaa
goccaagatg
ccacaggaag
catcttcectg
cagccccatc
gttctgccac
ctgeccctgag
cgacctgace
catccagatc
tgaggaggag
gagccagtac
catggcctac
cctgggecce
ggccagcagg
caggaggctg
cttcaagtac
cctgaccaga
tggeececectg
cgacaagagg
tgaaaacatc
tcaggecteg
cgtgtgecte
cctgagegtg
gacectgtte
gattetggga
gtcetcatge

ctacctecty
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gccgagtacg
ggcagccaca
ctgtgectga
ctgattgggg
ctgcacaagt
accaagaaca
cacaccgtca
agegtgtact
gagggccaca
accttcctga
atctccagcc
gagccccage
gacagegaga
aggagcgtgg
gactgggact
ctgaacaatg
actgatgaaa
ctgectgtacg
ccctacaaca
cctaaggggg

aagtggactg

tactacagca
ctgatetget
aacgtgatcc
cagaggttecc
aatatcatgc
catgaagteg
ttettttecg
cetttetecy
tgecacaaca
gacaagaaca

tecaagaaca

acgaccagac
cctacgtgtg
cctacagcta
cectgetggt
tecatcectget
gcctgatgea
acggctacgt
ggecatgtgat
ccttecctggt
cageccagac
accagcacga
tgaggatgaa
tggacgtggt
ccaagaagca
atgccccect
gcccoccagag
ccttocaagac
gggaggtggg
tctaccccea
tgaagcacct
tgactgtgga
gcttogtcaa
acaaggagte
tgttctetgt
tcccaaacce
actcgattaa
cttactggta
gttacacctt
gegaaacggt
gegacttteg
ccggagacta

acgegatega

74

cagcecagagg
gecaggtectg
cetgagecac
gtgcagggag
gttegeegtg
ggacagggac
caacaggagc
cggcatggge
caggaaccac
cctgectgatg
cggcatggag
gaacaacgag
caggttegac
coccaagacce
ggtgctggec
gattggcagg
cagggaggcc
ggacaccctg
tggcatcacc
gaaagacttc
ggacggcccec
catggagagg
tgtggaccag
cttcgacgag
cgecaggagtg
cggttacgtg
cattectgtee
taagcacaag
gtteatgteg
gaacegegga
ctacgaggac

gaeagegeage

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280



ttcagcecaga
caatcggatc
gatttcgata
agacactact
cacgtcette
caggagttca
ctgggectge
cgtaaccaag
cagcgccaag
ttctggragg
gectacttet
ctegtgtgte
tttgctetgt
gagcgaaact
tatagattce
caggatcaga
attcacttct
tacaatetgt
tggagagtgg
gtgtactcga
cagatcacag
tecggatecga
ctggccecta
ctgtacatet
aggggaaact
aagcacaaca
tactcaatee
atgeegttgg
ttcactaaca
tcaaatgcet

aagaccatga

tatgtgaagg
caaaacggaa
teectggace

cagattgeat

<210>7
<211> 1734

accegectgt
aggaggaaat
tctacgacga
ttatecgecge
ggaaccgggce
ccgacggeag
teggtoeocta
cateccagace
gegecgagec
tccaacacca
cegacgtgga
acaccaacac
tecttcaccat
gtagagcgec
acgccatcaa
ggattcggty
ceggtecacgt
aceeeggggt
agtgcctgat
ataagtgceca
caagcggaca
tcaacgeatg
tgattateca
cgcaatteat
ccaccggeac
tettcaacce
getcaactet
ggatggaatce
tgttegecac
ggcggecgea

aagtgaccgg

agttcctgat

aggtcaaggt

cececcactget

tgegaatgga

gctgaagagg
cgactacgac
ggacgaaaat
ggtggaaaga
ccagagecgga
cttcacccag
catccgegeg
ttactectte
ccgcaagaac
tatggcecceg
cettgagaag
cctgaaccea
ttttgacgaa
ctgcaatate
cgggtacatc
gtacttgcety
gttcactgtg
gttcgaaact
cggagagcac
gaccccgetg
atacggccaa
gtccaccaag
cggaattaag
catcatgtac
cetgatggte
accgatcata
teggatggaa
aaaggetatt
ctggagecece
agtgaacaat

agtcaccacc

tagcagcagc caggacgggc
gtteccagggg aaccaggact
gacgeggtac ttgaggattc

agtectggge tgocgaggece

ES 2926 585 T3

caccagcgag
gacaccatct
cagtccccte
ctgtgggact
teggtgecte
ccgetgtacce
gaagtggagg
tattectece
ttegtcaage
accaaggatg
gatgtcocatt
gcgcatggac
actaagtcct
cagatggaag
atggatactc
tcaatgggat
cgeaagaagg
gtggagatge
ctecacgegy
ggeatggoct
tgggegecga
gaaccgttet
acccagggcg
agectggacy
ttttteggea
gccagatata
cteatggggt
agegacgeee
tecaaggeca
ccgaaggaat

cagggagtga

aaattacceg
cggtggaaat
gctcattcca
atggaatgte
agttcaagaa
ggggagaact
ataacatcat
tgatctcata
ccaacgagac
agtttgactg
ceggectgat
gcecaggtcac
ggtacttcac
ateccgacttt
tgcogggget
cgaacgaaaa
aggagtacaa
tgeccgtecaa
ggatgtccac
cgggocacat
agctggeceg
cgtggattaa
ccaggcagaa
ggaagaagty
acgtggatte
ttaggcteca
gegacetgaa
agatcaccge
ggectgecactt
ggcttcaagt

agtecccttct

accagtggac cctgttette
cgttcacace cgtggtgaac

atcectcagte ctgggtacat

gaccacccte
gaagaaggaa
aaagaaaact
ateccageect
agtggtgtte
gaacgaacac
ggtgacctte
cgaggaggac
taagacctac
caaggcctgg
cgggecgetg
cgtecaggag
cgagaatatg
caaggagaac
ggtcatggecc
cattcactce
gatggegetg
ggceggeate
cctecttectg
cagagactte
cttgcactac
ggtggaccte
gttctectee
gcagacttac
ctecggcoatt
cceccactcac
ctectgetee
gagctectac
gcagggacgg
ggatttccaa

gacctcgatg

aggacctgta ctga

75

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3%00

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374



10

15

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> coFVIII-52-NT58

<400> 7

gegaceegec
cttggggage
aacacctccg
ategocaage
tacgacactg
gtgggagtgt
agagaaaagyg
ttgaaggaga
cacgtggacc
gaaggctcac
gtgttcgacg
gatgcegect
teccctecctyg
gggaccaccc
caccggcagg
atggacctygy
gaggcatacg
gaggaagccg
gatgacgata
acctgggtge
gcteoctgacg
agaaagtaca

gccatccaac

cttectecatta
actgacgtgc
tttecegatcee
cecaactaagt
cgegaccetyy
caacggggaa

<210> 8
<211> 2583
<212> ADN

gatactacct
tgccegtgga
tggtgtacaa
ccagacctoe
tggtcatcac
cttactggaa
aagatgacaa
acggcccaat
tcgtgaagga
tggcgaaaga
aggggaagtc
cegeceggge
gectgattgg
ccgaggtgea
cctccectgga
gacagttect
tgaaggtcga
aggactacga
acagcecctte
attacattge
accggagcta
agaaggteceg
acgaateccgg
tcttcaagaa
gcccactgta
ttccgggaga
ctgaccctag
ccagaeggact

accagatcat

<213> Secuencia Artificial

gggageagtg
tgcecaggtte
gaaaactctg
ctggatgggy
tctgaagaac
agcgtccgag
ggtgttccca
ggcctecgac
cctcaactcg
aaagactcag
gtggecacagc
ctggectaag
atgccacegy
cagcatctte
aatcagcccc
gekbgttoetge
ttectgeect
cgacgacectyg
ctteatccaa
ggcggaagaa
caagagccag
ctteatggee

catcctgggce

ccaggettee
ctcgeggege
aatcttcaag
atgcectcace
gateggoecooy

gtcggataag

ES 2926 585 T3

gagctctect
cctococceggg
ttegtggagt
ctgttgggac
atggcctcge
ggggccgaat
ggaggatcge
ccgotgtgec
ggactgattg
accttgcaca
gagactaaga
atgcacaccg
aagtcegtgt
ctggaaggtc
attaccttcc
catatctect
gaggaacccc
acggatageg
attcgetegg
gaggactggg
tacctgaaca
tataccgacy

cegetettgt

cggcegtaca
ctgecccaagg
tacaagtgga
cgctactact
ctgotgattt

aggaacgtca

gggattacat
tgccaaagtc
tecaccgacca
ctaccatcca
atcccgtgtce
acgacgacca
acacctacgt
tgacctactce
gagccctget
agttcattct
actccctgat
tgaacggtta
actggeacgt
acacatttct
tcactgecca
cccaccaaca
agctccgecat
agatggatgt
tggcaaagaa
attatgeccce
acggtccaca
aaaccttcaa

acggagaagt

acatctatce
gtgtcaaaca
ccgtgacegt
cateccttegt
gotacaagga

tcctettete

76

gcagagegac
gtttcegtte
cctgttcaat
ageggaggtg
cctgcacgcc
gacctcgcag
gtggecaagtyg
gtacctgtec
ggtctgeagg
gctgtteget
gcaagataga
cgtgaacege
gatcgggatg
cgtgcgcaac
gactctgctg
tgacggaaty
gaagaacaat
ggtceggtte
gcaccccaag
gcttgtocte
gaggatcggt
aactagagaqg

cggcgacace

gcatgggatc
cctgaaggat
ggaagatggce
caacatggag
atcagtggac

cgtg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1734



<220>

<223> coFVIII-52-CT

<400> 8

tttgacgaaa
getggggtge
ggctacgtgt
atcectgagea
aagcacaaga
ttcatgagca
aacaggggca
tacgaggaca
ccecaggaget
accacccetge
aagaaggagg
aagaagacca
agcagcccec
gtegtgttee
aacgagcace
gtgaccttca
gaggaggacec
aagacctact

aaggcctggg

ggccccctygce

accggtcgtg
agctggagga
tcgacagect
tecggegecca
tggtgtatga
tggagaaccc
tgactgccct
gctacgagga
tctetcagaa
agtctgacca
acttcgacat
ggcactactt
atgtgctgag
aggagttcac
tgggcctget
ggaaccaggc
agaggcadgyg
tctggaaggt
cctacttcte

tggtgtgeca

gtacctgacc
ccccgagtte
gecagetgage
gaccgacttc
ggacaccctg
tggecctgtag
gctgaaagte
catcagcgce
ccceecagtg
ggaggagatc
ctacgacgag
cattgetget
gaacagggcce
cgacggeage
gggeccctac
cagcaggccc
ggctgagccce
gcagcaccac
tgacgtggac

caccaacacc

ES 2926 585 T3

gagaacatce
caggccagca
gtgtgcetge
ctgagegtgt
accctgttee
atcctgggct
tccagetgtg
tacctgetga
ctgaagaggec
gactatgatg
gacgagaace
gtggagagge
cagtcetggea
ttecacccage
atcagggecy
tacagcttct
aggaagaact
atggccccea
ctggagaagg

ctgaaccctg

agaggttcct
acatcatgeca
acgaggtggc
tettetetgg
ccttcagegy
gccacaacag
acaagaacac
gcaagaacaa
accagaggga
acaccatcag
agagecocecag
tgtgggacta
gaegtgoecoca
cectgtacay
aggtggagga
acagcagcct
ttgtgaagce
ccaaggacga
acgtgcactc

cccatggecag

77

gccecaaccect
cagcatcaat
ctactggtac
ctacacctte
ggagactgtc
cgacttcagg
cggggactac
tgccatcgag
gatcaccagg
cgtggagatg
gagetteoecag
tggcatgtec
gttcaagaaa
aggggagctg
caacatcatg
gatcagctac
caatgaaacc
gttcgactge
tggcectgatt

gcaggtgact

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200



10

gtgcaggagt
gagaacatgg
aaggagaact
gtcatggece
atccacagca
atggcectgt
gccggecatct
ctgttcctgg
agggacttcce
ctgcactact
gtggacctgc
ttetceagee
cagacectaca
ageggeatca
ceccacccact
agctgcagca
tcocagetact
cagggcagga
gacttccaga
accagcatgt
ctgttettee
gtggtcaaca

tgggtgecace
tga
<210>9

<211> 1734
<212> ADN

tcgecctgtt
agaggaactg
acaggttecca
aggaccagag
tcecacttetce
acaacctgta
ggagggtgga
tgtacagcaa
agatcactge
ccggaagcat
tggcccocceat
tgtacatcag
ggggcaacag
agcacaacat
acagcatcag
tgcecoctggg
tcaccaacat
geaatgectg
agaccatgaa
acgtgaagga
agaatggcaa
gectggacee

agatcegecect

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-62-NT58

<400>9

cttcaccatce
cagggcccec
tgececatcaat
gatcaggtgg
tggccacgtg
ccctggggtyg
gtgcctgatt
caagtgccag
ctetggecayg
caatgcctgg
gatcatccac
ccagttcate
caceggeace
cttecaaccee
gagcaccctg
catggagagc
gtttgecace
gaggccccayg
ggtgactggg
gttecctgate
ggtgaaggtyg

cecectgety

gaggatggag

ES 2926 585 T3

ttcgatgaaa
tgcaacatcce
ggctacatca
tatctgetga
ttcactgtga
ttcgaaaccg
ggggagcacc
acccecetgg
tacggecagt
agcaccaagg
ggcatcaaga
atcatgtaca
ctgatggtgt
cccatcateg
aggatggage
aaggccatct
tggagecececa
gtcaacaacc
gtgaccaccc
tecagecagece
ttecagggea

accagatace

gtgetggget

gccactcecgee ggtactacct tggagoccgtg gagctttcat

ctgggegaac tcccegtgga tgecagatte ccccccegeg

aacacctccg tggtgtacaa gaaaaccctc tttgtcgagt

ccaagagctg
agatggagga
tggacaccet
geatgggeag
ggaagaagga
tggagatgct
tgcacgecgg
gcatggecte
gggecccceaa
agcccttcag
ccecaggggge
gectggacgyg
tetteggeaa
ccagatacat
tgatgggetg
ctgacgccca
gcaaggccag
ccaaggagty
agggggtgaa

aggacggcca

accaggacag
tgaggatcca

gtgaggecca

gggactacat
tgccaaagtc

tcactgacca

78

gtacttcact
cceccacctte
gcetggectg
caacgagaac
ggagtacaag
gcccagcaag
catgagcacc
tggccacatc
getggecagyg
ctggatcaaa
caggcagaag
caagaagtgg
cgtggacage
caggctgeac
tgacctgaac
gatcactgcc
gctgecacctg
gctgeaggty
gagcctgctg
ccagtggacc
ctteacccet

cecocagage

ggacctgtac

gcagagcgac
cttococcettt

cctgttcaac

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2583

60

120

180



10

atecgccaagce
tacgacaccg
gteggagtgt
cgggaaaagg
ctgaaggaaa
catgtggace
gaaggttege
gtgttegatg
gatgeegect
tcactgceceg
ggcactacge
caccgccagy
atggacctgg
gaggcctacg
gaggaggeceg
gatgacgaca
acctgggtge
geaccegatg
agaaagtaca
gocattcaac
ctgctcoatea
accgacgtgc
ttcectatee
cccaccaaga

cgggacctgg

caacgcggea

<210> 10
<211> 2583
<212> ADN

cgcgecccace
tggtgatcac
cctactggaa
aggacgataa
acggacctat
togtgaagga
tcgetaagga
aaggaaagtc
cageccegege
ggctcatcgg
ctgaagtgea
cctetctgga
ggcagttect
tgaaggtgga
aggactatga
acagccceag
actacatege
accggtegta
agaaagtgeg
atgagagegyg
tcttcaaaaa
ggccactcta
tgcegggcga
gcgatectag
catcgggact

accagatcat

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-62-CT

<400> 10

ttggatggge
cctgaagaac
ggecectecgaa
agtgtteccyg
ggcatecgat
ccetgaacage
aaagacceag
atggcattecc
ctggcectaaa
ttgtcacaga
ctecatette
aatctceeoecy
tectettctge
ctecatgececeg
cgacgatttg
cttcatccag
ggeecgaggaa
caagtcecag
gttcatggeg
cattetggyga
ccaggcctee
ctcgecggege
aatcttcaag
gtgtectgact
cattggaccyg

gtceccgacaag

ES 2926 585 T3

ctecctgggac
atggcgtecc
ggagetgagt
ggeggectege
cetetgtgoe
gggetgattyg
accctecata
gaaactaaga
atgecatacag
aagtcecgtgt
ctggaaggge
attaccttte
cacatctcca
gaagaacctec
actgactceg
attegecageg
gaagattggg
tatctgaaca
tacactgacg
ccactgetgt
cggecttaca
ctgoccgaagg
tataagtgga
cggtactact
ctgetgatet

cgcaacgtga

cgaccattca
accccgtgtce
acgacgacea
atacttacgt
tgacttacte
gtgcacttet
agttcatcet
actegectgat
tcaacggata
actggcacgt
acaccttect
tgacagecca
gccatcageca
agttgcggat
agatggacgt
tggccaagaa
actacgeeee
atggtcegea
aaacgtttaa
acggagaggt
acatctacee
gcgtcaagcea
cegtcaccgt
ccagcttegt
gctacaaaga

tectgttete

79

agctgaagtg
cctgcatgeg
gactagccag
gtggcaagtc
ctacetttee
cgtgtgacge
tttgtteget
gcaggaccgg
cgtgaategg
categgeatg
cgtgegcaac
gactctgete
cgacggaatg
gaagaacaac
cgtgeggtte
gcaccccaaa
gttggtgetg
geggattgge
gaccegggag
cggcegatace
tcacggaatce
cctgaaagac
ggaggacggg
gaacatggaa
gteggtggat

cgtg

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1734



tttgatgaaa
gctggggtge
ggctacgtgt
atcctgagea
aagcacaaga
ttcatgagca
aacaggggca
tacgaggaca
cccaggaget
accaccctge
aagaaggagg
aagaagacca
agcagoeece
gtegtgttec
aacgagcacc
gtgaccttca
gaggaggacc
aagacctact
aaggcctggg
ggccccctge
gtgcaggagt
gagaacatgg
aaggagaact
gtcatggecece
atccacageca
atggeccctgt
geeggeatet
ctgttectgg
agggacttee
ctgecactact
gtggacctge

ttetecages

acagatcctg
agctggagga
tcgacagect
teggegecca
tggtgtatga
tggagaacce
tgactgcect
getacgagga
tctctcagaa
agtctgacca
acttcgacat
ggcactactt
atgtgectgag
aggagttcac
tgggcctget
ggaaccaggc
agaggcaggg
tctggaaggt
cctacttctc
tggtgtgcca
tcgeectgtt
agaggaactg
acaggttcea
aggaccagag
tcocecacttete
acaacctgta
ggagggtgga
tgtacagcaa
agatgactge
ceggaageat
tggcececeat

tgtacateay

gtacctgace
ccecegagtte
gcagetgage
gaccgactte
ggacaccctg
tggcctgtgg
gctgaaagtc
catcagegoe
cccecccagtg
ggaggagatc
ctacgacgag
cattgctgct
gaacagggec
cgacggcage
gggecccctac
cagcaggccc
ggctgagece
gocagcaccac
tgacgtggac
caccaacacc
cttcaccatc
cagggecccac
tgccatcaat
gatcaggtgg
tggeccacgtg
ccctggggtg
gtgectgatt
caagtgccag
ctetggecag
caatgoctgg
gatcatccac

ccagttcate

ES 2926 585 T3

gagaacatcce
caggccagca
gtgtgeectge
ctgagcgtgt
accctgttec
atcctggget
tccagectgtg
tacctgetga
ctgaagaggc
gactatgatg
gacgagaacc
gtggagaggc
cagtctggea
ttecaccecage
atcagggccyg
tacagcttct
aggaagaact
atggcceocca
ctggagaagg
ctgaaccctg
ttcgatgaaa
tgcaacatcco
ggctacateca
tatctgectga
ttcactgtga
ttecgaaaceg
ggggagecacc
accccectgg
tacggccagt
ageaccaagqg
ggecatcaaga

atcatgtaca

agaggtteccet
acatcatgca
acgaggtggc
tecttetetgg
ccttecagegg
gccacaacag
acaagaacac
gcaagaacaa
accagaggga
acaccatcag
agagccccag
tgtgggacta
gegtgceccca
ccctgtacag
aggtggagga
acagcagcct
ttgtgaagce
ccaaggacga
acgtgcactc
cccatggcag
ccaagagctg
agatggagga
tggacagccet
gcatgggcag
ggaagaagga
tggagatget
tgcacgeegg
gcatggecte
gggececcaa
agoeccttcag
cecaggggge

gectggacyy

80

gaccaacect
cagcatcaat
ctactggtac
ctacacctte
ggagactgte
cgacttcagg
cggggactac
tgecatecgag
gatcaccagg
cgtggagatg
gagcttccag
tggcatgtcc
gttcaagaaa
aggggagctg
caacatcatg
gatcagctac
caatgaaacc
gttcgactge
tggecctgatt
gcaggtgact
gtacttcact
cccocacctte
gectggectg
caacgagaac
ggagtacaag
goccagceaag
catgagecace
tggcecacatce
getggecagy
ctggatcaaa
caggecagaag

caagaagtgyg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1520



10

cagacctaca
ageggcatca
cecacccact
agctgcagea
teocagetact
cagggcagga
gacttccaga
accagcatgt
ctgttettee
gtggtcaaca

tgggtgeace

tga

<210> 11
<211> 1734
<212> ADN

ggggcaacag
agcacaacat
acagcatcag
tgecectggg
tecaccaacat
gcaatgectg
agaccatgaa
acgtgaagga
agaatggcaa
gcetggacee

agategecot

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-25-NT58

<400> 11

gccaceagga
ctgggegage
aacacecagceqg
atcgeccaage
tacgacaceg
gtgggggtga
agggagaagy
ctgaaggaga
cacgtggace
gagggcagce
gtgttegacyg
gacgeegect
agcctgectg

ggcaccacce

gatactacct
tgccagtgga
tggtgtacaa
ccaggeecec
tggtcatcac
getactggaa
aggacgacaa
acggeeceat
tggtgaagga
tggccaagga
agggcaagag
ctgecaggge
gecectgattgg

ctgaggtgeca

caccggcace
ctteaaccee
gagcaccctyg
catggagage
gtttgecace
gaggcecccag
ggtgactggg
gttectgate
ggtgaaggtg
cccectgetg

gaggatggag

gggecgeegtg
cgeccaggtte
gaagaccctg
ctggatggge
cctgaagaac
ggecctetgag
ggtgtteect
ggectetgac
cetgaactet
gaagacecag
ctggcactet
ctggeccaay
ctgccacagg

cagecatette

ES 2926 585 T3

ctgatggtgt
cecateateg
aggatggagc
aaggacatet
tggagcecca
gtcaacaacc
gtgaccaccc
tccagecagee
ttcecagggea

accagatacc

gtgetggget

gagctgaget
cceccccagag
ttegtggagt
ctgetgggee
atggccagce
ggegecgagt
gggggcagec
cecctgtgec
ggectgattg
accetgcaca
gaaaccaaga
atgcacacceqg
aagagcgtgt

ctggagggec

tetteggeaa
ccagatacat
tgatgggetyg
ctgacgecca
geaaggecayg
ccaaggagtg
agggggtgaa
aggacggeca
accaggacag
tgaggatcca

gtgaggecca

gggactacat
tgcccaagag
tcactgacca
ccaccatcea
acceccgtete
acgacgaceca
acacctacgt
tgacctacag
gggecectget
agttcatcct
acagcctgat
tcaacggeta
actggcatgt

acacctteet

81

cgtggacage
caggetgeac
tgacctgaac
gatcactgec
gctgcacetg
gctgcaggtg
gagcctgetg
ccagtggacc
cttcaccect
cceccagage

ggacotgtac

gcagtctgac
cttecccette
cetgttcaac
ggcecgaggtg
cctgecacgee
gaccageeag
gtggeaggte
ctacctgage
ggtgtgcagg
gctgttcgec
gcaggacagg
cgtcaacagg
gatcggcatg

ggtcaggaac

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2583

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840



10

15

cacaggcagg
atggacctgg
gaggcctacg
gaggaggceg
gacgacgaca
acctgggtge
geecctgatg
aggaagtaca
gecatccage
ctgctgatca
accgacgtga
tteceacatee
cccaccaaga
agggacctgg

cagaggggca

<210> 12
<211> 2583
<212> ADN

ccagcctgga
gcocagttect
tgaaagtgga
aggactatga
acageceeag
actacatege
acaggagcta
agaaagtcag
atgagtctag
tcttcaagaa
ggccectgta
tgeetgggga
gcgacceccag
cctetggect

accagatcat

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-25-CT

<400> 12

ttecgacgaga
gegggegtge
ggctacgtgt
atcctgteca
aagcacaaga
tttatgagea
aacagaggaa
tatgaggact
cctecggagcet
accaccctge
aagaaggagyg

aagaaaacecce

acaggagctg
agctggaaga
tecgatteget
ttggtgecceca
tggtgtacga
tggagaatec
tgactgegcet
catacgagga
tcagccagaa
agtcagacca
actttgacat

geeactactt

gatcagcccc
gctgttctge
cagctgcect
tgacgacctg
cttecatceag
tgctgaggag
caagagccag
gttcatggce
catcctggge
ccaggccage
cagcaggagg
gatcttcaag
gtgcctgacce
gattggcece

gagcgacaag

gtacctgact
tecectgagttt
gcagctgage
gactgactte
ggacaccetyg
cggectgtgy
gctcaaggtyg
catctccgce
cccaccegtg
ggaggaaatc
ctacgacgaa

tattgetget
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atcaccttce
cacatctcca
gaggagcecce
accgacagcg
atcaggageg
gaggactggg
tacctgaaca
tacactgatg
cacctgetat
aggccctaca
ctgcctaagg
tacaagtgga
agatactaca
ctgetgatet

aggaacgtga

gaaaacatce
caggcatcaa
gtgtgtetge
ctgtecegtgt

accctettee
atettggget
tecagetgeg
tacctecctgt
cttaagagac
gactacgatg
gatgaaaacc

gtegagegge

tgaccgcccea
gccaccagca
agctgaggat
agatggacgt
tggccaagaa
actatgceee
atggccecea
aaaccttcaa
acggggaggt
acatctaccc
gggtgaagca
ctgtgactgt
gcagcttegt
gctacaagga

tectgttete

ageggttect
acatcatgca
acgaagtggc
tttteteegg
ctttttecgy
gocacaacay
acaagaacac
ccaagaataa
atcaacggga
acaccatctc
agagecagay

tgtgggacta

82

gaccctgetg
cgacggcatg
gaagaacaac
ggtcaggtte
gcaceecaag
cctggtgetg
gaggattgge
gaccagggag

gdggggacacc

ccatggcatc
cctgaaagac
ggaggacgge
caacatggag
gtetgtggac

tgte

coccaaceee
ctocattaac
ctactggtac
ctacacgtte
cgaaactgty
cgactteogt
cggagactat
cgccattgaa
gatcactagg
ggtcgagatg
gtegttcocaa

cggaatgteg

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1734

&0

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720



10

tectegecge
gtegtgttcec
aatgaacatc
gtecactttec
gaagaggacc
aagacctact
aaagecctggg
ggtaccotge
gtgeaggagt
gagaacatgg
aaggaaaact
gtgatggcce
atccactcta
atggcectgt
gccggeattt
ctgttectgy
agggatttee
ctgecattact
gtggacctte
ttetecteoac
caaacctaca
tecgggatta
cctaccract
tegtgcoagea
tegtectact
cagggaagat
gacttecaga
acttectatgt
ctgttettee
gtggtgaact

tgggtgcace

tga

<210> 13
<211> 1734
<212> ADN

acgtgcteeg
aggagttcac
tecggectect
gtaaccaagce
agcggcaggyg
tctggaaagt
cctacttcte
tegtgtgaca
tegetetgtt
agaggaactg
aceggttoca
aggatcaacg
ttcacttctc
acaaccttta
ggcgegtgga
tgtatagcaa
agatcactge
ccggatccat
tggeccoccat
tgtacatcag
gggggaacag
agcataacat
acagcattcg
tgecgttggyg
ttaccaacat
ccaacgcatg
aaaccatgaa
acgtcaagga
aaaatggaaa
cccttgatec

agatcgegcet

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-26-NT58

caaccgagcce
tgacgggagc
cggaccttac
cageegeeeg
cgcagaaccg
gecagcatcat
cgatgtggac
taccaatace
cttcactate
cagagcccec
cgecattaac
gatcagatgg
cggtcatgtg
teccggagtg
gtgtttgatt
caagtgccag
gtecggecag
taacgeetgg
gattatccac
ccagttcata
caccggcaca
cttecaaccct
ctececaccetg
aatggagtece
gttegecacg
gocggacacag
ggtcaccgga
gtteetgate
ggtcaaggtg
acccctecectg

gaggatggag
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cagagcggcet
ttcactcage
atcagagcag
tactegttet
cgcaagaact
atggccccga
ttggagaagg
ctgaacceey
ttegacgaaa
tgtaacatce
ggatacatca
tacttattgt
ttcactgtge
ttegaaactg
ggagaacatc
actcoegettyg
tacggcecaat
tcaaccaagg
ggaattaaga
atcatgtact
ctgatggtct
ccgattateg
cggatggaac
aaagcaattt
tggtecacecgt
gtcaacaace
gteacaacee
teecagecagee
ttteagggea
acccgctace

gtcctgggat

cggtgecegea
ctttgtacecg
aagtggaaga
actecteect
tegtgaagece
ctaaggacga
acgtccacte
cacacggteyg
ctaagtecetg
agatggagga
tggatacget
cgatgggcag
ggaagaagga
tggaaatget
tcecatgeggg
ggatggegte
gggecectaa
agecattcte
cccagggggce
cocctggacgg
ttttcecggaaa
cteggtacat
tgatgggcetg
cagacgogoa
ccaaggecceg
ctaaggagtg
agggagtgaa
aggacgggca
atcaggatte
ttegeatcecca

gcgaagccca

83

attcaagaag
gggagaactc
taacatcatg
catttettac
caacgaaacc
gtttgactgce
cggecteate
ccaggtcace
gtacttcace
cccogacgtte
geaegggtett
caacgagaac
agagtacaag
geegtcgaag
gatgtcaacc
aggacacatt
getggecege
ctggatcaag
ccggcagaag
aaagaagtgg
tgtggactce
tagacttecac
cgatctgaac
gatcacogeoe
getgeacete
gectecaggtg
gtegetgetg
ccagtggace
attcaccceg
ceccacagteeo

ggacctgtac

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2583



10

<400> 13

gccaccagga
ctgggegage
aacaccageg
atcgcocaage
tacgacaccy
gtgggggtga
agggagaagyg
ctgaaggaga
cacgtggace
gagggcagec
gtgttegacy
gacgccgect
agectgectg
ggcaccaccc
cacaggcagg
atggacctgg
gaggeetacg
gaggaggceg
gacgacgaca
acctgggtge
gecectgatg
aggaagtaca
gccatccagc
ctgetgatcea
accgacgtga

tteceoecatee

cccaccaaga

agggacctgg

cagaggggca

<210> 14
<211> 2583
<212> ADN

gatactacct
tgccagtgga

tggtgtacaa

ccaggececcec
tggtcatcac
getactggaa
aggacgacaa
acggccccat
tggtgaagga
tggccaagga
agggcaagag
ctgecaggge
gectgattgg
ctgaggtgca
ccagcectgga
gecagttect
tgaaagtgga
aggactatga
acagccccag
actacatcege
acaggagcta
agaaagtcag
atgagtctgg
tecttcaagaa
ggcccactgta

tgecectgggga
gcgaccccag
cetctggeet

accagatcat

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-26-CT

<400> 14

gggegecgtg
cgccaggtte
gaagaccetg
ctggatggge
cctgaagaac
ggectetgag
ggtgttcect
ggoctetgac
cctgaactet
gaagacccag
ctggcactet
ctggcccaag
ctgccacagg
cagcatctte
gatcagecccece
getgttetge
cagctgeect
tgacgacctg
cttcatccag
tgetgaggag
caagagccag
gttcatggcce
catcctgggce
ccaggccagce
cagecaggagyg

gatcttcaag

gtgecctgacc

gattggecce

gagcgacaag
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gagctgagct
ccccccagag
ttcegtggagt
ctgetgggoc
atggacagoe
ggegecgagt
gggggcagec
cececctgtgec
ggcetgattg
accctgcaca
gaaaccaaga
atgcacaceg
aagagegtgt
ctggagggee
atcaccttce
cacatctecca
gaggagecce
accgacageg
atcaggagcg
gaggactyggg
tacctgaaca
tacactgatg
cccctgetgt
aggecctaca
ctgecctaagg

tacaagtgga

agatactaca
ctgetgatct

aggaacgtga

gggactacat
tgcccaagag
tecactgaceca
ceaccatcoca
aceccgtete
acgacgaceca
acacctacgt
tgacctacag
gggecctget
agttcatcct
acagcctgat
tcaacggeta
actggcatgt
acaccttcet
tgaccgecca
gccaccagca
agctgaggat
agatggacgt
tggccaagaa
actatgeccoe
atggeceoecea
aaaccttcaa
acggggaggt
acatctacce
gggtgaagca

ctgtgactgt

gcagcttegt
gctacaagga

tcetgttete

84

gcagtctgac
cttccecette
cctgttcaac
ggececgaggtg
cetgaeacgee
gaccagacaqg
gtggcaggte
ctacctgage
ggtgtgeagg
gctgttegec
gcaggacadg
cgtcaacagy
gatcggecatg
ggtcaggaac
gacecctgcetg
cgacggcatg
gaagaacaac
ggtcaggttc
gcacccocaag
ccetggtgetyg
gaggattgge
gaccagggag
gggggacacc
ccatggcatc

cctgaaagac

ggaggacggce

caacatggag

gtetgtggac

tgte

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1734



ttcgacgaga
geaggagtge
ggttacgtgt
attctgtcca
aagcacaaga
ttecatgtega
aaccgeggaa
tacgaggact
cegcgeaget
accaccctcc
aagaaggaaqg
aagaaaacta
tccageccte
gtggtgttce
aacgaacacc
gtgaccttce
gaggaggacc
aagacctact
aaggectggg
gggccgetge
gtccaggagt
gagaatatgg

aaggagaact

acaggagctg
aactggagga
tcgacteget
tcggegecca
tggtgtacga
tggagaacce
tgactgcect
cctacgagga
tcageccagaa
aatcggatca
atttegatat
gacactactt
acgtccttcg
aggagttcac
tgggcctgcet
gtaaccaagc
agcgccaagg
tctggaaggt
cctacttcte
tegtgtgtea
ttgectetgtt
agcgaaactg

atagattececa

gtacctcact
coctgagttt
gcagctgagce
gactgactte
agataccctyg
gggtctgtgyg
gctgaaggtg
tatctecagee
cecgectgty
ggaggaaatc
ctacgacgay
tatecgeegeg
gaaccgggcc
cgacggcage
cggteectac
atccagacct
cgeoecgagece
ccaacaccat
cgacgtggac
caccaacacc
cttcaccatt
tagagegeece

cgecatcaac
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gaaaacatcc
caggcctoga
gtgtgectce
ctgagecgtgt
accctgttee
attetgggat
tcctecatgeg
taccteetgt
ctgaagagge
gactacgacg
gacgaaaatce
gtggaaagac
cagagcggat
ttcacccage
atccgegegg
tactccttet
cgcaagaact
atggccccga
cttgagaagg
ctgaacccag
tttgacgaaa
tgcaatatce

gggtacatca

agaggttcct
atatcatgea
atgaagtcgce
tettttecgg
ctttectecgg
gccacaacag
acaagaacac
ccaagaacaa
accagcgaga
acaccatctc
agtecccteyg
tgtgggacta
cggtgcctca
cgctgtaceg
aagtggagga
attcctecct
tegtcaagee
ccaaggatga
atgtcecatte
cgcatggacg
ctaagtecctg
agatggaaga

tggatactet

85

cccaaacccc
ctecgattaac
ttactggtac
ttacaccttt
cgaaacggtg
cgactttegg
cggagactac
cgegatagag
aattaccecgg
ggtggaaatg
cteattccaa
tggaatgtca
gttcaagaaa
gggagaactg
taacatcatg
gatctcatac
caacgagact
gtttgactgc
cggcctgatc
ccaggtcacc
gtacttcacc
teegacttte

gceggggetg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380



10

gtcatggecc

attcactceca
atggegcectgt
gceeoggeatcet
ctecttectgg
agagacttce
ttgcactact
gtggacctcc
ttectcetcee
cagacttaca
tcoggeatta
cccactcact
tectgeteca
agctcctact
cagggacggt
gatttccaaa
acctcgatgt
ctgttecttee
gtggtgaact
tgggtecate

tga

<210> 15
<211> 2332
<212> PRT

aggatcagag
ttcacttctc
acaatctgta
ggagagtgga
tgtactegaa
agatcacage
ceggategat
tggcccctat
tgtacatctc
ggggaaactc
agcacaacat
actcaateccg
tgccgttygygg
tcactaacat
caaatgeetg
agaccatgaa
atgtgaagga
aaaacggaaa
cecctggacce

agattgecatt

<213> Homo sapiens

<400> 15

Ala Thr
1

Met Gln

Arg Val
35

Thr Leu

Arg

Ser

Pro

Phe

5

Asp Leu
20

Lys Ser

Val Glu

Arg Tyr Tyr Leu

Gly Glu

Phe Pro

Phe Thr

gattcggtgg
cggtcacgtg
cccocggggtyg
gtgectgate
taagtgccag
aagcggacaa
caacgcatgy
gattatccac
gcaattcatc
caccggcace
cttcaaccea
ctcaactett
gatggaatca
gttegecace
geggecgeaa
agtgaccgga
gttcctgatt
ggtcaaggtg
cccactgetg

gegaatggaa

40

Leu Pro
25

Phe Asn

Asp His

ES 2926 585 T3

tacttgctgt
ttcactgtge
ttcgaaactg
ggagagcacc
acccecgetgg
tacggccaat
teccaccaagy
ggaattaaga
atcatgtaca
ctgatggtct
ccgatcatag
cggatggaac
aaggctatta
tggagcececet
gtgaacaate
gtcaccacec
agcagcagcc
ttccagggga

acgecggtact

gtcetggget

Gly Ala val Glu

10

Vval Asp

Thr Ser

Leu Phe

caatgggatc
gcaagaagga
tggagatget
teoccacgeggy
gcatggectce
gggegaecgaa
aacegttete
cccagggege
gcectggacgg
tttteggeaa
ccagatatat
teatggggty
gegacgeoea
ccaaggccag
cgaaggaatyg
agggagtgaa
aggacgggea
accaggactc

tgaggattca

gcogaggecca

Leu

Ala
30

val
45

Asn

86

Ser Trp

Arg Phe

Val Tyr

Ile Ala

gaacgaaaac
ggagtacaag
gcecgtccaag
gatgtccacc
gggccacatc
gctggecege
gtggattaag
caggcagaag
gaagaagtgg
cgtggattce
taggctccac
cgacctgaac
gatcaccgeg
gctgcacttg
gectteaagtg
gtecettetg
ccagtggacc
gttcacaccc

tecteocagtec

ggacctgtac

Asp Tyr

15

Pro Pro

Lys Lys

Lys Pro

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2583



Arg

65

Tyr

Ser

Glu

FPhe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala

225

Ser

Val

Gly

Ser

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

130

Pro

Val

val

Lys

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro
290

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

195

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Trp

Val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Tle

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Val

85

val

Gln

Ser

Ser

Val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Gly

70

Ila

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

55

Leu

Thr

val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr
295

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala
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Gly

Lys

Tyxr

105

Arg

val

Cys

Asn

Ala

185

Val

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Pro

Asn
90

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

val

Arg

250

Val

Arg

Thr

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

60

Ila

Ala

Ala

Glu

val

140

TYyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu
300

87

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

val

Ile

Ser

285

Met

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Ala

vVal

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Val

80

Val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly



Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

TIyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser
545

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Lys

val

515

Arg

Leu

Leu

Val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Asp

5Q0

Thr

Tyr

Ile

Phe

Lys

325

Glu

val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

485

Phe

Val

Tyr

Gly

Cys

310

Val

Glu

val

val

Glu

350

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pre
550

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

Val

Tyr

Arg

Preo

505

Pro

Val

Ile
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Ser

Fro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

Val

Ile

Gly

Asn

Arg

490

Gly

Thr

Asn

Cys

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr
555

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

88

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Gly

Leu

335

Thr

Ser

val

Val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

val

495

Tyr

Arg

Leu

val

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp
560



Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Ile

Gln

Thr

Val

785

His

Arg

Val

Phe

Ala

€10

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

£90

Leu

Ser

Glu

Lys

Asp

770

Ser

Gly

Gly

FPhe

Leu

5925

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Pro

Gln

755

Pro

Ser

Leu

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

val

Glu

Arg

740

Phe

Trp

Ser

Ser

Gln

565

Glu

Asn

Ile

val

Gln

€645

Lys

Thr

His

Ser

Asp

725

Ser

Asn

Phe

Asp

Leu
805

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

vVal

Asn

Ser

710

Ile

Phe

Ala

Ala

Leu

780

Ser

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Ser

Thr

His

775

Leu

Asp

Ser

Ser

Gly

600

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Ala

Gln

Thr

760

Arg

Met

Leu

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Leu

Gln
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Lys

570

Tyr

Gln

Asn

val

Ser

€50

Asp

Met

Arg

Asn

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu
210

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Arg

Glu

Met

Arg

785

Ala

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

His

Asn

Pro

780

Gln

Lys

89

Val

Glu

Asp

605

val

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

Lys

Pro

Asp

765

Lys

Ser

Tyr

Ile

Asn

580

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Asn

Ser

750

Ile

Ile

Pro

Glu

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn

735

Thr

Glu

Gln

Thr

Thr
815

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyx

Pro

Trp

Ala

Glu

720

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

800

Phe
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Ser Asp Asp Pro Ser Pro Gly Ala Ile Asp Ser Asn Asn Ser Leu Ser
820 825 830

Glu Met Thr His Phe Arg Pro Gln Leu His His Ser Gly Asp Met Vval
835 840 845

Phe Thr Pro Glu Ser Gly Leu Gln Leu Arg Leu Asn Glu Lys Leu Gly
850 855 860

Thr Thr Ala Ala Thr Glu Leu Lys Lys Leu Asp Phe Lys Val Ser Ser
865 870 875 880

Thr Ser Asn Asn Leu Ile Ser Thr Ile Pro Ser Asp Asn Leu Ala Ala
885 850 895

Gly Thr Asp Asn Thr Ser Ser Leu Gly Pro Pro Ser Met Pro Val His
200 205 9210

Tyr Asp Ser Gln Leu Asp Thr Thr Leu Phe Gly Lys Lys Ser Ser Pro
815 920 925

Leu Thr Glu Ser Gly Gly Prc Leu Ser Leu Ser Glu Glu Asn Asn Asp
930 935 940

Ser Lys Leu Leu Glu Ser Gly Leu Met Asn Ser Gln Glu Ser Ser Trp
945 950 955 960

Gly Lys Asn Val Ser Ser Thr Glu Ser Gly Arg Leu Phe Lys Gly Lys
965 970 975

Arg Ala His Gly Pro Ala Leu Leu Thr Lys Asp Asn Ala Leu Phe Lys
280 285 990

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

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

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

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

Lys Asn Ala Thr Ala Leu Arg Leu Asn His Met Ser Asn Lys Thr

90



Thr

Pro

Met

Gly

Leu

Leu

Lys

Leu

Asn

Leu

Gly

Gln

Gln

His

Gly

1055

Ser
1070

Ile
1085

Leu
1100

Lys
1115

Val
1130

Ser
1145

Asp
1160

Phe
1175

Gln
1190

Ile
1205

Thr
1220

Asn
1235

Asp
1250

Thr
1265

Leu
1280

Sar

Pro

Phe

Asn

Ser

Glu

Val

Leu

Glu

Gln

Lys

val

Phe

Ala

Gly

Lys

Pro

Leu

Ser

Leu

Lys

Gly

Thr

Lys

Glu

Asn

Glu

Arg

His

Asn

Asn

Asp

Pro

Leu

Gly

Asn

Leu

Asn

Lys

Asn

Phe

Gly

Ser

Phe

Gln

Mat

Ala

Glu

Asn

Pro

Lys

Lys

Leu

Ile

Val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

1060

Glu
1075

Gln
1080

Ser
1105

Ser
1120

Glu
1135

val
1150

Glu
1165

Asp
1180

Gln
1185

val
1210

Lys
1225

Tyr
1240

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Met

Asn

Ala

Gly

Lys

val

Met

Asn

Glu

Leu

Asn

Asp

Asp

Lys

Gln
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Val

Pro

Arg

Gln

Ser

val

Val

Leu

Glu

Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Gln

Asp

Trp

Gly

val

Gly

Phe

His

Ile

Gln

Phe

Ala

Thr

Glu

val

Gln

Met.

Ile

Pro

Glu

Lys

Pro

Glu

Glu

Ile

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

91

1065

Lys
1080

Ser
1085

Gln
1110

Ser
1125

Gly
1140

Gly
1155

Ser
1170

Asn
1185

Lys
1200

His
1215

Leu
1230

Ala
1245

Arg
1260

Glu
1275

Lys
1230

Lys

Phe

Arg

Pre¢

Gln

Glu

Ser

Asn

Lys

Thr

Ser

Pre

Thr

Asn

Tyr

Glu

Pha

Thr

Lys

Asn

Phe

Arg

Thr

Glu

val

Thr

val

Lys

Leu

Ala

Gly

Lys

His

Gln

Phe

Thr

Asn

His

Thr

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys



Thr

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

Ile

Ser

Gln

Ser

Val

Lys

Ser

Asp

Asp

Thr
1295

Arg
1310

Thy
1325

Trp
1340

Ile
1355

Leu
1370

Arg
1385

Arg
1400

His
1415

Glu
1430

Leu
1445

Gly
1460

Val
1475

Gly
1490

Leu
1505

Leu
1520

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Leu

Ser

Ala

Ser

Glu

Lys

Phe

Val

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Preo

Ser

Ile

Leu

Asn

Val

Pro

Glu

Ser

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr

Ala

His

Leu

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

Pro

Ala

Lys

Glu

Leun

Pro

Leu

Ala

Phe

Thr

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1390

Thr
1405

Ser
1420

Leu
1435

Leu
1450

Ser
1465

Leu
1480

Leu
1495

Thr
1510

Leu
1525

Thr

Lys

Ile

His

Glu

Ala

Tyr

Gln

Glu

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu
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Ser

Gln

Tle

Leu

Lys

Ser

Llys

Val

Arg

Gly

Met

Thr

lys

Lys

Asn

Gln

Gln

Phe

Val

Thr

Gly

His

Val

Leu

Lys

Ala

Thr

Asn

Pro

Val

Gly

Gly

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

His

Ser

Thr

Asn
1305

Leu
1320

Asgp
1335

Ser
1350

Ile
1365

Ile
1380

Ser
1395

Gln
1410

Asp
1425

Lys
1440

Asp
1455

Val
1470

Leu
1485

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

92

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Ser

Asn

Gln

Thr

Pro

Iyr

Gly

Gly

Val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

Gly

Asn

Arg

Tyr

Lys

Gln

His

Ala

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

Val

Leu

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile



Lys

Val

Pro

Glu

Lys

Ala

Val

Asn

Thr

Ser

Glu

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1595

Ile
1610

Thr
1625

Pro
1640

Leu
1655

Val
1670

Asn
1685

Ile
1700

Pro
1715

Phe
1730

Gln
1745

Gly
1760

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Gln

Glu

Gln

Ala

His

Lys

Pro

Pro

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Val

Ser

Met

Ser

Ala

val

Lys

Leu

Tyr

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Ile

Lys

Leu

Asp

Lys

Pro

Val

Leu

Val

Tyr

Ile

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

Gln

Lys

Gln

Lys

Arg

Glu

Arg

Val

Arg

Arg

Arg
1540

Ala
1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615

Gly
1630

Arg
1645

Glu
1660

Glu
1675

Ser
1690

Arg
1705

Asn
1720

Phe
1735

Gly
1750

Ala
1765

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

His

Glu

Asp

Phe

Leu

Gln

Glu

Glu
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Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

Gln

Thr

Gln

Ile

Phe

Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

Val

Lys

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp

Asp

Lys

Asp

Gln

Phe

Asn

Glu

Val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Lys

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1590

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Asp
1665

Tyr
1680

Thr
1695

Gly
1710

Gly
1725

Asp
1740

His
1755

Asn
1770

93

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

Asp

Asp

Met

Ser

Gly

Leu

Ile

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Thr

Glu

His

Ser

val

Ser

Gly

Met

Arg

Asp

Glu

Lys

His

Glu

Gln

Thr

Ile

Agp

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu

val



Thr

Leu

Lys

val

Ala

Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe
1778

Ile
1790

Asn
1805

Gln
1820

Trp
1835

Gly
1850

Pro
1865

Phe
1880

Met
1895

Pro
13810

Ile
1925

Ile
1940

Ser
1955

Glu
1370

Thr
1985

cys

Arg

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

Val

Leu

Asn

Tyr

val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Phe

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Asn

Lys

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Ser
1780

Asp
1795

Asn
1810

Pro
1825

Asp
1840

Leu
1855

Gln
1870

Glu
1885

Arg
1900

Asn
1815

Pro
1330

Leu
1845

Gly
1960

Leu
1975

Pro
1990

His

Arg

Gln

Glu

Thr

Val

Leu

Val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu
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Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Val

Asn

Lys

His

Tyr

Gln

Lys

Asp

Leu

Cys

Val

Ser

Cys

Phe

val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Phe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr
1890

Ile
1905

Ala
1920

Ala
1935

Asn
1950

Val
1965

Pro
1980

Ile
1995

Met

94

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Ser

Pro

Trp

Cys

val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

Lys

Phe

Val

Leu



Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

2000

Leu
2015

Gly
2030

Gln
2045

Asn
2060

Leu
2075

Arg
2090

Tyr
2105

Thr
2120

Ile
2135

Arg
2150

Glu
2165

Met
2180

Tyr
2195

Leu
2210

Asn
2225

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Tyr

Ile

Ala

Trpe

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Sar

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

2005

Lys
2020

Phe
2035

Leu
2050

Lys
2065

Ile
2080

Ser
2095

Lys
2110

val
2125

Phe
2140

His
2155

Asp
2170

Ile
2185

Phe
2200

Arg
2215

Leu
2230

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln
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Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

2010

Leu
2025

Ser
2040

Tyr
2055

Trp
2070

Lys
2085

Gln
2100

Tyr
2115

val
2130

Ile
2145

Ser
2160

Ser
2175

Ile
21390

Pro
2205

Arg
2220

Gln
2235

95

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Ala

Tyr

Ser

Vval

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met
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Gly val

Ile Ser

Asn Gly

Pro Val

Arg Ile

Glu val

ctgtgeettt
ctgtecatggg
cctagagtge
gtagaattca
ctaggteccta
gctteoccate
gctgaatatg
ggaagccata
ctgtgectta
ctcattggag
ttgcacaaat

acaaagaact

Lys

Ser

Lys

val

His

Leu

Ser Leu

2250

Ser Gln

2265

Val
2280

Lys

Asn Ser

2285

Pro Gln

2310

Gly
2325

Cys

tgcgattetg
actatatgeca
caaaatettt
cggatcaccet
cecatcecagge
ctgtcagtct
atgatcagac
catatgtctg
cctactecata
ccctactagt
ttatactact

ccttgatgea

Lys Val Thr Gly Val Thr Thr Gln
2240 2245

Ser Met Tyr Val Lys Glu Phe Leu
2255 2260

His Gln Trp Thr Leu Phe Phe Gln
2270 2275

Gln Gly Asn Gln Asp Ser Phe Thr
2285 2290

Pro Pre Leu Leu Thr Arg Tyr Leu
2300 2305

Val His Gln Ile Ala Leu Arg Met
2315 2320

Gln Asp Leu Tyr
2330

<210> 16

<211> 4371

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> BDD-FVIII (no-optimizado; "parental"), Secuencia de Nuclettidos

<400> 16

atgcaaatag agctctccac ctgcottettt

accagaagat actacectggg tgcagtggaa

ggtgagetge ctgtggacge aagatttcct

acctcagteg tgtacaaaaa gactetgttt

gcetaagecaa ggecaccctg gatgggtetg

gatacagtgg tcattacact taagaacatg

ggtgtatcet actggaaage ttctgaggga

gagaaagaag atgataaagt cttccctggt

aaagagaatyg gtccaatgge ctectgaccca

gtggacctgg taaaagactt gaattcaggce

gggagtcetgyg ccaaggaaaa gacacagacce

tttgatgaag ggaaaagttg gcactcagaa

gctgeatetg ctegggectg gectaaaatyg

cacacagteca

atggttatgt

96

Leu Thr

Asp Gly

Val Phe

Leu Asp

Ser Trp

Glu Ala

ctttagtgce
aagtgatcectc
tccattcaac
tttcaacatc
tgaggtttat
tcatgctgtt
cagtcaaagg
gcaggtcctg
tettteteat
atgtagagaa
ttttgctgta
ggatagggat

aaacaggtet

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780



ctgocaggte
accactcctg
cgccaggegt
gaccttggac
gettatgtca
gaagcggaag
gatgacaact
tgggtacatt
cccgatgaca
aagtacaaaa
attcagcatg
ttgattatat
gatgtcegte
ccaattctge
actaaatcag
gatctagctt
agaggaaacc
aaccgaaget
cagcttgagg
tttgatagtt
attggagcac
atggtectatg
atggaaaacce
atgaccgect
agttatgaag
ttctotcaaa
cagtcagate
gattttgaca
cgacactatt
catgttectaa
caggaattta

ttgggactee

tgattggatg
aagtgcactec
ccttggaaat
agtttctact
aagtagacag
actatgatga
ctccttcoett
acattgetge
gaagttataa
aagtccgatt
aatcaggaat
ttaagaatca
ctttgtatte
caggagaaat
atcctcggtg
caggactcat
agataatgte
ggtaccteac
atccagagtt
tgcagttgtc
agactgactt
aagacacactht
caggtctatg
tactgaaggt
atatttecage
acccaccagt
aagaggaaat
tttatgatga
ttattgetge
gaaacaggge
ctgatggete

tggggacata

ccacaggaaa
aatattccte
ctcgecaata
gttttgtcat
ctgteccagag
tgatcttact
tatccaaatt
tgaagaggag
aagtcaatat
tatggcatac
cttgggacct
agcaagcaga
aaggagatta
attcaaatat
cctgacccge
tggcecctcte
agacaagagg
agagaatata
ccaagcctcce
agtttgtttg
cctttetgte
caccctatte
gattetgggg
ttctagttgt
atacttgctg
cttgaaacge
tgactatgat
ggatgaaaat
agtggagagyg
tcagagtgge
ctttactcag

tataagagca
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tcagtctatt
gaaggtcaca
actttcctta
atctectteec
gaaccccaac
gattctgaaa
cgctcagttg
gactgggact
ttgaacaatg
acagatgaaa
ttactttatg
ccatataaca
ccaaaaggtg
aaatggacag
tattactcta
ctcatctgct
aatgtcatcc
caacgctttc
aacatcatgce
catgaggtgg
ttecttctetg
ccattctecag
tgccacaact
gacaagaaca
agtaaaaaca
catcaacggg
gataccatat
cagagceecc
ctetgggatt
agtgtcocte

ccettatace

gaagttgaag

ggeatgtgat
catttettgt
ctgctcaaac
accaacatga
tacgaatgaa
tggatgtggt
ccaagaagca
atgcteectt
geccctcageg
cctttaagac
gggaagttgg
tctaccctea
taaaacattt
tgactgtaga
gtttcgttaa
acaaagaatc
tgttttetgt
tecccaatce
acagcatcaa
catactggta
gatatacctt
gagaaactgt
cagacttteg
ctggtgatta
atgccattga
aaataactceg
cagttgaaat
gcagctttca
atgggatgag
agttcaagaa
gtggagaact

ataatatcat

97

tggaatggge
gaggaaccat
actcttgatg
tggcatggaa
aaataatgaa
caggtttgat
tcctaaaact
agtcocctegee
gattggtagg
tcgtgaaget
agacacactg
cggaatcact
gaaggatttt
agatgggcca
tatggagaga
tgtagatcaa
atttgatgag
agctggagtg
tggctatgtt
cattctaage
caaacacaaa
cttcatgteg
gaacagagygce
ttacgaggac
accaagaagc
tactactctt
gaagaaggaa
aaagaaaaca
tagetcoocca
agttgtttte
aaatgaacat

ggtaacttte

840

S00

260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

2240

2400

2460

2520

2580

2640

2700



10

agaaatcagg
cagaggcaag
ttttggaaag
gcttatttet
ctggtctgec
tttgetetgt
gaaagaaact
tategettee
caggatcaaa
attcatttca
tacaatctct
tggegggtgg
gtgtacagca
cagattacag
tcecggatcaa
ttggcaccaa
ctctacatct
cgaggaaatt
aaacacaata
tatageatte
atgeccattgg
tttaccaata
agtaatgcct
aagacaatga
tatgtgaagg
cagaatggca
tetctagace

cagattgecece

<210> 17
<211> 1438
<212> PRT

cctctegtee
gagcagaacc
tgcaacatca
ctgatgttga
acactaacac
ttttcaccat
gcagggctec
atgcaatcaa
ggattcgatg
gtggacatgt
atccaggtgt
aatgecttat
ataagtgtca
cttecaggaca
tcaatgcctg
tgattattca
ctcagtttat
ccactggaac
tttttaacce
gcageactet
gaatggagag
tgtttgecac
ggagacctca
aagtcacagg
agttecctcat
aagtaaaggt
caccgttact

tgaggatgga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ctattcctte
tagaaaaaac
tatggcaccc
cctggaaaaa
actgaaccct
ctttgatgag
ctgcaatatc
tggctacata
gtatectgctc
gttcactgta
ttttgagaca
tggecgagcat
gactececctg
atatggacag
gagcaccaag
cggecatcaag
catcatgtat
cttaatggtc
tecaattatt
tegeatggag
taaagcaata
ctggtetect
ggtgaataat
agtaactact
cteccagecagt
ttttecaggga
gactecgcectac

ggttctggge
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tattctagee
tttgtcaage
actaaagatg
gatgtgcact
gctcatggga
accaaaagct
cagatggaag
atggatacac
agcatgggca
cgaaaaaaag
gtggaaatgt
ctacatgetg
ggaatggett
tgggccecaa
gagecctttt
acccagggtg
agtcttgatg
ttctttggeca
getcgataca
ttgatggget
tcagatgecac
tcoaaaagete
ccaaaagagt
cagggagtaa
caagatggec
aatcaagact
cttcgaattc

tgcgaggcac

ttatttetta
ctaatgaaac
agtttgactg
caggcctgat
gacaagtgac
ggtacttcac
atcccacttt
tacctggett
gcaatgaaaa
aggagtataa
taccatacaa
ggatgagecac
ctggacacat
agctggccag
cttggatcaa
ccegtecagaa
ggaagaagtyg
atgtggattc
tcegtttgea
gtgatttaaa
agattactge
gactteacet
ggctgcaagt
aatctctgcet
atcagtggac
ccttcacace
acccccagag

aggacctcta

<223> BDD-FVIII (no-optimizado; "parental"), Secuencia de Aminoacidos

<400> 17

98

tgaggaagat
caaaacttac
caaagcctgg
tggaccectt
agtacaggaa
tgaaaatatg
taaagagaat
agtaatgget
catccattcet
aatggcactg
agctggaatt
actttttetg
tagagatttt
acttcattat
ggtggatctg
gttctecage
gcagacttat
atctgggata
cccaacteat
tagttgeage
ttcatectac
ccaagggagqg
ggacttccag
taccagcatg
tetetttttt
tgtggtgaac

ttgggtgcac

[=]

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4371



Ala

Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

His

His

Ala
225

Thr

Gln

Val

Leu

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

13¢

Pro

Val

Val

Lys

Ser

210

Arg

Arg

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe

185

Glu

Ala

Arg

Asp

20

Lys

val

Trp

Val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Thr

Trp

Tyr

Leu

Ser

Glu

Met

val

85

Val

Gln

Ser

Ser

Val

165

Glu

Leu

Lys

Pro

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys
230

Leu

Glu

Pro

Thr

55

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Ser

215

Met

Gly

Leu

Phe

40

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala

200

Leu

His
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Ala

Pre

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

Ala

185

Val

Thr

Val

10

Val

Thr

Leu

Pro

Asn

30

Trp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Gln

Val

Glu

Asp

Ser

Fhe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Asp

Asn
235

Leu

Ala

Val

Asn

60

Ile

Ala

Glu

Val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

Arg

220

Gly

99

Ser

Arg

Val

45

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly

205

Asp

Tyr

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

120

Lys

Ala

Val

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Ala

Asn

Tyr

Pro

Lys

Pre

val

80

Val

Ala

Val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp

Ser

Arg
240



Ser

val

Gly

Ser

Gln

303

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Phe

465

Thr

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly

450

Lys

Asp

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Asn

Val

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

Val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Gln

Arg

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Ala

Pro

Ile

Thr

val

Leu

Cys

310

val

Glu

val

Val

Glu

390

Ser

Lys

Thr

Tyr

Ser

4170

Leu

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly

455

Arg

Tyr

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Pro

Ser
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His

Glu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

Val

Tyr

Arg

Arg

250

val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

Val

Ile

Gly

Asn

Arg

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

3585

Tyr

Arg

Gln

Asp

Ile

475

Leu

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr

460

Tyr

Pro

100

Val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met.

Glu

445

Leu

Pro

Lys

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pro

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

His

Gly

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

Val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Gly

val

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile

Ile

480

Lys



His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu

705

Asp

Leu

Thr

Thr

530

Gly

Arg

val

Phe

Ala

610

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Ser

Lys

Val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Tyr

Asp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

val

Glu

485

Phe

Val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

Val

Gln

€45

Lys

Thr

His

Ser

Asp
125

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

val

Asn

Ser

710

Ile

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

val

Phe

Ser

695

Cys

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

His

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Ala
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Pro

505

Pro

val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys

Tyr

490

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

TYyr

Gln

Asn

Val

Ser

650

Asp

Met

Arg

Asn

Leu
730

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

val

Thr

Glu

Asn

Thr

715

Leu

Ila

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

Ser

101

Pha

Asp

525

Arg

Glu

val

Glu

Asp

605

Val

Trp

Phe

Thr

Pro

€85

Gly

Asp

Lys

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

5390

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Asn

495

Tyr

Arg

Leu

val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Tle

Gly

655

Phe

Leu

Thr

Tyr

Asn
735

Lys

Cys

Ala

Agp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala

Glu

720

Ala



Ile

Gln

Agp

Ile

785

Thr

Met

Val

Phe

Leu

865

Phe

Ser

Val

Met

Ser

945

Leu

Val

Glu

Arg

Tyr

770

Tyr

Arg

Ser

Prao

Thr

850

Gly

Arg

Tyr

Lys

Ala

930

Asp

Leu

Thr

Pro

Glu

755

Asp

Asp

His

Ser

Gln

835

Gln

Pro

Asn

Glu

Pro

915

Pro

Val

Val

val

Arg

740

Ile

Agp

Glu

Tyr

Ser

820

Phe

Pro

Tyr

Gln

Glu

200

Asn

Thr

Asp

Cys

Gln
980

Ser

Thr

Thr

Asp

Phe

805

Pro

Lys

Leu

Ile

Ala

885

Asp

Glu

Lys

Leu

His

965

Glu

Phe

Arg

Ile

Glu

790

Ile

His

Lys

Tyr

Arg

870

Ser

Gln

Thr

Asp

Glu

950

Thr

Phe

Ser

Thr

Ser

775

Asn

Ala

Val

Val

Arg

a55

Ala

Arg

Arg

Lys

Glu

935

Lys

Asn

Ala

Gln

Thr

760

Val

Gln

Ala

Leu

Val

840

Gly

Glu

Pro

Gln

Thr

520

Phe

Asp

Thr

Leu

Asn

745

Leu

Glu

Ser

val

Arg

825

Phe

Glu

Val

Tyr

Gly

205

Tyr

Asp

val

Leu

Phe
985

ES 2926 585 T3

Pro

Gln

Met

Pro

Glu

810

Asn

Gln

Leu

Glu

Ser

290

Ala

Phe

Cys

His

Asn

970

Phe

Pro

Ser

Lys

Arg

795

Arg

Arg

Glu

Asn

Asp

875

Phe

Glu

Trp

Lys

Ser

355

Pro

Thr

Val

Asp

Lys

780

Ser

Leu

Ala

Phe

Glu

860

Asn

Tyr

Pro

Lys

Ala

940

Gly

Ala

Ile

102

Leu

Gln

765

Glu

Phe

Trp

Gln

Thr

845

His

Ile

Ser

Arg

Val

925

Trp

Leu

His

Phe

Lys

750

Glu

Asp

Gln

Asp

Ser

830

Asp

Leu

Met

Ser

Lys

910

Gln

Ala

Ile

Gly

Asp
990

Arg

Glu

Phe

Lys

Tyr

815

Gly

Gly

Gly

Val

Leu

895

Asn

His

Tyr

Gly

Arg

975

Glu

His

Ile

Agp

Lys

800

Gly

Ser

Ser

Leu

Thr

880

Ile

Phe

His

Phe

Pro

960

Gln

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

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

Phe His Ala Ile Asn Gly Tyr Ile Met Asp Thr Leu Pro Gly Leu
1025 1030 1035

Val Met Ala Gln Asp Gln Arg Ile Arg Trp Tyr Leu Leu Ser Met
1040 1045 1050

Gly Ser Asn Glu Asn Ile His Ser Ile His Phe Ser @Gly His val
1055 1060 1065

Phe Thr Val Arg Lys Lys Glu Glu Tyr Lys Met Ala Leu Tyr Asn
1070 1075 1080

Leu Tyr Pro Gly Val Phe Glu Thr val Glu Met Leu Pro Ser Lys
1085 1090 1085

Ala Gly Ile Trp Arg Val Glu Cys Leu Ile Gly Glu His Leu His
1100 1105 1110

Ala Gly Met Ser Thr Leu Phe Leu Val Tyr Ser Asn Lys Cys Gln
1115 1120 1125

Thr Pro Leu Gly Met Ala Ser Gly His Ile Arg Asp Phe Gln Ile
1130 1135 1140

Thr Ala Ser Gly Gln Tyr Gly Gln Trp Ala Pro Lys Leu Ala Arg
1145 1150 1155

Leu His Tyr Ser Gly Ser Ile Asn Ala Trp Ser Thr Lys Glu Pro
1160 1165 1170

Phe Ser Trp Ile Lys Val Asp Leu Leu Ala Pro Met Ile Ile His
1175 1180 1185

Gly Ile Lys Thr Gln Gly Ala Arg Gln Lys Phe Ser Ser Leu Tyr
1190 1195 1200

Ile Ser Gln Phe Ile Ile Met Tyr Ser Leu Asp Gly Lys Lys Trp
1205 1210 1215

Gln Thr Tyr Arg Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met Val Phe Phe
1220 1225 1230

103
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Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

val

Ile

Val

Asn
1235

Ile
1250

Arg
1265

Cys
1280

Gln
1295

Ser
1310

Trp
1325

Phe
1340

Lys
1355

Ser
1370

Lys
1385

val
1400

His
1415

Leu
1430

<210> 18
<211> 450

<212> ADN

val

Ile

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

Gln

Ser

Ser

vVal

Asn

Pro

Gly

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Ser

Arg

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

Leu

Ser

Glu

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Secuencia de nucleétidos de XTEN

<400> 18

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

Gly
1240

Ile
1255

Met
1270

Gly
1285

Ser
1300

Arg
1315

Asn
1330

Lys
1345

Ser
1360

His
1375

Gln
1390

Pro
1405

val
1420

Gln
1435

Ile

Arg

Glu

Met

Tyr

Leu

Asn

Val

Met

Gln

Gly

Pro

His

Asp
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Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

Ile
1245

Thr
1260

Cys
1275

Ala
1290

Met
1305

Gly
1320

Trp
1335

Thr
1350

Glu
1365

Phe
1380

Ser
1395

Arg
1410

Leu
1425

104

Phe

His

Asp

Ile

Phe

Arg

Leu

Thr

Phe

Phe

Phe

Tyr

Arg

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

Pro

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu



10

15

ggcgcegccaa
tctgggtegg
gageccectgeca
ggacccggaa
cctacatcca
gqaacccgeta

gggecaggga

cccaccagca

<210> 19
<211> 4824
<212> ADN

catcagagag
aaacgccagg
ctageggcete
ccagtaccga
cggaggaggyg
cetcaggeag
geeetgetgg

ctgaagaagg

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-52-XTEN

<400> 19

atgcaaatcg
accecgecgat
ggggagctge
acctecegtgg
gccaagecca
gacactgtgg
ggagtgtctt
gaaaaggaay
aaggagaacyg
gtggaceteyg
ggctcactgyg
ttegacgagg
gccgoectceg
ctecetggece
accacceccy
cggcaggect

gacctgggac

aactgagcac
actacctggg
cegtggatge
tgtacaagaa
gacctecctg
tcatcactct
actggaaagc
atgacaaggt
geecaatgge
tgaaggacet
cgaaagaaaa
ggaagtegtg
ccecgggectg
tgattggatg
aggtgcacag
cectggaaat

agttcctget

cgccacccct
cacaagtgag
cgagactceg
acctagcogayg
cacttccgaa
tgagacgeca
atctectacg

tgectegage

ctgtttette
agcagtggag
caggttccet
aactctgtte
gatggggctg
gaagaacatg
gtcegagggg
gttecccagga
ctecgaceey
caacteggga
gactcagacc
gcacagcgag
gcctaagatg
ccaccggaag
catcttcocty
cageeecatt

gttctgccat

ES 2926 585 T3

gaaagtggte
tctgcaacte
ggaacttccg
ggctatgete
teccgecaccee
ggaacgageqg

tcecactgagg

ctectgectge
ctctecetggg
cceegggtge
gtggagtteca
ttgggaccta
gcctegeate
gcecgaatacg
ggatcgecaca
ctgtgectga
ctgattggag
ttgcacaagt
actaagaact
cacaccgtga
tccgtgtact
gaaggtcaca
accttectea

atctectece

ccgggagcega
ccgagtecgg
agagcgctac
cgggcageoec
cggagtcagg
agtecgetac

aagggtcace

tgagattctg
attacatgea
caaagtegtt
cecgaccacet
cecatccaage
cocgtgtecet
acgaccagac
cetacgtgty
cetactegta
cectgetggt
tecattetget
ccctgatgea
acggttacgt
ggcacgtgat
catttetegt
ctgeccagac

accaacatga
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gccagccaca
acctggctce
accagaaagce
agccggetet
gccaggatcect
acceggagagt

agegggetcg

tttetocegeg
gagcgacctt
tecegtteaac
gttcaatatc
ggaggtgtac
gcacgccgtg
ctcgcagaga
gcaagtgttyg
cetgteccac
ctgcagggaa
gttegetgtg
agatagagat
gaaccgctcecc
cgggatgggg
gegcaaccac
tetgetgatg

cggaatggag

60

120

180

240

300

360

420

450

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



gcatacgtga
gaagccgagg
gacgataaca
tgggtgcatt
cctgacgace
aagtacaaga
atccaacacg
cteattatet
gacgtgegee
ccgatectte
actaagtetg
gacctggecca
cggggaaacc
aaceggtogt
cagctggagg
ttegacagee
atcggegecee
atggtgtatg
atggagaacc
atgactgoce
agctacgagg
ttcteteaga
gagccagcca
ggacctgget
acaccagaaa
ccagecgget
gggcecaggat
acaccggaga
ccageggget
caccagaggg

gacaccatca

aggtcgatte
actacgacga
geccctteoctt
acattgegge
ggagctacaa
aggtccgett
aatccggeat
tcaagaacca
cactgtacte
cgggagaaat
accctagatg
gcggactgat
agatcatgtc
ggtacctgac
acceccgagtt
tgcagetgag
agaccgactt
aggacaccet
ctggcctgtyg
tgectgaaagt
acatcagcge
acggcgegec
catctgggte
cagagectge
gcggaceccgyg
ctectacatce
ctgaacccge
gtgggecagg
cgeccaccag
agatcaccag

gegtggagat

ctgcectgag
cgacctgacg
catccaaatt
ggaagaagag
gagccagtac
catggcctat
cctgggcecg
ggctteceygy
geggegectg
cttcaagtac
ceteaccoge
cggeecgetg
ggataagagg
cgagaacatc
ccaggccage
cgtgtgecty
cctgagegtg
gaccctgtte
gatcctggge
cteocagetgt
ctacctgetg
aacatcagag
ggaaacgcca
cactagcegge
aaccagtace
cacggaggag
taccteagge
gageectget
cactgaagaa
gaccaccctg

gaagaaqggag
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gaaccccage
gatagcgaga
cgeteggtgg
gactgggatt
ctgaacaacyg
accgacgaaa
ctcttgtacg
ccgtacaaca
ccecaagggtg
aagtggaccg
tactactcat
ctgatttget
aacgtcatce
cagaggttcc
aacatcatgc
cacgaggtgy
ttettetetg
ccecttecageg
tgecacaaca
gacaagaaca
agcaagaaca
agecgeccacce
ggcacaagtg
tocgagacte
gaacctageg
ggcactteeg
agtgagacge
ggatctecta
ggtgectega
cagtctgacc

gacttcgaca

tcecgecatgaa
tggatgtggt
caaagaagca
atgccoceceget
gtccacagag
ccttcaaaac
gagaagtcgg
tatatecgea
tcaaacacct
tgaccgtgga
cettegteaa
acaaggaatc
tcettctcegt
tgecccaacae
acagcatcaa
cotactggta
gctacaccett
gggagactgt
gcgacttcag
ceggggacta
atgcecatcga
ctgaaagtgg
agtctgcaac
cgggaactte
agggctetge
aatcecgecac
caggaacgayg
cgtecactga
gececcecagt
aggaggagat

tctacgacga
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gaacaatgag
ccggttcgat
ccccaagace
tgtececteget
gatcggtaga
tagagaggcc
cgacaccctt
tgggatcact
gaaggatttt
agatggccca
catggagege
agtggaccaa
gtttgacgaa
tgetggggty
tggctacgtg
catectgage
caagcacaag
cttcatgage
gaacaggggc
ctacgaggac
gcccaggagce
teccecgggage
teccecgagtee
cgagagaget
teecgggeage
cceggagtca
cgagtecget
ggaagggteca
getgaagagg
cgactatgat

ggacgagaac

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1320

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880



10

cagagcccea
ctgbtgggact
agcgtgeeee
ccecctgtaca
gaggtggagg
tacagcagcc
tttgtgaage
accaaggacg
gacgtgcact
gcccatggea
accaagagct
cagatggagg
atggacacece
agcatgggeca
aggaagaagg
gtggagatgc
ctgecacgecyg
ggcatggect
tgggeccocca
gagcccttca
acccaggggg
agcctggacg
ttetteggea
gccagataca
ctgatggget
tetgacgece
agcaaggeca
cccaaggagt
cagggggtga

caggacggec

aaccaggaca

ctgaggatec
tgtgaggecce

<210> 20
<211> 4824
<212> ADN

ggagctteca
atggcatgte
agttcaagaa
gaggggagct
acaacatcat
tgatcagcta
ccaatgaaac
agttegactg
ctggcetgat
ggcaggtgac
ggtacttcac
accccacctt
tgecoctggect
gcaacgagaa
aggagtacaa
tgcoccagcaa
gecatgageac
ctggeecacat
agctggccag
gctggatcaa
ccaggcagaa
gcaagaagtg
acgtggacag
tecaggectgea
gtgacctgaa
agatcactge
ggctgecacct
ggctgcaggt
agagectget
accagtggace
getteacece

acccecagay

aggacctgta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-1-XTEN

gaagaagacce
cagecagecce
agtcgtgtte
gaacgagcac
ggtgacette
cgaggaggac
caagacctac
caaggeoectgg
tggececectg
tgtgcaggag
tgagaacatg
caaggagaac
ggtecatggce
catccacage
gatggccctg
ggccggcatc
cctgttectyg
cagggacttc
gctgcactac
agtggacctg
gttctcecage
gcagacctac
cageggeate
ccceacecac
cagctgeage
ctccagetac
gcagggeagg
ggacttccag
gaccageatg
ccetgttette
tgtggtcaac

ctgggtgcac
ctga
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aggeactact
catgtgectga
caggagttca
ctgggcctge
aggaaccagg
cagaggcagg
ttectggaagg
goctacttet
ctggtgtgcc
ttcgecetgt
gagaggaact
tacaggttcc
caggaccaga
atccacttet
tacaacctgt
tggagggtgg
gtgtacagca
cagatcactg
tceggaagca
ctggccccca
ctgtacatca
aggggcaaca
aagcacaaca
tacagcatca
atgececcetgg
ttcaccaaca
agcaatgect
aagaccatga
tacgtgaagg
cagqaatggea
agcctggace

cagategece

teattgetge
ggaacagggc
cegacggcag
tgggccecta
ccagcaggcce
gggctgagece
tgcagcacca
ctgacgtgga
acaccaacac
tcttcaccat
gcagggcccc
atgccatcaa
ggatcaggtg
ctggccacgt
accctggggt
agtgcctgat
acaagtgcca
cctcktggcea
tcaatgectg
tgatcatcca
gccagttcat
gcaccggcac
tetteaacee
ggagcaccet
gcatggagag
tgtttgecac
ggaggcecca
aggtgactgg
agttectgat
aggtgaaggt

cccecectget

tgqaggatgga
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tgtggagagg
ccagtetgge
cttcaceccag
catcagggcece
ctacagette
caggaagaac
catggcecce
cctggagaag
cctgaaccct
cttcgatgaa
ctgcaacatc
tggctacatc
gtatctgctg
gttecactgtyg
gttcgaaace
tggggagcac
gacccecoctg
gtacggecaqg
gagcaccaag
cggcatcaaqg
catcatgtac
cctgatggtg
cececateate
gaggatggag
caaggccatc
ctggagecce
ggtcaacaac
ggtgaccace
ctocageage
gttacaggge

gaccagatac

ggtgetggge

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3560

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800
4824



<400> 20

atgcagattg
acacgaaggt
ggagagctgc
actagegtgg
gcaaagecta
gacaccgtgy
ggcgtcaget
gaaaaagagg
aaagagaatg
gtggacctgg
ggaageetgy
tttgacgaag
gcegetteoag
ctgeectggge
accacacctg
cgacaggcett
gacctgggge
gettacgtga
gaagcagaag
gacgataaca
tgggtecatt
ceagacgate
aagtacaaga
atccagcacg

ctgatcattt

agctgtctac
attatctggg
cagtggacgce
tctacaagaa
ggeccacectyg
tcattacact
actggaaggce
acgataaggt
geectatgge
tcaaggatct
ctaaggagaa
ggaaatcatg
ccagagcttg
tgateggetg
aagtgcacte
cectggagat
agttcctgect
aagtggactec
actatgacga
geccctectt
acatcgecage
getectacaa
aagtgeggtt
agagcggcat

tcaagaacca

ttgecttttte
ggctgtggaa
aaggtttcece
aacactgtte
gatgggactg
taagaacatg
ttecgaagga
gtttcectgge
cteoegaceet
gaacagcggce
aacccagaca
gcacagcgag
gcccaaaatg
ccaccgaaag
cattttcctg
ctctecaatt
gttttgecac
ttgtcecgag
tgacctgacc
tatccagatt
cgaggaagag
atetecagtat
catggeatat
cctgggacca

ggccagcegy
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ctgtgectge
ctgtcttggg
cctagagtece
gtggagttta
ctggggccaa
gectcacace
gcagagtatg
ggatctcata
ctgtgeetga
ctgatcggag
ctgecataagt
acaaagaata
cacactgtga
agegtgtatt
gagggacata
accttectga
atcagctcece
gaacctcagc
gactccgaga
agatctgtgg
gactgggatt
ctgaacaaty
accgatgaga
ctgctgtacg

ccttacaata

tgaggttttg
attacatgca
ctaagtcatt
ctgatcacct
caatccaggce
cegtgagect
acgatcagac
cctacgtgtyg
c¢ctactetta
cectgetggt
teattetget
gtctgatgca
acggctacgt
ggeatgtecat
cetttetggt
cagcacagac
accagcatga
tgcggatgaa
tggatgtggt
ccaagaaaca
atgcacecact
ggccacagayg
cettoaagae
gagaagtggg

tctatecaca
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ctttteceget
gagtgacctg
ccecttcaac
gttcaacatc
cgaggtgtac
gcatgctgtyg
ttcccagaga
gcaggtcctg
tetgagteac
gtgcagggaa
gttegeegtg
ggacagggat
caatcgctca
cgggatggge
ccgcaaceac
tetgetgatg
tggcatggag
gaacaatgag
ccgattcgat
ccctaagaca
ggtgetggea
gattggeaga
tegegaagee
agacaccctg

tgggattaca

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gatgtgecgee
ccaatecctge
actaagagcg
gatctggcaa
agaggcaacc
aacaggtcat
cagctggaag
ttegacagtt
attggggecac
atggtctatg
atggagaatc
atgactgccc
tcatacgagg
tttagtcaga
gagccagcca
ggacctggct
acaccagaaa
ccageoegget
gggccaggat
acaccggaga
ccagcgggcet
caccagcgeg
gatacaattt
cagagtcctce
ctgtgggatt
agegtcccac
ccactgtaca
gaagtggagg
tattecaagee
ttegtgaage
acaaaagacg

gqacgtygeaca

ctetgtacag
cecggagaaat
acccteggtyg
geggactgat
agatcatgtce
ggtacctgac
atcctgagtt
tgcagetgag
agacagattt
aggacacact
ccggactgtg
tgctgaaagt
acatcagcge
atggcgegee
catctgggte
ccgagectge
geggacoegg
ctoctacate
ctgaacccge
gtgggccagg
cgcccaccag
agatcacccg
ctgtggaaat
gatcattcca
atggecatgtc
agttcaagaa
ggggegaact
ataacattat
tgatctetta
ctaatgagace
agttcgattyg

gtygectgat

caggagactg
cttcaagtac
cctgacecge
cggaccactg
cgacaagcgg
cgagaacatc
tcaggcatct
cgtgtgectg
cctgagcgtg
gactctgttc
gattctgggg
gtcaagctgt
atatctgctg
aacatcagag
ggaaacgcca
cactagcgge
aaccagtace
cacggaggag
tacctcagge
gagccctget
cactgaagaa
cactaccctg
gaagaaagag
gaagaaaacc
ctctagtcct
agtggtette
gaacgagcac
ggtcacctte
cgaagaggac
caaaacatac
caaggcatgg

tggeacacty
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ccaaagggcg
aagtggactg
tactattcta
ctgatttgtt
aatgtgattc
cagagattcc
aacatcatgc
cacgaggtcg
ttetttteeg
cccttcageg
tgccacaaca
gacaagaaca
tccaaaaaca
agcgccacce
ggcacaagtg
tccgagactce
gaacctageg
ggecacttecg
agtgagacgc
ggatctccta
ggtgcctega
cagagtgatc
gacttegata
aggcattact
cacgtgectge
caggagttta
ctgggactge
agaaatcagqg
cagegacagy
ttttggaagg

gecctattttt

ctyggtgtgec

tcaaacacct
tcaccgtcoga
gtttcgtgaa
acaaagagag
tgttcagtgt
tgcctaatce
atagtattaa
cttactggta
gctacacttt
gcgaaaccgt
gcgatttcag
ceggggacta
atgceattga
ctgaaagtgg
agtctgecaac
cgggaacttc
agggctetge
aatccgecac
caggaacgag
cgtccactga
gccctocagt
aggaagagat
tetatgacga
ttattgecge
gaaatagggc
cagacgggte
tggggcecta
cctecteggee
gagetgaace
tgeageacea
ctgacgtgga

atactaacac
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gaaggactte
ggatggeccece
tatggaaaga
cgtggatcag
ctttgacgaa
agctggggtg
tggctacgtg
tatcetgage
taagcataaa
gtttatgage
aaatcgcgga
ctatgaagat
accecggtcet
tecegggage
tececcgagtec
cgagagcgct
tecgggeoage
ccecggagtea
cgagtccgcect
ggaagggtca
gctgaagcgg
cgactacgac
agatgagaac
agtggagcgg
ccagtcagga
ctttactcag
tatcagageca
ttacagtttt
acgaaaaaac
tatggeceaca
tetggagaag

cotgaateca

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1220

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2540

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420



10

15

20

geccacggec
acaaagagct
cagatggaag
atggatactc
agecatgggea
aggaagaaag
gtcgagatgce
ctgcatgetg
ggaatggcat
tgggcaccta
gagectttet
actcagggag
agcctggatg
ttetttggea
getagataca
ctgatgggat
tetgacgeec
tccaaagecaa
cccaaggagt
cagggegtga
caggacggac
aatcaggatt
ctgagaatce

tgegaggece

<210> 21
<211>6
<212> ADN

ggcaggtcac
ggtacttcac
accccacatt
tgcececgggeot
gcaacgagaa
aagagtacaa
tgcctagcaa
ggatgtctac
ccgggcatat
agctggctag
cttggattaa
ctecggcagaa
ggaagaaatg
acgtggacag
tecggetgea
gecgatctgaa
agattaccgce
gactgcacct
ggttgcaggt
aaagtctget
atcagtggac
cctttacace
accctcagte

aggatctgta

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> MAR/ARS

<400> 21
atattt 6
<210> 22

<211>6
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> MAR/ARS

<400> 22

tgtccaggag
cgaaaacatg
caaggagaac
ggtcatggca
tatcecactca
gatggeccctg
ggccggaatc
cctgtttetg
cagggattte
actgcactat
ggtggacctg
gttctecctcet
gcagacatac
cagcggaate
cccaacecat
cagttgttca
cagctcctac
gcaaggccgce
cgattttcag
gacctecaaty
actgttettt
tgtggtcaac

ctgggtgcac

ctga
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ttecgetetgt
gagcgaaatt
tacecgettte
caggaccaga
attcatttca
tacaacctgt
tggagagtgg
gtgtacagta
cagattaccg
tcecggatcta
ctggecccaa
ctgtacatct
cgeggcaata
aagcacaaca
tattectatte
atgeecectgg
ttcactaata
agcaacgcat
aaaactatga
tacgtcaagy
cagaacggga
agtctagacc

cagattgeceoc

tetttaccat
gcagggetce
atgctatcaa
gaatccggtg
gegggcacgt
atceccggegt
aatgcctgat
ataagtgtca
catctggaca
tcaacgettg
tgatcatteca
cacagtttat
gcacaggaac
ttttcaatece
gaagtacact
ggatggagte
tgtttgetac
ggcgaccaca
aggtgaccgg
agttcctgat
aggtgaaagt
cteccactget

tgagaatgga
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ctttgatgag
atgtaacatt
tggatacatc
gtatctgctg
gtttactgtc
gttcgaaacc
tggagagcac
gacacccctg
gtacggacag
gtccacaaaa
tggcatcaaa
catcatgtac
tctgatggtg
ccctatcatt
gaggatggaa
caaggcaatc
ctggagccct
ggtgaacaat
ggtcacaact
ctetagttea
cttecaggge

gaccagatac

agtgctggga

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4824
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aaatat 6

<210> 23

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> elemento desestabilizante

<400> 23
attta 5

<210> 24

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> elemento desestabilizante

<400> 24
taaat 5

<210> 25

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sitio poli-T

<400> 25
tttttt 6
<210> 26
<211>7

<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> sitio poli-A

<400> 26

aaaaaaa /7

<210> 27

<211>6

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> sitio de corte y empalme

<400> 27

gotgat 6

<210> 28
<211>5
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<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> caja TATA

<400> 28
tataa 5

<210> 29

<211>5

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> caja TATA

<400> 29
ttata 5

<210> 30

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> elemento de secuencia rico en AU

<400> 30
attttatt 8

<210> 31

<211>8

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> elemento de secuencia rico en AU

<400> 31
atttttaa 8

<210> 32

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia consenso kozak

<400> 32
gcegecacca tge 13
<210> 33
<211> 32

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<2235 péptido CTP

112
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<400> 33

Asp Pro Arg Phe Gln Asp Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser
1 5 10 15

Leu Pro Ser Pro Ser Arg Leu Pro Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu
20 25 30

<210> 34

<211> 28

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> péptido CTP

<400> 34

Ser Ser Ser Ser Lys Ala Pro Pro Pro Ser Leu Pro Ser Pro Ser Arg
1 5 10 15

Leu Prec Gly Pro Ser Asp Thr Pro Ile Leu Pro Gln
20 25

<210> 35

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia del nicleo de péptido de unién a albumina

<400> 35

Asp Ile Cys Leu Pro Arg Trp Gly Cys Leu Trp
1 5 10

<210> 36

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 36

Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ala Pro
1 5 10 15

Ser Ala Pro Ala
20

<210> 37

<211> 20

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 37
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Ala Ala Pro Ala Ser Pro Ala Pro Ala Ala Pro Ser Ala Pro Ala Pro
1 5 10 15

Ala Ala Pro Ser
20

<210> 38

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 38

Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ser Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ala
1 5 10 15

Ser Pro Ser Ser
20

<210> 39

<211>19

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 39

Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ser Ala Pro Ser Ser Pro Ser Pro Ala
1 5 10 15

Ser Pro Ser

<210> 40

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 40
Sar Ser Pro Ser Ala Pro Ser Pro Ser Ser Pro Ala Ser Pro Ser Pro

1 5 10 15

Ser Ser Pro Ala
20

<210> 41
<211>24

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 41
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Ala Ala Ser Pro Ala Ala Pro Ser Ala Pro Pro Ala Ala Ala Ser Pro
1 5 10 15

Ala Ala Pro Ser Ala Pro Proc Ala
20

<210> 42

<211> 20

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> secuencia PAS

<400> 42

Ala Ser Ala Ala Ala Pro Ala Ala Ala Ser Ala Ala Ala Ser Ala Pro
1 5 10 15

Ser Ala Ala Ala
20

<210> 43

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> diana miR142

<400> 43

tccataaagt aggaaacact aca 23
<210> 44

<211> 2332

<212> PRT
<213> Homo sapiens

115



<400> 44

Ala

Met

Arg

Thr

Arg

65

Tyr

Ser

Glu

Phe

Gly

145

His

Leu

His

Thr

Gln

Val

Leu

50

Pro

Asp

Leu

Tyr

Pro

13¢

Pro

val

Val

Lys

Arg

Ser

Pro

35

Phe

Pro

Thr

His

Asp

115

Gly

Met

Asp

Cys

Phe
195

Arg

Asp

20

Lys

Val

Trp

val

Ala

100

Asp

Gly

Ala

Leu

Arg

180

Ile

Tyr

Leu

Ser

Glu

val

85

Val

Gln

Ser

Ser

val

165

Glu

Leu

Tyr

Gly

Phe

Phe

Gly

70

Ile

Gly

Thr

His

Asp

150

Lys

Gly

Leu

Leu

Glu

Pro

Thr

S5

Leu

Thr

Val

Ser

Thr

135

Pro

Asp

Ser

Phe

Gly

Leu

Phe

40

Asp

Leu

Leu

Ser

Gln

120

Tyr

Leu

Leu

Leu

Ala
200
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Ala

Pro

25

Asn

His

Gly

Lys

Tyr

105

Arg

Val

Cys

Asn

Ala

185

val

val

10

val

Thr

Leu

Pro

Asn
20

Txp

Glu

Trp

Leu

Ser

170

Lys

Phe

Glu

Asp

Ser

Phe

Thr

75

Met

Lys

Lys

Gln

Thr

155

Gly

Glu

Asp

Leu

Ala

Val

Asn

60

Ile

Ala

Ala

Glu

Val

140

Tyr

Leu

Lys

Glu

116

Ser

Arg

Val

45

Tle

Gln

Ser

Ser

Asp

125

Leu

Ser

Ile

Thr

Gly
205

Trp

Phe

30

Tyr

Ala

Ala

His

Glu

110

Asp

Lys

Tyr

Gly

Gln

190

Lys

Asp

15

Pro

Lys

Lys

Glu

Pro

95

Gly

Lys

Glu

Leu

Ala

175

Thr

Ser

Tyr

Pro

Lys

Pro

Val

80

val

Ala

val

Asn

Ser

160

Leu

Leu

Trp



His

Ala

225

Ser

val

Gly

Ser

Gln

305

Glu

Met

Ser

Ile

Tyr

385

Ala

Gln

Asp

Leu

Ser

210

Arg

Leu

Ile

His

Pro

290

Phe

Ala

Lys

Glu

Gln

370

Ile

Pro

Arg

Glu

Gly
450

Glu

Ala

Pro

Gly

Thr

275

Ile

Leu

Tyr

Asn

Met

355

Ile

Ala

Asp

Ile

Thr

435

Pro

Thr

Trp

Gly

Met

260

Phe

Thr

Leu

val

Asn

340

Asp

Arg

Ala

Asp

Gly

420

Phe

Leu

Lys

Pro

Leu

245

Gly

Leu

Phe

Phe

Lys

325

Glu

Val

Ser

Glu

Arg

405

Arg

Lys

Leu

Asn

Lys

230

Ile

Thr

val

Leu

Cys

310

vVal

Glu

val

Val

Glu

330

Ser

Lys

Thr

Iyr

Ser

215

Met

Gly

Thr

Arg

Thr

295

His

Asp

Ala

Arg

Ala

375

Glu

Tyr

Tyr

Arg

Gly
455

Leu

His

Cys

Pro

Asn

280

Ala

Ile

Ser

Glu

Phe

360

Lys

Asp

Lys

Lys

Glu

440

Glu

Met

Thr

His

Glu

265

His

Gln

Ser

Cys

Asp

345

Asp

Lys

Trp

Ser

Lys

425

Ala

val
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Gln

Val

Arg

250

val

Arg

Thr

Ser

Pro

330

Tyr

Asp

His

Asp

Gln

410

Val

Ile

Gly

Asp

Asn

235

Lys

His

Gln

Leu

His

315

Glu

Asp

Asp

Pro

Tyr

395

Tyr

Arg

Gln

Asp

Arg

220

Gly

Ser

Ser

Ala

Leu

300

Gln

Glu

Asp

Asn

Lys

380

Ala

Leu

Phe

His

Thr
460

117

Asp

Tyr

Val

Ile

Ser

285

Met

His

Pro

Asp

Ser

365

Thr

Pro

Asn

Met

Glu

445

Leu

Ala

Val

Tyr

Phe

270

Leu

Asp

Asp

Gln

Leu

350

Pre

Trp

Leu

Asn

Ala

430

Ser

Leu

Ala

Asn

Trp

255

Leu

Glu

Leu

Gly

Leu

335

Thr

Ser

Val

val

Gly

415

Tyr

Gly

Ile

Ser

Arg

240

His

Glu

Ile

Gly

Met

320

Arg

Asp

Phe

His

Leu

400

Pro

Thr

Ile

Ile



Phe

465

Thr

His

Trp

Leu

Ser

545

Gln

Ser

Arg

Gln

Leu

625

Ser

Thr

Phe

Ile

Leu
705

Lys

Asp

Leu

Thr

Thr

330

Gly

Arg

vVal

Phe

Ala

€10

Gln

Ile

Phe

Ser

Leu

690

Leu

Asn

Val

Lys

val

515

Arg

Leu

Gly

Phe

Leu

595

Ser

Leu

Gly

Lys

Gly

675

Gly

Lys

Gln

Arg

Agp

500

Thr

Tyr

Ile

Asn

Asp

580

Pro

Asn

Ser

Ala

His

660

Glu

Cys

val

Ala

Pro

485

Phe

val

Tyr

Gly

Gln

565

Glu

Asn

Ile

Val

Gln

€45

Lys

Thr

His

Ser

Ser

470

Leu

Pro

Glu

Ser

Pro

550

Ile

Asn

Pro

Met

Cys

630

Thr

Met

Val

Asn

Ser
710

Arg

Tyr

Ile

Asp

Ser

535

Leu

Met

Arg

Ala

His

615

Leu

Asp

Val

Phe

Ser

695

Cys

Pro

Ser

Leu

Gly

520

Phe

Leu

Ser

Ser

Gly

600

Ser

EHis

Phe

Tyr

Met

680

Asp

Asp

Tyr

Arg

Pro

505

Pro

val

Ile

Asp

Trp

585

Val

Ile

Glu

Leu

Glu

665

Ser

Phe

Lys
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Asn

Arg

430

Gly

Thr

Asn

Cys

Lys

570

Tyr

Gln

Asn

Val

Ser

€50

Asp

Met

Arg

Asn

Ile

475

Leu

Glu

Lys

Met

Tyr

555

Arg

Leu

Leu

Gly

Ala

635

Val

Thr

Glu

Asn

Thr
715

Tyr

Pro

Ile

Ser

Glu

540

Lys

Asn

Thr

Glu

Tyr

620

Tyr

Phe

Leu

Asn

Arg

700

Gly

118

Pro

Lys

Phe

Asp

525

Arg

Glu

vVal

Glu

Asp

605

val

Trp

Phe

Thr

Pro

685

Gly

Asp

His

Gly

Lys

510

Pro

Asp

Ser

Ile

Asn

590

Pro

Phe

Tyr

Ser

Leu

670

Gly

Met

Tyr

Gly

Val

495

Tyr

Arg

Leu

Val

Leu

575

Ile

Glu

Asp

Ile

Gly

655

Dhe

Leu

Thr

Tyxr

Ile

480

Lys

Lys

Cys

Ala

Asp

560

Phe

Gln

Phe

Ser

Leu

640

Tyr

Pro

Trp

Ala

Glu
720



Asp

Ile

Gln

Thr

val

785

His

Ser

Glu

Phe

Thr

865

Thr

Gly

Tyr

Leu

Ser

945

Gly

Ser

Glu

Lys

Rsp

770

Ser

Gly

Asp

Met

Thr

850

Thr

Ser

Thr

Asp

Thr

930

Lys

Lys

Tyr

Pro

Gln

755

Pro

Ser

Leu

Asp

Thr

835

Pro

Ala

Asn

Asp

Ser

215

Glu

Leu

Asn

Glu

Arg

740

Phe

Trp

Ser

Ser

Pro

820

His

Glu

Ala

Asn

Asn

900

Gln

Ser

Leu

val

Asp

725

Ser

Asn

Phe

Asp

Leu

805

Ser

Phe

Ser

Thr

Leu

885

Thr

Leu

Gly

Glu

Ser

Ile

Phe

Ala

Ala

Leu

750

Ser

Pro

Arg

Gly

Glu

870

Ile

Ser

Asp

Gly

Ser

250

Ser

Ser

Ser

Thr

His

775

Leu

Asp

Gly

Pro

Leu

855

Leu

Ser

Ser

Thr

Pro

335

Gly

Thr

Ala

Gln

Thr

760

Arg

Met

Leu

Ala

Gln

840

Gln

Lys

Thr

Leu

Thr

920

Leu

Leu

Glu
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Tyr

Asn

745

Ile

Thr

Leu

Gln

Ile

825

Leu

Leu

Lys

Ile

Gly

805

Leu

Ser

Ser

Leu

730

Ser

Pro

Pro

Leu

Glu

810

Asp

His

Arg

Leu

Pro

890

Pro

Phe

Leu

Asn

Gly

Leu

Arg

Glu

Met

Arg

755

Ala

Ser

His

Leu

Asp

875

Ser

Pro

Gly

Ser

Ser

955

Arg

Ser

His

Asn

Pro

780

Gln

Lys

Asn

Ser

Asn

860

Phe

Asp

Ser

Lys

Glu

940

Gln

Leu

119

Lys

Pro

Asp

765

Lys

Ser

Tyr

Asn

Gly

845

Glu

Lys

Asn

Met.

Lys

925

Glu

Glu

Phe

Asn

Ser

750

Ile

Ile

Pro

Glu

Ser

830

Asp

Lys

Val

Leu

Pro

910

Ser

Asn

Ser

Lys

Asn

735

Thr

Glu

Gln

Thr

Thr

815

Leu

Met

Leu

Ser

Ala

895

Val

Ser

Asn

Ser

Gly

Ala

Arg

Lys

Asn

Pro

800

Phe

Ser

val

Gly

Ser

880

Ala

His

Pro

Asp

Trp

960

Lys
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965 970 975

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

Val Ser Tle Ser Leu Leu Lys Thr Asn Lys Thr Ser Asn BAsn Ser Ala
985 1000 1005

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

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

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

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

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

Pro Ile Pro Pro Asp Ala Gln Asn Pro Asp Met Ser Phe Phe Lys
1085 1090 10985

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

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

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

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

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

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

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

120



Leu

Gly

Gln

Gln

His

Gly

Thr

Gln

Glu

Gln

Gln

Pro

Asn

Ile

Ser

Gln

Ile
1205

Thr
1220

Asn
1235

Asp
1250

Thr
1265

Leu
1280

Thr
1295

Arg
1310

Thr
1325

Trp
1340

Ile
1355

Leu
1370

Arg
1385

Arg
1400

His
1415

Glu
1430

Gln

Lys

Val

Phe

Ala

Gly

Arg

Ser

Glu

Ser

Asp

Ser

Ser

Pro

Leu

Ser

Glu

Asn

Glu

His

Asn

Ile

Lys

Leu

Lys

Tyr

Asp

Pro

Ile

Pro

Ser

Asn

Phe

Gly

Ser

Phe

Gln

Ser

Glu

Asn

Asn

Cys

Leu

Tyr

Ala

His

Val

Met

Ser

Leu

Ser

Thr

Pro

Ala

Lys

Met

Glu

Leu

Pro

Leu

Ala

Phe

Val
1210

Lys
1225

Tyr
1240

Asn
1255

Lys
1270

Lys
1285

Asn
1300

Leu
1315

Arg
1330

Lys
1345

Lys
1360

Thr
1375

Ile
1380

Thr
1405

Ser
1420

Leu
1435

Leu

Asn

Asp

Asp

Lys

Gln

Thr

Lys

Ile

His

Glu

Ala

Tyr

Gln
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Pro

Leu

Gly

Ser

Gly

Ile

Ser

Gln

Ile

Leu

Lys

Ser

Lys

Val

Arg

Gly

Gln

Phe

Ala

Thr

Glu

Val

Gln

Phe

Val

Thr

Gly

His

Val

Leu

Lys

Ala

Ile

Leu

Tyr

Asn

Glu

Glu

Gln

Arg

Asp

Pro

Ala

Ser

Ser

Phe

Lys

Lys

His
1215

Leu
1230

Ala
1245

Arg
1260

Glu
1275

Lys
1280

Asn
1305

Leu
1320

Asp
1335

Ser
1350

Ile
1365

Ile
1380

Ser
1395

Gln
1410

Asp
1425

Lys
1440

121

Thr

Ser

Pro

Thr

Asn

Tyr

Phe

Pro

Thr

Thr

Thr

Pro

Phe

Asp

Ser

Asn

val

Thr

Val

Lys

Leu

Ala

val

Leu

Ser

Leu

Gln

Gln

Pro

Asn

Gly

Asn

Thr

Arg

Leu

Lys

Glu

Cys

Thr

Glu

Thr

Thr

Ser

Ala

Ser

Ser

val

Leu



Ser

Val

Lys

Ser

Asp

Asp

Lys

Val

Pro

Glu

Lys

Ala

Val

Asn

Thr

Ser

Leu
1445

Gly
1460

Val
1475

Gly
14%0

Leu
1505

Leu
1520

Trp
1535

Ala
1550

Leu
1565

Trp
1580

Lys
1585

Ile
lel0

Thr
1625

Pro
1640

Leu
1655

val
1670

Ala

Ser

Glu

Lys

Phe

Val

Asn

Thr

Ala

Lys

Asp

Ala

Trp

Pro

Gln

Glu

Ile

Leu

Asn

val

Pro

Glu

Glu

Glu

Trp

Ser

Thr

Ala

Ala

Val

Ser

Met

Leu

Gly

Thr

Glu

Thr

Gly

Ala

Ser

Asp

Gln

Ile

Ile

Lys

Leu

Asp

Lys

Thr

Thr

Val

Leu

Glu

Ser

Asn

Ser

Asn

Glu

Leu

Asn

Gln

Lys

Gln

Lys

Leu
1450

Ser
1465

Leu
1480

Leu
1495

Thr
1510

Leu
1525

Arg
1540

Ala
1555

His
1570

Lys
1585

Ser
1600

Glu
1615

Gly
1630

Arg
1645

Glu
1660

Glu
1675

Glu

Ala

Pro

Pro

Ser

Leu

Pro

Lys

Tyr

Ser

Leu

Gly

Arg

His

Glu

Asp
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Met

Thr

Lys

Lys

Asn

Gln

Gly

Thr

Gly

Pro

Asn

Gln

Thr

Gln

Ile

Phe

Thr

Asn

Pro

val

Gly

Gly

Lys

Pro

Thr

Glu

Ala

Asn

Glu

Arg

Asp

Asp

Gly

Ser

Asp

His

Ser

Thr

Val

Ser

Gln

Lys

Cys

Lys

Arg

Glu

Tyr

Ile

Asp
1455

Val
1470

Leu
1485

Ile
1500

Pro
1515

Glu
1530

Pro
1545

Lys
1560

Ile
1575

Thr
1590

Glu
1605

Pro
1620

Leu
1635

Ile
1650

Asp
1665

Tyr
1680

122

Gln

Thr

Pro

Tyr

Gly

Gly

Phe

Leu

Pro

Ala

Ser

Glu

Cys

Thr

Asp

Asp

Arg

Tyr

Lys

Gln

His

Ala

Leu

Leu

Lys

Phe

Asn

Ile

Ser

Arg

Thr

Glu

Glu

Lys

Thr

Lys

Leu

Ile

Arg

Asp

Glu

Lys

His

Glu

Gln

Thr

Ile

Asp



Glu

Phe

Ser

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

val

Ala

Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Asn
1685

Ile
1700

Pro
1715

Phe
1730

Gln
1745

Gly
1760

Phe
1775

Ile
1790

Asn
1805

Gln
1820

Trp
1835

Gly
1850

Pro
1865

Phe
1880

Met
1895

Pro

Gln

Ala

His

Lys

Prec

Pre

Arg

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Ser

Ala

val

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Phe

Preo

Vval

Leu

val

Tyr

Ile

Gln

Glu

Lys

Met

Phe

Gly

Gly

Phe

Asn

Lys

Arg

Glu

Arg

val

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Ser
1690

Arg
1705

Asn
1720

Phe
1735

Gly
1750

Ala
1765

Ser
1780

Asp
1795

Asn
1810

Pro
1825

Asp
1840

Leu
1855

Gln
1870

Glu
1885

Arg
1300

Asn

Phe

Leu

Arg

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln

Glu

Thr

val

Leu

Val

Thr

Ala

Tyr
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Gln

Trp

Ala

Glu

Leu

Val

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Lys

Asp

Gln

Phe

Asn

Glu

Tyr

Gln

Lys

Asp

Leu

Cys

Val

Ser

Cys

Phe

Lys

Tyr

Ser

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

Asn

His

Thr
1695

Gly
1710

Gly
1725

Asp
1740

His
1755

Asn
1770

Phe
1785

Ala
1800

Tyr
1815

Phe
1830

Lys
1845

Thr
1860

Glu
1875

Tyr
1830

Ile
1905

Ala

123

Arg

Met

Ser

Gly

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

His

Ser

val

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Tyr

Ser

Pro

Phe

Leu

Val

Ser

Arg

Lys

Lys

His

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly



Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

1510

Ila
1825

Ile
1540

Ser
1855

Glu
1870

Thr
1985

Cys
2000

Leu
2015

Gly
2030

Gln
2045

Asn
2060

Leu
2075

Arg
2090

Tyr
2105

Thr
2120

Ile
2135

Mat

Arg

Ile

Tyr

val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Asp

Trpe

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro

Phe

Asp

Leu

Asn

Lau

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

1915

Pro
1930

Leau
1945

Gly
1960

Leu
1975

Pro
1990

His
2005

Lys
2020

Phe
2035

Leu
2050

Lys
2065

Ile
2080

Ser
2085

Lys
2110

val
2125

Phe
2140

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

ES 2926 585 T3

Leu

Met

val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

13920

Ala
1935

Asn
1850

val
1965

Pro
1980

Ile
1895

Met
2010

Leu
2025

Ser
2040

Tyr
2055

Trp
2070

Lys
2085

Gln
2100

Tyr
2115

val
2130

Ile
2145

124

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Asp

Asnh

Lys

val

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

Gln

Ile

Lys

Phe

val

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyr
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15

20

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

vVal

Gln

Arg
2150

Glu
2165

Met
2180

Tyr
21985

Leu
2210

Asn
2225

Val
2240

Met
2255

Gln
2270

Gly
2285

Pro
2300

His
2315

Asp
2330

<210> 45
<211>4

<212> PRT

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Leu

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> aminoacidos 233-236 de IgG1 humana

<400> 45

Glu Leu Leu Gly

1

<210> 46
<211> 42

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

Thr

Cys

Ala

Met.

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

His
2155

Asp
2170

Ile
2185

Phe
2200

Arg
2215

Leu
2230

Thr
2245

Phe
2260

Phe
2275

Phe
2290

Tyr
2305

Arg
2320

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

ES 2926 585 T3

Ser

Asn

Asp

Thr

Asn

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

Val

Ile

Val

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

Val

His

Leu

Ser
2160

Ser
2175

Ile
2190

Pro
2205

Arg
2220

Gln
2235

Ser
2250

Ser
2265

Val
2280

Asn
2295

Pro
2310

Gly
2325

125

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln

Cys

Leu

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

Leu

Ser

Glu

Arg

Leu

Ser

Ala

val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala



10

15

20

25

30
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<220>
<223> XTEN AE42-4, secuencia de proteina

<400> 46
Gly Ala Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly
1 5 10 15

Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala
20 25 30

Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Ala Ser Ser
35 40

<210> 47

<211> 126

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> XTEN AE42-4, secuencia de ADN

<400> 47

ggcgcgccag gttcteocctge tggcteccce acctcaacag aagaggggac aagcgaaagce
gctacgectyg agagtggece tggetetgag ccagceccacct ceggetetga aacecctgec
tcgage

<210> 48

<211> 144

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> XTEN AE144-2A, secuencia de proteina

<400> 48

Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Ser Pro Ala Gly
1 5 10 15

Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly
20 25 30

Ser Ala Pro Gly Thr Ser Thr Glu Prec Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly
35 40 45

126

60

120

126
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15

20

25
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Gly

60

Ser

Ser

Gly

Ser

Glu

Thr

Ala

Glu

Thr

Ala

125

Ser

Ser

Thr

Thr

Ser

110

Thr

Thr

Pro

Pro

95

Thr

Pro

Pro

Glu

Glu

80

Gly

Glu

Glu

Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro
50 55
Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Glu
65 70 15
Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly
85 90
Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro
100 105
Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Glu
115 120
Ser Gly Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro
130 135
<210> 49
<211>450
<212> ADN
<213> Secuencia Atrtificial
<220>
<223> XTEN AE144-2A, secuencia de ADN
<400> 49
ggegegecaa ccagtacgga geegtecgag gggagegeac
ccgactteta ccgaagaggg tacatcetacce gaaccaagtg
tcaacagaac cctetgaggg cteggegect ggtacaagtg
gggcctggga caagecacaga accetteggaa gggagtgece
accccagaat cagggccagg atctgagccc gegacttcgg
tccaccgage cctceccgaagg atcagcccca ggcaccagca
gcacctggta ccagcgaaag cgcaactccc gaatcaggtce
acceccggaga gegggecagg tgoctegage
<210> 50
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> XTEN AE144-3B, secuencia de proteina

<400> 50

140

caggaageee
aaggttecage
agtcegeccac
ctggaacatc
gcteccgagac
cggagccctc

ccggtacgag

Gly

Gly

ggetgggage
accaggcace
cccagaatcce
cgaatoggeca
gcctgggaca
tgagggaagc

cgagtcggeg

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

1

5

10

127

15

&0

120

180

240

300

360

420

450
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20
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Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro

20 25

Glu Thr Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro

35 40

Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro

50 55

Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Thr
65 70 15

Saer Ala Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu

85 20

Thr Thr Glu Pro

100

Ser Ser Glu Gly Ser Ala Pro

105

Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro

115

Gly Ser Pro Ala
120

Thr Glu Glu Gly
130

Thr Ser Thr Glu Pro

135

Ser Glu

<210> 51

<211> 450

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> XTEN AE144-3B, secuencia de ADN

<400> 51

ggcgegecaa
acccccgagt
tccgaaagcg
gececcctggaa
agtgaaggca
tecacegage
goeccoetggga

agtgaagget

<210> 52
<211> 144
<212> PRT

gteccegetgg
ccggecectgg
ctacacccga
caagcaccga
gtgctecctgg
caagcgaagg
goeocegetgg

ctgecaccagg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

aagceccaact
ctctgageet
gagtggacce
gceccagegaa
caccagcace
ctectgecect
ctecteccace

tgectegage

agcaccgaag
gecactageqg
ggcacctcta
ggcagecgcec
gaaccaagcg
ggcactteca

agcactgagg

<223> XTEN AE144-4A, secuencia de proteina

<400> 52

Ala Thr Ser Gly

30

Sar

Glu Ser Gly Pro Gly

45

Gly Thr Ser Thr Glu

60

Glu Pro Ser Glu Gly

80

Gly Ser Ala Pro Gly

95

Gly Thr Ser Thr Glu
110

Gly Ser Pro Thr

125

Ser

Gly Ser Ala Pro Gly

140

aggggacctc
gctececgagac
ccgagcccag
cagggaccte
agggctetge
ccgageecag

agggcacatce

128

agagtccgec
tectggeaca
tgagggctec
cacagagccc
acccgggace
cgaaggcage

taccgaacca

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20

Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala
1 5 10 15
Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu
20 25 30
Ser Gly Pro Gly Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly
35 40 45
Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr Glu
50 55 60
Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu
€5 70 75 80
Ser Gly Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly
85 90 95
Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Ser Pro Ala Gly
100 105 110
Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu
115 120 125
Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly
130 135 140
<210> 53
<211> 450
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial
<220>
<223> XTEN AE144-4A, secuencia de ADN
<400> 53
ggcgcgecaa cgtccgaaag tgoctaceccct gagtcaggee ctggtagtga gectgocaca
agcggaageg aaactceecggg gacceteagag teotgecacte ccgaatcggg gecaggetet
gaacecggeca cttcagggag cgaaacacca ggaacategg agagegctac cceggagage
gggccaggaa ctagtactga gcctagcgag ggaagtgcac ctggtacaag cgagtcegec
acacccgagt ctggeccectgg cteteccageg ggcectcacecca cgagecactga agagggetcet
cecgetggea geoecaacgtbe gacagaagaa ggatcaccag caggetecce cacatcaaca
gaggagggta catcagaatce tgetactece gagagtggac ccggtaccte cactgageec
agegagggga gtgcaccagqqg tgectegage
<210> 54
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2926 585 T3

<223> XTEN AE144-5A, secuencia de proteina

129

60

120

180

240

300

360

420

450
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20
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<400> 54

Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro

Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Thr Ser Glu
20 25

Ser Gly Pro Gly Ser Glu Prec Ala Thr Ser Gly

Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro
50 S5

Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro Gly Ser Pro Ala
65 70 75

Thr Glu Glu Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro
85 20

Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro
100 105

Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Ser Pro Ala
115 120

Thr Glu Glu Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr
130 135

<210> 55

<211> 450

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> XTEN AE144-5A, secuencia de ADN

<400> 55

ggegegacaa
tetgggtegy
gagcctgocca
ggacceggaa
cctacatcca
gaacccgcta
gggccaggga

cccaccagea

<210> 56
<211> 144
<212> PRT

catcagagag
aaacgccagqg
ctageggetc
ccagtaccga
cggaggaggy
cctcaggcag
gccctgetgg

ctgaagaagg

<213> Secuencia Atrtificial

cdgecadaceot
cacaagtgag
cgagactccg
acctagecgag
cacttccgaa
tgagacgcca
atctectacg

tgectegage

gaaagtggte
tctgcaacte
ggaacttceg
ggctectgete
tcegecacee
ggaacgagcg

tecactgagg

Gly Ser Glu Pro Ala

15

Ser Ala Thr Pro Glu

30

Ser Glu Thr Pro Gly

45

Gly Thr Ser Thr Glu

Gly Ser Prc Thr Ser

80

Glu Ser Gly Pro Gly

95

Gly Thr Ser Glu Ser
110

Gly Ser Pro Thr Ser

125

Ser Thr Glu Glu Gly

140

cegggagega
ccgagtecgg
agagcgctac
cgggcageee
cggagtcagy
agtccgctac

aagggtcacc

130

gecagoecaca
acctggctec
accagaaagc
agecggetet
gecaggatet
accggagagt

agcgggetceg

60

120

180

240

300

360

420

450
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20
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<220>

<223> XTEN AE144-6B, secuencia de proteina

<400> 56

Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro

1 5 10

Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro Gly Thr Ser Glu
20 25

Ser Gly Pro Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro

35 40
Ser Glu Pro Ala Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro
50 55

Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Ser Pro Ala

65 70 75

Thr Glu Glu Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu

85 90

Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro
100 105

Thr Ser Gly Ser Glu Thr Pro Gly Thr Ser Glu

115 120
Ser Gly Pro Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu
130 135

<210> 57

<211> 450

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> XTEN AE144-6B, secuencia de ADN

<400> 57

ggcgcgcocaa catctaccga gcctteccgaa ggetetgece

acccetgaaa geoggeectgg aacctocgaa agtgecacte

agecgagtcag caaccecctga gtctggacce ggcagegage

actccogget cagaacccoge taccteagge tcocgagacac

cccacttcca ccgaggaagg aacatccact gagectagtg

agcacagagc caagtgaggg cagtgcacca ggatccgage

actcceggga cctectgagte tgecacccca gagageggac

tccgaaggat cagecaccagg tgectegage

<210> 58

<211> 144

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Gly Thr

Ser Ala

30

Glu Ser

45

Gly
60

Ser
Gly Ser
Gly

Ser

Gly Ser

Ser

Thr

Gly

Glu

Pro

Ala

Glu

Glu Ser

Pro Glu

Pro Gly

Pro Ala

Thr Ser

80

Pro
95

Gly

Pro Ala

110

Ala
125

Ser

Gly
140

Ser

ctgggacctc
ccgagagegyg
ctgcaaccte
coggetetoe
agggctetge
cagcaaccag

cecggecactte

131

Thr

Ala

Pro Glu

Pro Gly

agaatctgca
coccagggaca
tggctcagag
tgetgggagt
ccctggaace
cgggteccgag

aaccgagccc

60

120

180

240

300

360

420

450
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<220>

<223> XTEN AG144-1, secuencia de proteina

<400> 58

Pro Gly Ser Ser Pro Ser Ala Ser Thr Gly Thr

1 5 10

Pro Ser Ala Ser Thr Gly Thr Gly Preo Gly Thr

20 25

Ala Ser Ser Ser Pro Gly Ser Ser Thr Pro Ser
35 40

Pro Gly Ser Ser Pro Ser Ala Ser Thr Gly Thr

50 55

Pro Gly Thr Ser Ser Thr Gly Ser Pro Gly Thr

65 70 15

Ala Ser Ser Ser Pro Gly Ser Ser Thr Pro Ser

85 920
Pro Gly Thr Pro Gly Ser Gly Thr Ala Ser Ser
100 105

Pro Gly Thr Ser Ser Thr Gly Ser Fro Gly Ala
115 120

Ser Thr Gly Ser Pro Gly Thr Pro Gly Ser Gly

130 135

<210> 59

<211> 450

<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> XTEN AG144-1, secuencia de ADN

<4005 59

ggcgcgecac ccgggtegte ccegteggeg tecaceggaa

tcagegtega ctgggacggg acccgggaca cocggttegg

ggttcgteca ccecegtecagg agecacgggt tegecgggaa

ggtacaggge ctggggette accgggtact tecatccacgg

tcggggacgg cttectecatc accaggatcg tcaacacccet

ggaaccecety gttegggtac ggegtegtog agecceggtyg

acaggatcgc ctggggegte acccggcacg tcgagcacag

togggaaccyg cgtegtecaag cgectegage

<210> 60

<211> 144

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

Gly Pro

Pro Gly

30

Gly Ala

45

Gly
60

Pro
Pro Gly
Gly

Ala

Ser Pro

Gly

Ser

Thr

Gly

Ser

Thr

Gly

Ser Ser

15

Gly Thr

Gly Ser
Ala

Ser

Thr
80

Gly
Gly

Ser

Ala Ser

110

Pro
125

Ser

Gly

Thr Ser

Thr Ala Ser Ser Ser

140

cagggccagg
ggactgcate
gcageccaag
ggteacegygy
cgggcgcaac
cgageceggy

gecagcccegg

132

gtcatcececeog
ctectegeet
cgeatccact
aacgccogga
gggcagccec
aacaagctceg

aacccctgga

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20

<220>
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<223> XTEN AG144-A, secuencia de proteina

<400> 60

Gly Ala Ser
1

Ser Ala Ser

Gly Thr Gly

35

Ser Ser

50

Gly

Ser Ala Ser

65

Thr Gly Ser

Gly Ser Ser

Thr
115

Ser Gly

Thr Gly Ser

130

<210> 61
<211> 450
<212> ADN

Pro Gly Th

Thr
20

Gly Th

Pro Gly Th

Thr Pro Se

Thr Th

70

Gly

Pro Gly Th

85

Thr
100

Pro Se

Ala Ser Se

Pro Gly Al

<213> Secuencia Artificial

<220>

r Ser Ser

r Gly Pro

r Pro Gly

40

r Gly Ala

55

r Gly Pro

r Pro Gly

r Gly Ala

Pro
120

r Ser

a Ser Pro

135

<223> XTEN AG144-A, secuencia de ADN

<400> 61

ggcgegecag
gcctcaaccg
actecctggtt
ggatcacctg
acgtcctcga
tecteaacge
tcgtegectyg
accteoctega

<210> 62
<211> 144

gtgecectegee
ggacgggtcc
ccggtacgge
gctcgtcace
ctgggtcgee
cctegggtge
gggcatcacce

caggtagece

gggaacatca
cggctcatcc
atcgtecatce
ttcggegtca
tggtacgeccg
gactggtteg
ggggacgagc

ggcctegage

Thr

Gly

25

Ser

Thr

Gly

Ser

Thr
105

Gly

Gly

10

Ser

Gly

Gly

Ala

Gly

90

Gly

Ala

Thr

Ser

Ser

Thr

Ser

Ser

75

Thr

Ser

Ser

Ser

Pro

Pro

Ala

Pro

60

Pro

Ala

Pro

Pro

Ser

Gly

Ser

Ser

45

Gly

Gly

Ser

Gly

Gly
125

Thr

Ser

Ala

30

Ser

Ser

Thr

Ser

Thr
110

Thr

Sear

15

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

95

Pro

Ser

Ser

Pro

Thr

Pro

Pro

Ser

80

Pro

Gly

Ser

Pro

Gly

tcaactggtt
cccagcgcca
ccgggaaget
actggaacgg
ggatcaggaa
cegggaacte

tcocacggggt

140

cacccgggte
gcactggaac
caacaccgte
ggccaggggce
cggectceate
ctggeteggy

cccetggage

133

Gly

atccccecteg
aggtcctgge
cggagcgaca
ctcacccgga
ctegeetggg
gacggeeteg

gtcaccgggg

60

120

180

240

300

360

420

450
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20

25

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

ES 2926 585 T3

<223> XTEN AG144-B, secuencia de proteina

<400> 62

Gly Thr
1

Pro Ser

Thr Gly

35

Gly Ser

50

Ser Ala

Gly Thr

Gly Ser

Gly Thr

Thr Gly

130

<210> 63
<211> 450
<212> ADN

Pro

Gly

Ser

Ser

Ser

Gly

Ser

Ser

115

Ser

Gly Ser

Ala
20

Thr

Pro Gly

Thr Pro

Thr Gly

Pro Gly

85

Thr
100

Pro
Thr

Ser

Pro Gly

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Gly Thr

Gly

Thr

Ser

Thr

70

Ser

Ser

Gly

Ala

Ala

Ser Pro

Pro Gly

Gly aAla

Gly Pro
Ser Thr
Ala

Gly

Pro
120

Ser

Ser Pro

135

<223> XTEN AG144-B, secuencia de ADN

<400> 63

ggcgegceag
tcgggageta
acgccaggta
gggtegecey
gcctcaacgg
tegtcaacac
ggaagcccgg

acttcaageca

<210> 64
<211> 144

gtacaccggg
cgggaagece
gcggcacgge
gatcaageceoe
ggacaggacc
ccteggggge

gggcetegoe

cagggagccae

cagcggcacg
aggagcgtca
cagcagctcecg
gtecagetteoe
tggttecateg
aacggggage
gggtacgage

tgectegage

Ser Ser

10

Ser

Gly Ala Ser

25

Ser Gly Thr

Thr Gly Ser

Ser
75

Gly Ser

Ser
90

Pro Gly

Thr
105

Gly Ser

Gly Ala Ser

Gly Thr Ser

gcttegtegt
ccgggaacgt
ccaggtteat
actggaacag
acgccgtcag
cctggtgegt

tccacgggat

Pro Gly

Pro Gly

30

Ala Ser

45

Pro
60

Gly
Pro Ser
Ala

Thr

Pro Gly

Ser

Thr

Ser

Ser

Ala

Gly

Ala

Ser Thr

15

Ser Ser

Ser Proc

Ser Pro

Thr
80

Ser

Ser Pro

95

Ser Pro

110

Pro Gly

125

Ser Thr

140

cacccggctce
cgtcaacggy
cgacccegtce
gaccagggte
gggegacagg

cgectggaac

cgcceggagce

134

Thr

Gly

Ser Ser

Ser Pro

gtccacaccg
gtcaccgggt
gggagcgact
gtegecgtca
ctcgoceocogga

ctcatccacce

gteccececogga

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20
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Pro

Pro

Ser

Pro

60

Pro

Ser

Pro

Thr

Gly

Gly

Thr

45

Gly

Gly

Thr

Gly

Pro

Ala

Thr

30

Gly

Thr

Thr

Gly

Ser

110

Ser

Ser
15

Ser

Ser

Pro

Ser

Ser

95

Ser

Gly

Pro

Sar

Pro

Gly

Ser

80

Pro

Thr

Ala

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> XTEN AG144-C, secuencia de proteina

<400> 64

Gly Thr Pro Gly Ser Gly Thr Ala Ser Ser Ser

1 5 10

Gly Thr Ser Ser Thr Gly Ser Pro Gly Ala Ser
20 25

Thr Gly Ser Pro Gly Ala Ser Pro Gly Thr Ser

35 40
Gly Ser Ser Pro Ser Ala Ser Thr Gly Thr Gly
50 55

Ser Gly Thr Ala Ser Sexr Ser Pro Gly Ala Ser

65 70 15

Thr Gly Ser Pro Gly Ala Ser Pro Gly Thr Ser

85 90

Gly Ala Ser Pro Gly Thr Ser Ser Thr Gly Ser
100 105

Pro Ser Gly Ala Thr Gly Ser Pro Gly Ser Ser

115 120
Thr Gly Ser Pro Gly Ala Ser Pro Gly Thr Ser
130 135

<210> 65

<211> 450

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> XTEN AG144-C, secuencia de ADN

<400> 65

ggcgegeeag gtacaccegg atcgggtaca gogtcatega

acgtcgagea cggggtcegece aggggcegtee cctgggacgt

gcgtcacecg gecacgtcgtc cacgggttca cctggtagcet

accgggectg gaacteceggg gageggcaca gegagetegt

acatcgagca ccgggtegeoce aggagecatcg ccoccggaacat

gegtegeeeg ggacatcaag cacaggttcoc cecgggatcega

ggatcaccag ggagetegac acctteoegge gcaacgggat

acgtcaagea ctggetecce tgectegage

125

Ser Thr

140

geceoeccggtge
cctcaacagg
cceccttoege
cgcegggagce
ccagcacagg
geacgeegte

cgeoccggage

135

Gly

Ser Pro

gtcacctggt
ctegeoeceggt
gtccactgge
ategectggg
aagccccgge
cggagecact

cagcecgggt

60

120

180

240

300

360

420

450
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15

20

<210> 66
<211> 144
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2926 585 T3

<223> XTEN AG144-F, secuencia de proteina

<400> 66

Gly Ser
1

Ser Ala

Thr Gly

35

Gly Ser

50

Ser Ala

€5

Thr Gly

Thr

Gly

Pro Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Ser

Pro

Gly

Pro Ser

Thr
20

Gly
Pro Gly
Thr

Pro

Thr Gly

Ala

Thr

Ala

Ser

Thr

Ser Thr

Gly

Pro

Pro
40

Ser

Gly Ala

55

Gly Pro

70

Pro Gly

85

Gly Ser

100

Ala Thr

115

Thr Gly

130

<210> 67
<211> 450
<212> ADN

Ser

Pro Gly

<213> Secuencia Artificial

<220>

Ser

Gly

Gly

Ala

Ser Pro

Thr

Ala

Pro
120

Ser

Ser Pro

135

<223> XTEN AG144-F, secuencia de ADN

<400> 67

ggegegeeag
gcatcaacgyg
gcatecacceg
ggatcacctg
acgtccagea

acaccagggt

getecageee
ggacgggacc
gaacgtecate
gctcaagcce
ceggatcace

cgggaacage

ctcegegage
gggggegteca
gaccggatcg
tagcgcgtca
cggatcgage

ctectegtea

Thr
10

Gly Gly

Gly Ala Ser

25

Gly Thr Ser

Thr Gly Ser

Ala Ser

75

Gly

Ala
90

Ser Ser

Ser Ser Ser

105

Gly Ser Ser

Gly Thr Ser

acgggaaccqg
ceaggaacgt
ccagggaget
accggcacgg
ccatecgect

ccaggecteet

Pro Gly

Pro

Gly

Thr
45

Ser

Pro
60

Gly
Pro Gly
Thr

Gly

Pro Gly

Ser

Thr

30

Gly

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser Pro

15

Ser Ser

Pro

Ser

Pro

Ser

Ser
80

Ser

Gly Pro

95

Ser Thr

110

Thr Pro

125

Ser Thr

140

gaccaggtte
cetecacegy
cgacgecate
gtccgggtge
caaccggaac

caacccecte

136

Ser

Gly

Gly Ala

Ser Pro

gtcacecteca
ctegeegggt
aggcgcaaca
ctcecocctgge
cggacccggt

gggagccacg

&0

120

180

240

300

360
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15
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ggttegeeeg gttegteaac geettecgga gecaactggta gececggage ategecagga

acttcgagea cggggtegee cgectegage

<210> 68
<211> 4374
<212> ADN

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> coFVIII-1 Secuencia de ADN

<400> 68

atgcagattg
acacgaaggt
ggagagctgc
actagegtgg
gcaaagecta
gacaccgtgg
ggcgtcaget
gaaaaagagg
aaagagaatg
gtggacctgg
ggaageetgy
tttgacgaayg
gcegetteoag
ctgeectggge
accacacctg
cgacaggcett
gacctgggge
gcttacgtga
gaagcagaag
gacgataaca
tgggteccatt
ceagacgate
aagtacaaga
atcecagecacy

ctgatcattt

agctgtctac
attatctggg
cagtggacge
tctacaagaa
ggeccacectyg
tcattacact
actggaaggce
acgataaggt
gcecctatgge
tcaaggatct
ctaaggagaa
ggaaatcatg
ccagagcttg
tgateggetg
aagtgcactc
cectggagat
agttcctgect
aagtggactc
actatgacga
geccctectt
acatcgcage
getectacaa
aagtgeggtt
agagaggeat

tcaagaacca

ttgecttttte
ggctgtggaa
aaggtttcece
aacactgtte
gatgggactyg
taagaacatg
ttecgaagga
gtttcectgge
ctecgaccet
gaacagcggce
aacccagaca
geacagegag
gcccaaaatg
ccaccgaaag
cattttectg
ctctecaatt
gttttgecac
ttgtccegag
tgacctgacc
tatccagatt
cgaggaagag
atetecagtat
catggeatat
cetgggacea

ggccagccgyg

ctgtgectge
ctgtcttggg
cctagagtec
gtggagttta
ctggggccaa
gcctecacace
gcagagtatg
ggatctcata
ctgtgectga
ctgatcggag
ctgecataagt
acaaagaata
cacactgtga
agegtgtatt
gagggacata
accttectga
atcagctcece
gaacctcagc
gactccgaga
agatctgtgg
gactgggatt
ctgaacaaty
accgatgaga
ctgetgtacyg

ccttacaata

tgaggttttg
attacatgca
ctaagtcatt
ctgatcacct
caatccaggce
ccgtgagect
acgatcagac
cctacgtgtyg
cctactetta
cectgetggt
teattetget
gtetgatgea
acggctacgt
ggeatgtecat
cctttetggt
cagcacagac
accagcatga
tgcggatgaa
tggatgtggt
ccaagaaaca
atgcaccact
ggccacagayg
cettoaagae
gagaagtggy

tctatecaca

137

ctttteceget
gagtgacctg
cceccttcaac
gttcaacatc
cgaggtgtac
gcatgctgtg
ttcccagaga
gcaggtcctg
tctgagtcac
gtgcagggaa
gttegeegtg
ggacagggat
caatcgctca
cgggatggge
ccgcaaccac
tetgetgatg
tggcatggag
gaacaatgag
ccgattcgat
ccctaagaca
ggtgctggea
gattggeaga
tegegaagee
agacaccctg

tgggattaca

420

450

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500



gatgtgogec
ccaatecectge
actaagagcg
gatetggcaa
agaggcaacc
aacaggtcat
cagctggaag
ttegacagtt
attggggcac
atggtctatg
atggagaate
atgactgcece
tcatacgagg
tttagtcaga
cagagtgatc
gacttegata
aggcattact
cacgtgetge
caggagttta
ctgggactge
agaaatcagg
cagegacagg
ttttggzagg
gcectattttt
ctggtgtgece
ttcgectcotgt
gagegaaatt
taccgettte
caggaccaga
attcatttea

tacaacctgt

ctctgtacag
ccggagaaat
accctcggtg
gcggactgat
agatcatgtce
ggtacctgac
atcctgagtt
tgcagetgag
agacagattt
aggacacact
ceggactgtg
tgctgaaagt
acatcagcge
atcctecagt
aggaagagat
tetatgacga
ttattgeege
gaaatagggce
cagacgggtce
tggggcecta
ccteteggee
gagctgaacce
tgcagecacca
ctgacgtgga
atactaacac
tetttacecat
geagggetec
atgetatcaa
gaatceggtg
gcgggeacgt

atcccggegt

caggagactg
cttcaagtac
cctgacccge
cggaccactg
cgacaagcgg
cgagaacatc
tcaggecatct
cgtgtgectg
cetgagegtg
gactctgttce
gattctaggg
gtcaagectgt
atatctgctg
getgaagagg
cgactacgac
agatgagaac
agtggagcegg
ccagtcagga
ctttactcag
tatcagagea
ttacagtttt
acgaaaaaac
tatggceccea
toetggagaag
cectgaatcca
ctttgatgag
atgtaacatt
tggatacate
gtatetgetg
gtttactgtce

gttcgaaacce
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ccaaagggcg

aagtggactg

tactattcta
ctgatttgtt
aatgtgatte
cagagattcc
aacatcatgc
cacgaggtcg
ttetttteeg
ccctteoageg
tgecacaaca
gacaagaaca
tccaaaaaca
caccagaggy
gatacaattt
cagagtaocte
ctgtgggatt
agecgteecac
ccactgtaca
gaagtggagg
tattcaagece
ttegtgaage
acaaaagacg
gacgtgcaca
gcccacggee
acaaagagcet
cagatggaag
atggatactce
ageatgggea
aggaagaaaqg

gtcgagatge

tcaaacacct
tcaccgtcga
gtttcgtgaa
acaaagagag
tgttcagtgt
tgcctaatcc
atagtattaa
cttactggta
gctacacttt
gcgaaaccegt
gagattteag
ccggggacta
atgccattga
agatcaceccyg
ctgtggaaat
gatcatteca
atggcatgte
agttcaagaa
ggggcgaact
ataacattat
tgatctetta
ctaatgagac
agttcgattg
gtggcoctgat
ggcaggtecac
ggtacttcac
accecacatt
tgeecggget
gcaacgagaa
aagagtacaa

tgecctageaa

138

gaaggactte
ggatggcccc
tatggaaaga
cgtggatecag
ctttgacgaa
agctggggtyg
tggctacgtg
tatectgage
taagcataaa
gtttatgagc
aaatcogogga
ctatgaagat
accccggtcet
cactaccctg
gaagaaagag
gaagaaaace
ctetagtecet
agtggtctte
gaacgagcac
ggtecacctte
cgaagaggac
caaaacatac
caaggcatgg
tggeccactyg
tgteecaggag
cgaaaacatg
caaggagaac
ggtcatggea
tatecactea
gatggccctg

ggccggaate

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360
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15

tggagagtgg
gtgtacagta
cagattacey
tecggateta
ctggcocccaa
ctgtacatct
cgceggcaata
aagcacaaca
tattctatte
atgececcctgg
ttcactaata
agcaacgcat
aaaactatga
tacgtcaagg
cagaacggga
agtctagacc

cagattgecec

<210> 69
<211> 577
<212> ADN

aatgcctgat
ataagtgteca
catetyggaca
tcaacgetty
tgatcattca
cacagtttat
gcacaggaac
ttttcaatce
gaagtacact
ggatggagtc
tgtttgetace
ggcgaccaca
aggtgaccgyg
agttectgat
aggtgaaagt
cteccactget

tgagaatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

tggagagcac
gacacccetg
gtacggacag
gtecacaaaa
tggcatcaaa
catcatgtac
tctgatggtg
ccctatcatt
gaggatggaa
caaggcaatce
ctggageect
ggtgaacaat
ggtcacaact
ctetagttea
cttccaggge
gaccagatac

agtgectggga

<223> Promotor ET, secuencia de ADN

<400> 69

ctcgaggtca
ggggcaggty
gaggccgega
cgececggac
atgttgagta
ttgaacaggg
tcgtagagcg
tacttattet
tggcagggat

agecgtcaca

<210> 70
<211> 4374
<212> ADN

attcacgcga
acgtttgecce
ttgccgecaat
ggtatcgata
agatggaaaa
gecgggegat
agtgttccga
cettttgttg
cagcagecetg

cagatccaca

<213> Secuencia Atrtificial

gttaataatt
agcgegeget
cgcgaggggce
agecttaggag
ctactgatga
cagcaggtag
tactctaatc
actaagtcaa
ggttggaagg

agectectgec
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ctgcatgetg
ggaatggecat
tgggcaccta
gagectttet
actcagggag
agcctggatg
ttetttggea
gctagataca
ctgatgggat
tctgacgeec
tocaaageaa
cccaaggagt
cagggegtga
caggacggac
aatcaggatt
ctgagaatcc

tgegaggeca

accagcgcgg
ggtaattatt
aggtgacctt
cttgggetge
ccettgecaga
ctctagagga
tcecectaggea
taatcagaat
agggggtata

accatgg

ggatgtctac
ccgggeatat
agetggetay
cttggattaa
cteggoagaa
ggaagaaatg
acgtggacag
tccggetgea
gegatetgaa
agattaccgce
gactgeacet
ggttgcaggt
aaagtctgct
atcagtggac
cctttacace
accctcagte

aggatctgta

gccaaataaa
aacctcgega
tgcccagegce
aggtcgaggg
gacagagtat
tccecgtcetyg
aggttcatat
cagcaggttt

aaagceeectt

139

cctgtttetg
cagggattte
actgeactat
ggtggacctg
gttctectct
gcagacatac
cagcggaatc
cccaacccat
cagttgttea
cagctectac
gcaaggacge
cgattttcag
gacctcaatg
actgttettt
tgtggtcaac
ctgggtgcac

ctga

taatccgega
atattgattc
gcgttcgcec
cactgggagg
taggacatgt
tectgeoacatt
ttgtgtaggt
ggagtcaget

caccaggaga

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374

60

120

180

240

300

360

420

480

540

577



<220>

<223> coFVIII-5

<400> 70

atgcaaatcg
acccgoegat
ggggagetge
acctcogtgg
gocaagecea
gacactgtgg
ggagtgtett
gaaaaggaag
aaggagaacy
gtggacctey
ggctcactgg
ttegacgagg
gecgecteeg
ctecctggee
accaceceeg
cggcaggcct
gacctgggac
gcatacgtga
gaagccgagg
gacgataaca
tgggtgcatt
cetgacgace
aagtacaaga
atccaacacg
ctcattatct

gacgtgcgece

aactgagcac
actacctggg
cegtggatge
tgtacaagaa
gaccteoeocetyg
tecatcactet
actggaaage
atgacaaggt
geccaatgge
tgaaggacct
cgaaagaaaa
ggaagtcgtg
ccecgggectg
tgattggatg
aggtgcacag
ccctggaaat
agttcctgct
aggtcgattc
actacgacga
gcecttectt
acattgegge
ggagctacaa
aggtccgett
aatccggcat
tcaagaacca

cactgtacte

ctgtttette
agcagtggag
caggttcect
aactctgtte
gatggggetyg
gaagaacatyg
gtecgagggy
gttcccagga
ctecgacceyg
caactcggga
gactcagacc
gcacagcgag
gcctaagatg
ccaccggaag
catecttcoetg
cagccccatt
gttctgccat
ctgcecctgag
cgacctgacg
catccaaatt
ggaagaagag
gagccagtac
catggcctat
cctgggcceg
ggctteccgg

geggegectyg
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ctectgeetge
ctoteoctggg
cecegggtge

gtggagttca

ttgggaceta
gectegeate
gecgaatacyg
ggatcgcaca
ctgtgectga
ctgattggag
ttgcacaagt
actaagaact
cacaccgtga
tcegtgtact
gaaggtcaca
accttcctca
atctcctece
gaaccccagc
gatagcgaga
cgeteggtgg
gactgggatt
ctgaacaacy
accgacgaaa
ctcttgtacg
ccgtacaaca

cccaagggtg

tgagattctg
attacatgeca
caaagtegtt
ccgaccacct
ceatecaage
cegtgtecet
acgaccagac
cctacgtgtg
cctactegta
cectgetggt
tcattctget
ccctgatgea
acggttacgt
ggcacgtgat
catttctegt
ctgcccagac
accaacatga
tccgcatgaa
tggatgtggt
caaagaagca
atgcceeget
gtecacagay
ccttcaaaac
gagaagtcgg
tctatccgea

tcaaacacct

140

tttcteegeg
gagecgacctt
teegtteaae
gttcaatatc
ggaggtgtac
gcacgcaegtg
ctegeagaga
gcaagtgttg
cctgtoecac
ctgcagggaa
gttcgetgtg
agatagagat
gaaccgctcec
egggatgggg
gcgecaaccac
tctgctgatg
cggaatggag
gaacaatgag
cecggttcogat
ccccaagacc
tgtecteget
gatcggtaga
tagagaggcc
cgacaccctt
tgggatcact

gaaggatttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

2¢0

9260

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560



cegatectte
actaagtectg
gacctggeea
cggggaaacc
aaccggtegt
cagctggaag
ttcgattege
attggtgece
atggtgtacg
atggagaatc
atgactgcgce
tcatacgagg
tteocageecaga
cagtcagace
gactttgaca
cgccactact
cacgtgctee
caggagttca
ctcggectoce
cgtaaccaag
cagcggcagg
ttctggaaag
gectacttet
ctegtgtgece
ttegetctgt
gagaggaact
taceggttee
caggatcaac
attecacttet
tacaaccttt
tggegegtgg

gqtgtatagea

cgggagaaat
accctagatg
gcggactgat
agatcatgtc
ggtacctgac
atcctgagtt
tgcagetgag
agactgactt
aggacaccct
ccggectgtyg
tgctcaaggt
acatctccge
acccaccegt
aggaggaaat
tctacgacga
ttattgctge
gcaaccgage
ctgacgggag
tcggacctta
ccagccgccc
gcgcagaace
tgcagecatca
cegatgtgga
ataccaatac
tctteactat
gcagagecoe
acgccattaa
ggatcagatg
ceggteatgt
atcceggagt
agtgtttgat

acaagtgeca

cttcaagtac
cctcaceege
cggeceegetg
ggataagagg
tgaaaacatc
tcaggcatca
cgtgtgtctg
cctgteegtg
gacecctette
gatcttggge
gtccagctge
ctacctcctg
gcttaagaga
cgactacgat
agatgaaaac
tgtcgagegg
ccagagogge
cttcactcag
catcagagca
gtactcgttc
gcgecaagaac
tatggcececcg
cttggagaag
cctgaaccce
cttegacgaa
ctgtaacate
cggatacatce
gtacttattg
gttcactgtg
gttegaaact
tggagaacat

gacteegett
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aagtggaccg

tactactcat
ctgatttget
aacgtcatcc
cagcggttec
aacatcatgec
cacgaagtgg
tttttectecg
cctttttecg
tgccacaaca
gacaagaaca
tccaagaata
catcaacggg
gacaccatct
cagagcccega
ctgtgggact
teggtgeoege
cetttgtace
gaagtggaag
tactccteccce
ttegtgaage
actaaggacg
gacgtccact
gcacacggtc
actaagtcct
cagatggagg
atggatacge
tcgatgggea
cggaagaagy
gtggaaatge

cteccatgegg

gggatggegt

tgaccgtgga
ccttegtcaa
acaaggaatc
tettetecgt
tececcaacee
actccattaa
cctactggta
getacacgtt
gcgaaactgt
gcgacttceg
ccggagacta
acgccattga
agatcactag
cggtcgagat
ggtegttcea
acggaatgtc
aattcaagaa
ggggagaact
ataacatcat
tcatttctta
ccaacgaaac
agtttgactg
ccggecteat
gcecaggtcac
ggtacttcac
acccgacgtt
tgecegggtet
gcaacgagaa
aagagtacaa
tgecgtogaa
ggatgtcaac

caggacacat

141

agatggecca
cat.ggagcge
agtggaccaa
gtttgacgaa
cgegggegtyg
cggcetacgtg
catcctgtcee
caagcacaag
gtttatgage
taacagagga
ttatgaggac
acctcggagc
gaccaccctg
gaagaaggag
aaagaaaacc
gtecctcegeceg
ggtcgtgtte
caatgaacat
ggtcactttc
cgaagaggac
caagacctac
caaagcctgg
cggtecectg
cgtgcaggag
cgagaacatg
caaggaaaac
tgtgatggece
catccactct
gatggeectyg
ggecaggeatt
cctgttectg

tagggattte

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1280

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480



10

cagatcactg
teceggateca
ctggcoccca
ctgtacatca
agggggaaca
aagcataaca
tacagecatte
atgccgttgg
tttaccaaca
tccaacgeat
aaaaccatga
tacgtecaagy
caaaatggaa
tcecttgate

cagatcgegce

<210> 71
<211> 4374
<212> ADN

cgtceggeeca
ttaacgeccetg
tgattatcca
geecagtteat
gcaccggeac
tcttcaacce
gctccacect
gaatggagtc
tgttegecac
ggcggccaca
aggtcaccgg
agttcctgat
aggtcaaggt
cacccctect

tgaggatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-6

<400> 71

atgcagattg
actcgeocoggt
ggcgaactec
acctecegtgg
gecaageocge
gacaccgtgg
ggagtgteet
gaaaaggagyg
aaggaaaacqg
gtggacctcg

ggttegeteg

agctgteecac
actaccttgg
ccgtggatge
tgtacaagaa
geccaccttg
tgatcaccct
actggaagge
acgataaagt
gacctatgge
tgaaggacct

ctaaggaaaa

gtacggcecaa
gtcaaccaag
cggaattaag
aatcatgtac
actgatggtc
tccgattate
gcggatggaa
caaagcaatt
gtggtecaccg
ggtcaacaac
agtcacaacc
ctocecagoage
gtttecaggge
gaccecgctac

ggtecctggga

ttgtttctte
agecgtggag
cagattcecece
aaccctettt
gatgggocte
gaagaacatg
ctecgaagga
gtteecggge

atecegatcet

gaacagcggg

gacccagace

ES 2926 585 T3

tgggccecta
gagccattct
acccaggggg
tccctggacg
ttttteggaa
gctecggtaca
ctgatgggct
tccgacgege
tccaaggcece
cctaaggagt
cagggagtga
caggacgygge
aatcaggatt
cttegecatec

tgcgaagccce

ctgtgcctec
ctttcatggg
cccegegtge
gtcgagttca
ctgggaccga
gcgteccace
gctgagtacg
ggctegeata
ctgtgectga
ctgattggtg

ctcecataagt

agctggeccg
cctggatcaa
ccocggcagaa
gaaagaagtyg
atgtggactc
ttagacttca
gcgatctgaa
agatcaccgc
ggctgcacct
ggctccaggt
agtecgetget
accagtggac
cattcaccece
acccacagtc

aggacctgta

tgegettetg
actacatgea
caaagtcett
ctgaccacct
ccattceaage
ccgtgteccct
acgaccagac
cttacgtgtyg
cttactecta
cacttctcgt

tcatectttt

142

cctgecattac
ggtggacctt
gttctcctcea
gcaaacctac
ctccgggatt
cectacccac
ctcgtgcage
ctcgtcctac
ccagggaaga
ggacttccag
gacttctatg
cetgttette
ggtggtgaac
ctgggtgcac

ctga

tttetcocegece
gagcgacctg
ccectttaac
gttecaacatc
tgaagtgtac
gcatgcggtc
tagcecagegg
gecaagteetg
cetttececat
gtgccgegaa

gttegetgtg

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660



ttegatgaag
geegecteag
ctgececggge
actacgecctg
cgccaggect
gacctgggge
gcctacgtga
gaggcecgagg
gacgacaaca
tgggtgecact
cccgatgacce
aagtacaaga
attcaacatg
ctecatcatct
gacgtgcgge
cctatcctge
accaagagcg
gacctggeat
cgcggcaacc
aacagatcct
caactggagg
ttcgactege
ateggegece
atggtgtacg
atggagaacc
atgactgecce
teectacgagg
ttcagccaga
caatcggate
gatttegata
agacactact

cacgtoctte

gaaagteatg
cecgegectg
tcatecggttg
aagtgcactc
ctctggaaat
agttecttet
aggtggactc
actatgacga
gcccoccagett
acatcgceggce
ggtcgtacaa
aagtgcggtt
agageggeat
tcaaaaacca
cactctacte
cgggcgaaat
atcctaggtyg
cgggactcat
agatcatgtc
ggtacctcac
accctgagtt
tgcagetgag
agactgactt
aagataccct
cgggtctgtg
tgctgaaggt
atatectecage
acccgectgt
aggaggaaat
tetacgacga

ttategeege

ggqaaccggyge

gecattecegaa
gcctaaaatg
tcacagaaag
catcttectg
ctceeccgatt
cttectgecac
atgcccggaa
cgatttgact
catccagatt
cgaggaagaa
gtcccagtat
catggcgtac
tctgggacca
ggcctceocgg
gcggagectg
cttcaagtat
tectgactegg
tggaccgetg
cgacaagcgc
tgaaaacatc
tcaggcetcg
cgtgtgecte
cctgagegtg
gaccctgtte
gattctggga
gtcectecatge
ctacctectg
gctgaagagg
cgactacgac
ggacdgaaaat
ggtggaaaga

ccagagegga

ES 2926 585 T3

actaagaact
catacagtca
tcegtgtact
gaagggcaca
acctttetga
atctccagece
gaacctcagt
gacteocgaga
cgcagegtgg
gattgggact
ctgaacaatg
actgacgaaa
ctgectgtacg
ccttacaaca
ccgaagggceg
aagtggaccg
tactactceca
ctgatctgcet
aacgtgatcc
cagaggttcc
aatatcatgc
catgaagtcg
ttetttteeg
cctttectecg
tgccacaaca
gacaagaaca
teccaagaaca
caccagcgag
gacaccatct
cagtococte
ctgtgggact

teggtgecte

cgctgatgea
acggatacgt
ggcacgtcat
ccttectegt
cegcccagac
atcagcacga
tgcggatgaa
tggacgtegt
ccaagaagca
acgcceegtt
gtccgcagcg
cgtttaagac
gagaggtegg
tetaccectea
tcaagcacct
tcaccgtgga
gettegtgaa
acaaagagte
tgttctccgt
tcccaaacce
actcgattaa
cttactggta
gttacacctt
gcgaaacggt
gagacttteg
ceggagacta
acgcgatcga
aaattacccg
cggtggaaat
geteattceca
atggaatgte

agttcaagaa

143

ggacegggat
gaatcggtca
cggcatggge
gcgcaaccac
tectgeteatg
cggaatggag
gaacaacgag
goggttegat
ccccaaaace
ggtgctggea
gattggcaga
ccgggaggcec
cgataccctg
cggaatcacc
gaaagacttc
ggacgggccc
catggaacgg
ggtggatcaa
gtttgatgaa
cgcaggagtyg
cggttacgtg
cattetgtee
taagecacaag
gttcatgtcg
gaaccgcgga
ctacgaggac
geecgegeoage
gaccacccte
gaagaaggaa
aaagaaaact

atccagecet

agtggtgtte

720

780

840

00

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1380

2040

2100

2160

2220

2280

22340

2400

2460

2520

2580



10

caggagttca
ctgggectge
cgtaaccaag
cagcgccaag
ttetggaagyg
gectacttet
ctegtgtgte
tttgetetgt
gagcgaaact
tatagattcc
caggatcaga
attcacttet
tacaatctgt
tggagagtgg
gtgtactcga
cagatcacag
tcoggatoga
ctggoecccta
ctgtacatcet
aggggaaact
aagcacaaca
tactcaatee
atgcegttygy
ttcactaaca
tcaaatgecct
aagaccatga
tatgtgaagg
caaaacggaa
tcectggace

cagattgcat

<210> 72
<211> 4824
<212> ADN

ccgacggeag
tcggtcecta
catccagace
gcgecgagec
tecaacacea
cegacgtgga
acaccaacac
tcttecaccat
gtagagecgece
acgccatcaa
ggattcggtg
ceggtcacgt
accceggggt
agtgecctgat
ataagtgeca
caagecggaca
tecaacgecatg
tgattateca
cgcaattcat
ccacecggcac
tcttcaacce
getcaactet
ggatggaate
tgttegecac
ggcggecgea
aagtgaccgg
agttcctgat
aggtcaaggt
ccecactget

tgcgaatgga

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> coFVIII-6-XTEN

<400> 72

cttcaccecag
catcecgegeg
ttactectte
ccgcaagaac
tatggecceyg
cettgagaayg
cctgaaccea
ttttgacgaa
ctgcaatatce
cgggtacatc
gtacttgetg
gttcactgtg
gttcgaaact
cggagagcac
gaceceegetg
atacggccaa
gtocaccaayg
cggaattaay
catcatgtac
cctgatggte
accgatcata
tcggatggaa
aaaggctatt
ctggagccce
agtgaacaat
agtcaccacc
tagcagcagce
gttccagggyg
gacgcggtac

agtectggge

ES 2926 585 T3

ccgetgtace
gaagtggagg
tattectece
ttegtcaage
accaaggatg
gatgteccatt
gcgecatggac
actaagtcecet
cagatggaag
atggatactc
tcaatgggat
cgcaagaagg
gtggagatge
ctececacgegg
ggcatggect
tgggcgccga
gaaccgttot
acccagggeyg
agectggacg
ttttteggea
geccagatata
cteatggyggt
agegacgeec
tccaaggcca
ccgaaggaat
cagggagtga
caggacgggce

aaccaggact
ttgaggatte

tgecgaggeca

ggggagaact
ataacatcat
tgatcteata
ccaacgagac
agtttgactg
caeggectgat
gecaggteac
ggtacttcac
atccgacttt
tgcegggget
cgaacgaaaa
aggagtacaa
tgeecgtecaa
ggatgteccac
cgggceacat
agctggeceg
cgtggattaa
ceaggeagaa
ggaagaagtyg
acgtggatte
ttaggctcca
gcegacctgaa
agatcaccge
ggctgcactt
ggcttcaagt
agtcccttet
accagtggac
cgttecacace
atecectecagte

aggacctgta

144

gaacgaacac
ggtgaccttc
cgaggaggac
taagacctac
caaggcctgg
cgggccgcetg
cgteccaggag
cgagaatatg
caaggagaac
ggtcatggcc
cattcactce
gatggcgetg
ggcecggceatc
cctetteetg
cagagactte
cttgcactac
ggtggaccte
gttetectee
gcagacttac
ctecggeatt
ccecactcac
ctectgetee
gagctectac
gcagggacgg
ggatttccaa
gacctcgatg
cctgttette
cgtggtgaac
ctgggtccat

ctga

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4374



atgcagattg
actcgeeoggt
ggcgaactece
acctcegtgg
gccaagcegce
gacacoegtgyg
ggagtgtcct
gaaaaggagyg
aaggaaaacg
gtggacctcg
ggttaegeteg
ttegatgaag
goegaecteag
ctgeeccggge
actacgectg
cgccaggect
gacctgggge
geetacgtga
gaggecgagy
gacgacaaca
tgggtgcact
cccegatgace
aagtacaaga
attcaacatg
cteatcatet
gacgtgcgge
cotatectyge

accaagagcyg

agctgtccac
actaccttgg
cegtggatge
tgtacaagaa
gececaccttg
tgatcaccct
actggaaggc
acgataaagt
gacctatggce
tgaaggacct
ctaaggaaaa
gaaagtcatg
cecgegectg
tcatcggttg
aagtgcactc
ctectggaaat
agtteccttet
aggtggacte
actatgacga
gecccagett
acatcgegge
ggtcgtacaa
aagtgeggtt
agagcggceat
tcaaaaacca
cactctactc
cgggcegaaat

atcctaggtg

ttgtttette
agccgtggag
cagattccce
aaccetettt
gatgggeccect.c
gaagaacatg
ctccgaagga
gttcoeggge
atccgatcct
gaacagcggg
gacceagacc
geattecgaa
gectaaaatg
tcacagaaag
catcttectg
ctcceegatt
cttetgecac
atgeceggaa
cgatttgact
catccagatt
cgaggaagaa
gtcccagtat
catggcgtac
tetgggacca
ggectecegy
gcggegeetg
cttcaagtat

tetgactegyg

ES 2926 585 T3

ctgtgectec
ctttecatggg
ccecegegtge
gtcgagttca
ctgggacecga
gegtecccace
gctgagtacg
ggctecgecata
ctgtgecectga
ctgattggtg
ctccataagt
actaagaact
catacagtca
teccgtgtact
gaagggcaca
acctttetga
atctecagec
gaaccteagt
gactcecgaga
cgeagegtgyg
gattgggact
ctgaacaatg
actgacgaaa
ctgetgtacg
cettacaaca
ccgaagggceg
aagtggaccg

tactactceca

tgcgettetg
actacatgca
caaagtecctt
ctgacecacet
ccattcaage
cegtgtecet
acgaccagac
cttacgtgtg
cttactccta
cacttctcgt
tecatcetttt
cgctgatgea
acggatacgt
ggcacgtcat
ccttectegt
ccgeccagac
atcagcacga
tgeggatgaa
tggacgtcogt
cdcaagaagea
acgeccccegtt
gtcegeageg
cgtttaagac
gagaggtcgg
tetaceetea
tcaagcacct
teacagtgga

gettegtgaa

145

tttetocegece
gagcgacctg
cecectttaac
gttcaacatc
tgaagtgtac
gecatgeggte
tagccagcgg
gcaagtcctg
cctttececat
gtgcegegaa
gttegetgtg
ggacegggat
gaatcggtca
cggcatggge
gcgcaaccac
tctgcteatg
cggaatggag
gaacaacgag
gcggttogat
coccaaaacc
ggtgctggea
gattggcaga
ccgggaggec
cgataccctg
cggaatcace
gaaagacttc
ggacgggeec

catggaacgg

60

120

180

249

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



gacctggcat
cgcggcaace
aacagatcct
caactggagg
ttegactege
atcggecgccec
atggtgtacg
atggagaacce
atgactgecee
tcoctacgagg
ttecageeaga
gagccagcea
ggacctggcet
acaccagaaa
ccageceggcect
gggccaggat
acaccggaga
ccageggget
caccagcgag
gacaccatct
cagtcceocte
ctgtgggact
tcggtgecte
ccgetgtace
gaagtggagg
tattcctece
ttegteaage
accaaggatg
gatgtceatt
gegeatggac

actaagtcct

cgggactcat
agatcatgtc
ggtacctcac
accctgagtt
tgcagcoctgag
agactgactt
aagataccct
cgggtetgtg
tgctgaaggt
atatctecage
acggegegec
catetgggtc
ccgagectge
gcggacccgg
ctcectacatc
ctgaacecoge
gtgggecagg
cgeccaccag
aaattacccg
cggtggaaat
gctecatteca
atggaatgte
agttcaagaa
ggggagaact
ataacatecat
tgatctecata
ccaacgagac
agtttgactg
ceggectgat
gccaggteac

ggtacttcac

tggacegetg
cgacaagcgc
tgaaaacatc
tcaggecteg
cgtgtgecte
cctgagcegtg
gaccctgttc
gattctggyga
gtecteocatge
ctacctcctg
aacatcagag
ggaaacgcca
cactagcgge
aaccagtacc
cacggaggag
taceteagge
gagccctget
cactgaagaa
gaccaccctce
gaagaaggaa
aaagaaaact
atccagcecct
agtggtgtte
gaacgaacac
ggtgacctte
cgaggaggac
taagacctac
caaggectgg
cgggecgetg
cgtccaggag

cgagaatatg

ES 2926 585 T3

ctgatctget
aacgtgatcc
cagaggttcc
aatatecatge
catgaagtcg
ttcttttcecg
ccttteteoeg
tgccacaaca
gacaagaaca
tccaagaaca
agegacaceoe
ggcacaagtg
tccgagacte
gaacctageg
ggcacttocg
agtgagacge
ggatctecta
ggtgectega
caatcggatc
gatttegata
agacactact
cacgtecctte
caggagttca
ctgggectge
cgtaaccaag
cagcgccaag
ttetggaagy
geectacttet
ctegtgtgte
tttgetetgt

gagcgaaact

acaaagagtc
tgttctcegt
tcccaaacce
actcgattaa
cttactggta
gktacacctt
gcgaaacggt
gogacttteg
ccggagacta
acgcgatcga
ctgaaagtay
agtctgcaac
cgggaactte
agggctetge
aatccgecac
caggaacgaqg
cgteccactga
gecegectgt
aggaggaaat
tetacgacga
ttategeege
ggaacecggge
ccgacggceag
teggteccta
catccagace
gegeagagece
tocaacacca
cecgacgtgga
acaccaacac
tectteaceat

gtagagcgec

146

ggtggatcaa
gtttgatgaa
cgcaggagtyg
cggttacgtg
cattctgtee
taagcacaag
gttcatgteg
gaaccgogga
ctacgaggac
gccgegcage
teccgggage
tceecgagtcee
cgagagcgct
tecgggeage
cccggagtca
cgagtecget
ggaagggteca
getgaagagg
cgactacgac
ggacgaaaat
ggtggaaaga
ccagagcgga
cttcaccecag
catcagageg
ttactcctte
ccgcaagaac
tatggececy
cecttgagaag
cctgaacceca
ttttgacgaa

ctgcaatatc

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540



10

15

20

25

cagatggaag
atggatactce
tcaatgggat
cgecaagaagy
gtggagatgc
ctecacgegyg
ggcatggect
tgggogecga
gaaccgttet
acccagggeg
agectggacy
ttttteggea
gccagatata
ctcatggggt
agegacgece
tccaaggeea
ccgaaggaat
cagggagtga
caggacggge
aaccaggact
ttgaggatte

tgcgaggece

<210> 73
<211>12
<212> PRT

atccgacttt
tgccggggcet
cgaacgaaaa
aggagtacaa
tgccgtecaa
ggatgtecac
cgggccacat
agetggeceg
cgtggattaa
ccaggcagaa
ggaagaagtg
acgtggatte
ttaggctcca
gcgacctgaa
agatcaccge
ggctgcactt
ggcttcaagt
agtceccttcet
accagtggac
cgttcacace
atcctcagte

aggacctgta

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> motivo AD

<400> 73

caaggagaac
ggtcatggee
cattcactcc
gatggegetyg
ggccggeate
cctetteoctyg
cagagactte
cttgecactac
ggtggacctc
gttctectee
gcagacttac
ctcoccggeatt
ccccactcac
ctectgetee
gagctcctac
gcagggacgg
ggatttccaa
gacctcgatg
cctgttette
cgtggtgaac

ctgggtccat

ctga

ES 2926 585 T3

tatagattce
caggatcaga
attcacttct
tacaatctgt
tggagagtgyg
gtgtactega
cagatcacag
teocoggatega
ctggececta
ctgtacatet
aggggaaact
aagcacaaca
tactcaatcc
atgcecgttgg
ttcactaaca
tcaaatgect
aagaccatga
tatgtgaagg
caaaacggaa
tceoctggace

cagattgcat

acgccatcaa
ggattcggtg
ccggtcacgt
acccoggggt
agtgcctgat
ataagtgcca
caagcggaca
tcaacgecatyg
tgattatcca
cgcaattcat
ceaceggeac
tetteaacee
gctcaactcet
ggatggaatc
tgttegecac
ggcggeegea
aagtgaccgg
agttcctgat
aggtcaaggt
ccccactget

tgcgaatgga

Gly Glu Ser Pro Gly Gly Ser Ser Gly Ser Glu Ser

1

<210> 74
<211>12
<212> PRT

5

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> motivo AD

<400> 74

10

Gly Ser Glu Gly Ser Ser Gly Preo Gly Glu Ser Ser

1

5

10

147

cgggtacatc
gtacttgctg
gttcactgtg
gttcgaaact
cggagagcac
gacccegcetg
atacggccaa
gtecaccaag
cggaattaag
catcatgtac
cetgatggte
accgatcata
tcggatggaa
aaaggctatt
ctggagecee
agtgaacaat
agtcaccacc
tagcagcage
gttcecagggg
gacgcggtac

agtcctggge

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4824
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ES 2926 585 T3

<210> 75

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AD

<400> 75

Gly Ser Ser Glu Ser Gly Ser Ser Glu Gly Gly Pre
1 5 10

<210> 76

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AD

<400> 76

Gly Ser Gly Gly Glu Pro Ser Glu Ser Gly Ser Ser
1 5 10

<210> 77
<211>12

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AE, AM

<400> 77

Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu
1 5 10

<210> 78
<211>12

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AE, AM, AQ

<400> 78

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

1 5 10
<210>79
<211>12

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AE, AM, AQ

<400> 79

Gly Thr Ser Glu Ser Ala Thr Pro Glu Ser Gly Pro
1 5 10

148
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<210> 80

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AE, AM, AQ

<400> 80

Gly Thr Ser Thr Glu
1 5

<210> 81

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AF, AM

<400> 81

Gly Ser Thr Ser Glu
1 5

<210> 82

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AF, AM

<400> 82

Gly Thr Ser Thr Pro
1 5

<210> 83

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AF, AM

<400> 83

Gly Thr Ser Pro Ser
1 5

<210> 84

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AF, AM

<400> 84

Gly Ser Thr Ser Ser
1 5
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Pro Ser Glu Gly Ser Ala Pro

10

Ser Pro Ser Gly Thr Ala Pro

10

Glu Ser Gly Ser Ala Ser Pro

10

Gly Glu Ser Ser Thr Ala Pro

10

Thr Ala Glu Ser Pro Gly Pro

10
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<210> 85

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AG, AM

<400> 85

ES 2926 585 T3

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

1 5

<210> 86

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AG, AM

<400> 86

10

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

1 5

<210> 87

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AG, AM

<400> 87

10

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

1 5

<210> 88

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AG, AM

<400> 88

10

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

1 5

<210> 89

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AQ

<400> 89

10

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

1 5

10
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<210> 90

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AQ

<400> 90

Gly Thr Gly Glu Pro Ser Ser Thr Pro Ala Ser Glu
1 5 10

<210> 91

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AQ

<400> 91

Gly Ser Gly Pro Ser Thr Glu Ser Ala Pro Thr Glu
1 5 10

<210> 92

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AQ

<400> 92

Gly Ser Glu Thr Pro Ser Gly Pro Ser Glu Thr Ala
1 5 10

<210> 93

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo AQ

<400> 93

Gly Pro Ser Glu Thr Ser Thr Ser Glu Pro Gly Ala
1 5 10

<210> 94
<211>12

<212> PRT
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo AQ

<400> 94

Gly Ser Pro Ser Glu Pro Thr Glu Gly Thr Ser Ala
1 5 10
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<210> 95

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo BC

<400> 95

Gly Ser Gly Ala Ser Glu Pro Thr Ser Thr Glu Pro
1 5 10

<210> 96

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo BC

<400> 96

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

1 5 10

<210> 97

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo BC

<400> 97

Gly Thr Ser Glu Pro Ser Thr Ser Glu Pro Gly Ala
1 5 10

<210> 98

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo BC

<400> 98

Gly Thr Ser Thr Glu Pro Ser Glu Pro Gly Ser Ala
1 5 10

<210> 99
<211>12

<212> PRT
<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo BD

<400> 99

Gly Ser Thr Ala Gly Ser Glu Thr Ser Thr Glu Ala
1 5 10
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<210> 100

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo BD

<400> 100

ES 2926 585 T3

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

1 5

<210> 101

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> motivo BD

<400> 101

10

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

1 5

<210> 102

<211>12

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> motivo BD

<400> 102

10

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

1 5

<210> 103

<211> 1607

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> coFVIII-6-XTEN Secuencia de Proteina

<400> 103

10
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Met

Cys

Trp

Phe

Tyr

65

Ala

Ala

His

Gln

Phe

Asp

Pro

50

Lys

Lys

Glu

Pro

Ile

Ser

Tyr

35

Pro

Lys

Pro

Val

Val

Glu

Ala

20

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

100

Ser

Leu

Thr

Gln

Val

Leu

Pro

85

Asp

Leu

Ser

Arg

Ser

Pro

Phe

70

Pro

Thr

His

Thr

Asp

Lys

55

val

Trp

Val

Ala

Cys

Tyr

Leu

40

Ser

Glu

Met

Val

val
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Phe

Tyr

25

Gly

Phe

Phe

Gly

Ile

105

Gly

Phe

10

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

20

Thr

val

Leu

Gly

Leu

Phe

Asp

75

Leu

Leu

Ser

Cys

Ala

Pro

Asn

60

His

Gly

Lys

Tyr

154

Leu

val

val

45

Thr

Leu

Pre

Asn

Trp

Leu

Glu

30

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

110

Lys

Arg

15

Leu

Ala

Val

Asn

Ile

95

Ala

Ala

Phe

Ser

Arg

Val

Ile

80

Gln

Ser

Ser



Glu

Asp

145

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys

2258

Ala

Val

Tyr

Phe

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Gly

130

Lys

Glu

Leu

Ala

Thr

210

Ser

Ala

Asnh

Trp

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

115

Ala

Val

Asn

Ser

Leu

195

Leu

Trp

Ser

Arg

His

275

Glu

Ile

Gly

Met

Arg
355

Glu

Phe

Gly

His

180

Leu

His

His

Ala

Ser

260

val

Gly

Ser

Gln

Glu

340

Met

Tyr

Pro

Pro

165

Val

val

Lys

Ser

Arg

245

Leu

Ile

His

Pro

Phe

325

Ala

Lys

Asp

Gly

150

Met

Asp

Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

310

Leu

Tyr

Asn

Asp

135

Gly

Ala

Leu

Arg

Ile

215

Thr

Trp

Gly

Met

Phe

295

Thr

Leu

val

Asn

120

Gln

Ser

Ser

val

Glu

200

Leu

Lys

Pro

Leu

Gly

280

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu
360
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Thr

His

Asp

Lys

185

Gly

Leu

Asn

Lys

Ile

265

Thr

Val

Leu

Cys

val

345

Glu

Ser

Thr

Pro

170

Asp

Ser

Phe

Ser

Met

250

Gly

Thr

Arg

Thr

His

330

Asp

Ala

Gln

Tyr

155

Leu

Leu

Leu

Ala

Leu

235

His

Cys

Fro

Asn

Ala

315

Ile

Ser

Glu

Arg

140

Val

Cys

Asn

Ala

val

220

Met

Thr

His

Glu

His

300

Gln

Ser

Cys

Asp

155

125

Glu

Trp

Leu

Ser

Lys

205

Phe

Gln

Val

Arg

Val

285

Arg

Thr

Ser

Pro

Tyr
365

Lys

Gln

Thr

Gly

190

Glu

Asp

Asp

Asn

Lys

270

His

Gln

Leu

His

Glu

350

Asp

Glu

Val

Tyr

175

Leu

Lys

Glu

Arg

Gly

255

Ser

Ser

Ala

Leu

Gln

335

Glu

Asp

Asp

Leu

160

Ser

Ile

Thr

Gly

Asp

240

Tyr

Val

Ile

Ser

Met

320

His

Pro

Asp



Leu

Pro

385

Trp

Leu

Asn

Ala

Ser

465

Leu

His

Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Thr

370

Ser

Val

val

Gly

Tyr

450

Gly

Ile

Gly

val

Tyr

530

Arg

Leu

Val

Leu

Ile
610

Asp

FPhe

His

Leu

Pro

435

Thr

Ile

Ile

Ile

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

585

Gln

Ser

Ile

Tyr

Ala

420

Gln

Asp

Leu

Phe

Thr

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Arg

Glu

Gln

Ile

405

Pro

Arg

Glu

Gly

Lys

485

Asp

Leu

Thr

Thr

Gly

565

Arg

Val

Phe

Met

Ile

380

Ala

Asp

Ile

Thr

Pro

470

Asn

Val

Lys

Val

Arg

550

Leu

Gly

Phe

Leu

Asp

375

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

455

Leu

Gln

Arg

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro
615

val

Ser

Glu

Arg

Arg

440

Lys

Leu

Ala

Pro

Phe

520

Val

Tyr

Gly

Gln

Glu

600

Asn

Val

Val

Glu

Ser

425

Lys

Thr

Tyr

Ser

Leu

505

Pro

Glu

Ser

Preo

Ile

585

Asn

Pro
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Arg

Ala

Glu

410

Tyr

Tyr

Arg

Gly

Arg

490

Tyr

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Arg

Ala

Phe

Lys

395

Asp

Lys

Lys

Glu

Glu

475

Pro

Ser

Leu

Gly

Phe

555

Leu

Ser

Ser

Gly

Asp

380

Lys

Trp

Ser

Lys

Ala

460

Val

Tyr

Arg

Pro

Pro

540

Val

Ile

Asp

Trp

vVal
620

156

Asp

His

Asp

Gln

val

445

Ile

Gly

Asn

Arg

Gly

525

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Asp

Pro

Tyr

Tyr

430

Arg

Gln

Asp

Ile

Leu

510

Glu

Lys

Met

Tyr

Arg

530

Leu

Leu

Asn

Lys

Ala

415

Leu

Phe

His

Thr

Tyr

495

Pro

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Ser

Thr

400

Pro

Asn

Met

Glu

Leu

430

Pro

Lys

Phe

Asp

Arg

560

Glu

vVal

Glu

Asp



Preo

625

Phe

Tyr

Ser

Leu

Gly

705

Met

Tyr

Asn

Ser

Ser

785

Gly

Ser

Ser

Glu

Glu
865

Glu

Asp

Ile

Gly

Phe

€90

Leu

Thr

Tyr

Asn

Glu

770

Gly

Pro

Glu

Glu

Glu

850

Pro

Phe

Ser

Leu

Tyr

675

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala

755

Ser

Ser

Gly

Ser

Gly

835

Gly

Ala

Gln

Leu

Ser

660

Thr

Phe

Ile

Leu

Asp

740

Ile

Ala

Glu

Ser

Ala

820

Ser

Thr

Thr

Ala

Gln

€45

Ile

Phe

Ser

Leu

Leu

725

Ser

Glu

Thr

Thr

Glu

805

Thr

Ala

Ser

Ser

Ser

630

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Pro

Pro

790

Pro

Pro

Pro

Glu

Gly
870

Asn

Ser

Ala

His

Glu

695

Cys

Val

Glu

Arg

Glu

775

Gly

Ala

Glu

Gly

Ser

455

Ser

Ile

Val

Gln

Lys

€80

Thr

Eis

Ser

Asp

Ser

760

Ser

Thr

Thr

Ser

Ser

840

Ala

Glu

Met

Cys

Thr

665

Met

val

Asn

Ser

ILle

745

Phe

Gly

Ser

Ser

Gly

825

Pro

Thr

Thr
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His

Leu

650

Asp

val

FPhe

Ser

Cys

730

Ser

Ser

Pro

Glu

Gly

810

Pro

Ala

Pro

Pro

Ser

635

His

Phe

Tyr

Met

Asp

715

Asp

Ala

Gln

Gly

Ser

795

Ser

Gly

Gly

Glu

Gly
875

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

700

Phe

Lys

Tyr

Asn

Ser

780

Ala

Glu

Thr

Ser

Ser

860

Thr

157

Asn

Val

Ser

Asp

€685

Met

Axrg

Asn

Leu

Gly

765

Glu

Thr

Thr

Ser

Pro

845

Gly

Ser

Gly

Ala

Val

670

Thr

Glu

Asn

Thr

Leu

750

Ala

Pro

Pro

Pro

Thr

830

Thr

Pro

Glu

Tyr

Tyr

655

Phe

Leu

Asn

Gly

735

Ser

Pro

Ala

Glu

Gly

815

Glu

Ser

Gly

Ser

Val

640

Trp

Phe

Thr

Pro

Gly

720

Asp

Lys

Thr

Thr

Ser

800

Thr

Pro

Thr

Ser

Ala
880
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Thr Prc Glu Ser Gly Pro Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr
885 290 895

Glu Glu Gly Ser Pro Ala Gly Ser Pro Thr Ser Thr Glu Glu Gly Ala
900 905 210

Ser Ser Pro Pro Val Leu Lys Arg His Gln Arg Glu Ile Thr Arg Thr
915 920 925

Thr Leu Gln Ser Asp Gln Glu Glu Ile Asp Tyr Asp Asp Thr Ile Ser
230 935 940

Vval Glu Met Lys Lys Glu Asp Phe Asp Ile Tyr Asp Glu Asp Glu Asn
945 950 955 2960

Gln Ser Pro Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr Arg His Tyr Phe Ile Ala
265 270 275

Ala Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met Ser Ser Ser Pro His Val
280 985 990

Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser Val Prc Gln Phe Lys Lys Val
895 1000 1005

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

Arg Gly Glu Leu Asn Glu His Leu Gly Leu Leu Gly Pro Tyr Ile
1025 1030 1035

Arg Ala Glu Val Glu Asp Asn Ile Met Val Thr Phe Arg Asn Gln
1040 1045 1050

Ala Ser Arg Pro Tyr Ser Phe Tyr Ser Ser Leu Ile Ser Tyr Glu
1055 1060 1065

Glu Asp Gln Arg Gln Gly ARla Glu Pro Arg Lys Asn Phe Val Lys
1070 1075 1080

Pro Asn Glu Thr Lys Thr Tyr Phe Trp Lys Val Gln His His Met
1085 1020 1085

Ala Prc Thr Lys Asp Glu Phe Asp Cys Lys Ala Trp Ala Tyr FPhe
1100 1105 1110

Ser Asp Val Asp Leu Glu Lys Asp Val His Ser Gly Leu Ile Gly
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Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

1115

Leu
1130

Gln
1145

Glu
1160

Arg
1175

Asn
1190

Pro
1205

Leu
1220

Gly
1235

Leu
1250

Pro
1265

His
1280

Lys
1295

Phe
1310

Leu
1325

Lys
1340

Lau

Val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Meat

val

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

Cys

Val

Ser

Cys

Phe

val

Gly

Phe

Leu

Ala

Ala

Thr

Thr

Leu

Phe

His

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

Thr

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

1120

Thr
1135

Glu
1150

Tyr
1165

Ile
1180

Ala
1185

Ala
1210

Asn
1225

val
1240

Pro
1255

Ile
1270

Met
1285

Leu
1300

Ser
1315

Tyr
1330

Trp
1345

Asn

Pha

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile
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Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Lys

Val

Arg

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Glu

Gly

Gln

Ile

Lys

Phe

val

Leu

Ala

Tyr

Ser

val

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

1125

Preo
1140

Phe
1155

Met
1170

Pre
1185

Ile
1200

Ile
1215

Ser
1230

Glu
1245

Thr
1260

Cys
1275

Leu
1230

Gly
1305

Gln
1320

Asn
1335

Leu
1350
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Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Tyr

Val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

His

Ila

Arg

Phe

Asp

Trp

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Gly

Pha

Asn

Lys

Thr

Tyr

Phe

Met

Met

Gly

Ser

Arg

Pro

Ser

Pro



Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

Ile
1355

Ser
1370

Lys
1385

val
1400

FPhe
1415

His
1430

Asp
1445

Ile
1460

Phe
1475

Arg
1420

Leu
1505

Thr
1520

Phe
1535

Phe
1550

Phe
1565

Tyr
1580

Arg
1585

Ile His

Leu Tyr

Lys Trp

Phe Phe

Asn Pro

Tyr Ser

Leu Asn

Ser Asp

Ala Thr

Ser Asn

Gln Val

Gln Gly

Leu Ile

Gln Asn

Thr Pro

Leu Arg

Met Glu

Gly

Ile

Gln

Gly

Pro

Ile

Ser

Ala

Trp

Ala

Asp

Val

Ser

Gly

Val

Ile

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Phe

Lys

Ser

Lys

val

His

Lys
1360

Gln
1375

Tyr
1390

val
1405

Ile
1420

Ser
1435

Ser
1450

Ile
1465

Pro
1480

Arg
1495

Gln
1510

Ser
1525

Ser
1540

val
1555

Asn
1570

Pro
1585

Thr

Fhe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro

Lys

Leu

Gln

Lys

Ser

Gln
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Gln

Ile

Gly

Ser

Arg

Len

Pro

Ala

Lys

Gln

Thr

Leu

Asp

Val

Leu

Ser

Gly

Ile

Asn

Ser

Tyr

Arg

Leu

Ser

Ala

Val

Met

Thr

Gly

Phe

Asp

Trp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Arg

Asn

Lys

Ser

His

Gln

Pro

val

Arg
1365

Tyr
1380

Thr
1355

Ile
1410

Arg
1425

Glu
1440

Met
1455

Tyr
1470

Leu
1485

Asn
1500

Val
1515

Met
1530

Gln
1545

Gly
1560

Pro
1575

His
1590

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Pro

Thr

Tyr

Trp

Asn

Leu

Gln

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Lys

Gly

Val

Thr

Gln

Leu

Ile

Phe

Asp

Leu

Asn

Pro

Gly

Lys

Asn

Gln

Glu

Val

Lys

Leu

Asp

Thr

Ala

Val Leu Gly Cys Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
1605

1600
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REIVINDICACIONES

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

2. La molécula de &cido nucleico aislada de la reivindicacion 1, en donde la secuencia de nucleétidos comprende al menos
99 % de identidad de secuencia con los nucledtidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71.

3. La molécula de &cido nucleico aislada de la reivindicacién 1, en donde la secuencia de nucleétidos comprende los
nucledtidos 58-2277 y 2320-4374 de SEQ ID NO: 71.

4. La molécula de &cido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde la secuencia de
nucledtidos comprende, ademas, una secuencia de &cido nucleico que codifica un péptido sefial, en donde la secuencia
de acido nucleico que codifica el péptido sefial 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 nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 1;
(ii) los nucleotidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 2;
(i) los nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 3;
(iv) los nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 4;
(v) los nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 5;
(vi) los nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 6;
(vii) los nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 70;
(viii) los nucleétidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 71; 0
(ix) los nucledtidos 1 a 57 de SEQ ID NO: 68.

5. La molécula de acido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde la molécula de acido
nucleico comprende una 0 mas propiedades seleccionadas del grupo que consiste en:

(a) el indice de adaptacion de codones humanos de la molécula de acido nucleico o una porcion de la misma se
incrementa con respecto a SEQ ID NO: 16;

(b) la frecuencia de codones 6ptimos de la secuencia de nucleétidos o una porcién de la misma se incrementa
con respecto a la SEQ ID NO: 16;

(c) la secuencia de nucledtidos o una porcion de la misma contiene un mayor porcentaje de nucleétidos G/C en
comparacion con el porcentaje de nucleétidos G/C en SEQ ID NO: 16;

(d) el uso relativo de codones sindnimos de la secuencia de nucleétidos o una porcién de la misma se incrementa
con respecto a SEQ ID NO: 16;

(e) el numero efectivo de codones de la secuencia de nucleétidos o una porcion de la misma se reduce con
respecto a SEQ ID NO: 16;

(f) la secuencia de nucleétidos contiene menos secuencias MARS/ARS (SEQ ID NOs: 21 y 22) con respecto a
SEQ ID NO: 16;

(9) la secuencia de nuclettidos contiene menos elementos desestabilizantes (SEQ ID NO: 23 y 24) con respecto
a SEQID NO: 16;y

(h) cualquier combinacion de los mismos.

6. La molécula de acido nucleico aislada de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende, ademas, una
secuencia de nucledtidos heter6loga que codifica una secuencia de aminoacidos heteréloga.

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

8. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 7, en donde la secuencia de nucleétidos comprende SEQ ID
NO: 72.

9. La molécula de acido nucleico aislada de la reivindicacion 6 o 7, en donde la secuencia de aminoacidos heterdloga esta
enlazada al extremo N o al exiremo C de la secuencia de aminoéacidos codificada por la secuencia de nucle6tidos o
insertada entre dos aminoacidos en la secuencia de aminoacidos codificada por la secuencia de nucledtidos en uno o mas
sitios de insercion seleccionados de la Tabla 3.

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

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

13. Una célula huésped que comprende la molécula de &cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10 o
el vector de la reivindicacion 11 o0 12.

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

15. Una molécula de &cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, o el vector de la reivindicacion 11 o
12, para uso en un método para tratar un trastorno hemorragico.
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FIG. 1A: coFVIII-3 —-SEQ ID NO: 1

ATGCAGATCGAACTGAGCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGCTTTTGCTT TAGCGC CACCAGGAGATACTATCTGGGCGC
COTGCAACTCAGCTGOCACTATATCCAGTCTCATCTGOCCCAACTCCCACTGCATCCCAGCTTTCCCCCCAGAGTCCCCARRA
GCTTTCCCTTTAATACCAGCGTGGT GTATAAGAAANCCCTGTTTGTGGAATTCACTGAT CATCTGTTTAATATCGCCAAGCCC
AGGCCCCCCTGGATGEGCCTGCTGEECCCCACCATCCAGGCCCARGTGTATGATACCGTGGTCAT CACCCTGAAAARCATGGC
CAGCCATCCAGTGAGCCTGCATGCTCTGGGCETCTCCTATTGCAAAGCCTCTGAAGGCGCCGAGCTATGATGATCAGACCAGCC
AGAGGGAAAPAGAAGATGATAARGT CTTTCCTGGEEGECAGCCATACCTATGTCTGGCAGGT CCTGAAAGAARAT GGCCCCATG
GCCAGCGATCCCCTGTGCCTGACCTATAGCTATCTGAGCCATGTGCGACCTEGGTGAAGGATCTGAACAGCGECCTGATTGGGGC
CCTGCTGETETCCAGGCAAGGCAGCCTGGCCAAAGAAAAMACCCACGACCCTGCATAAGTTTATCCTGCTGTTTGCCGTGETTTG
ATCAMGCCAPAAGCTOGCATTCTCARACCAARPMACAGCCT GATCGCAGCACACGCATCCCOCCTCTGCCAGCGCCTCOCCCARA
ATGCATACCGTGAATGGCTATGTGAATAGCAGCCTGCCTGGCCTEGATTGGCTGCCACAGGAMAAGCGTGTATTGGCATGTGAT
CGGCATGGGCACCACCCCCGAAGTGCATACCATCTTTCTGGAAGGCCATACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGGCAGGCCAGCC
TCCAAATCAGCCCCCATCACCTTCCTCGACCECCCAGACCCTCCTGATGCATCTGEGCCAGTTTCTCCTCGTTTTCGCCACATCTCC
AGCCATCAGCATGAT GGCATGGAAGCCTAT GTGAAAGT CGATAGCTGCCCCGAMGANCCCCAGCTGAGGAT GARMAANCAAT GA
AGAAGCCGAACACTATGATCATGATCTGACT GATTCTCGAAATCCATGTCGCTCAGCTTTCATCATCATAATAGCCCCAGCTTTA
TCCAGATCAGGAGCGTGGCCAARMARCATCCCARGACCTGGETGCATTATATCGCTGCT CAGGAAGARCGATTGGCACTATGCC
CCCCTGGTCCTGECCCCTCATCATACCGAGCTATAAAACCCAGTATCTGAACARTGECCCCCAGACCATTCGCAGCARGTATAN
AAMNGTCAGGTTTAT GGCCTACACT GATGAANCCTTCAAGARCCAGGGAAGCCATCCAGCATGAGTCTGGCAT CCTGGGCCCCC
TGCTGTATGGCGAAGTGGGEEEACACCCTGCTGATCATCTTTAAARAATCAGGCCAGCAGGCCCTATAATATCTATCCCCATGGC
ATCACTGATGTGAGGCCCCTGTACACCAGCGAGGCTGCCCAMAGGCGTGAMCATCTGAANGATTTTCCCATCCTGCCTGGCGA
AATCTTTAAGTATARATGGACTGTGACTGT GGAAGATGGC CCCACCAAANAGCGAT CCCAGGTGCCTGACCAGGTATTATTCCA
GCTTTGTGAATATGGAACGCGAT CTCGCCTCTGGCCTGAT TGGCCCCCTGLTGATCTGCTATAMAAGAGT CTGTGGACCAGAGG
GGCAATCAGATCATGAGCCGATAAMAGCAATGT CATCCTGT TCTCTGTCTTTGATGAGAATAGCGAGCTGGTACCT GACCGAANA
CATCCAGAGGTTTCTGCCCAATCCCGCCGEUETGCAGCTGEAAGAT CCCCGAGTTT CAGGLCAGCAATATCATGCATAGCATCA
ATGGCTATGTCTTTGATAGCCTGCAGCTGAGCGTGTGCCT GCAT GAGGTGGCCTATTGETATAT CCTGAGCATCGGCGCCCAG
ACCGATTTTCTGAGCGTGTTTTTCTCTGGCTATACCTT TARACATAAAAT GEGT GTATGAGGACACCCTGACCCTGTTTCCCTT
CTCTGGCCAANCCGTGTTTATGAGCATGCAMATCCCGGCCTCTCCATCCTGGGUTGCCACAACAGCCATTT CAGGANCAGGG
GCATGACTGCCCTGCTGAAAGTCTCCAGCTGCGATAALRAACACTGGEGGACTATTATGAGCGACAGCTATGAGGACATCAGCGCC
TATCTGCTGAGCAAGRACAATGCCATCGARCCCAGGAGCTTTAGCCAGAATCCCCCAGT GCTGAAARGGCAT CAGAGGGARNT
CACCAGGACCACCCTGCAGTCTGAT CAGGAAGAAAT CGACTATGATGATACCATCAGCGTGGAAAT GANGARAGAAGATTTTG
ATATCTATGATGAAGATGAAMAT CAGAGCCCCAGGAGCTT TCAGAAGAAMNCCAGGCATTACTTCATCGCTGCTGTGGARAAGG
CTGTGGCACTATGGCATSTCCAGCACCCCCCATGTGCTCAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCAGCETGCCCCAGTTTAAAANAGT
CGTGTTTCAGGAGTTTACCGATGCCAGCTTTACCCAGCCCCTGTATAGGEECGAACTGAATGARCATCTGEGCCTGCTGGGCC
CCTACAT CAGGGCCGAAGTGGANGATAATAT CATGCETGACCTTCAGGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAGCTTTTATTCCAGC
CTGATCAGCTATGAGGAAGATCAGAGGCAGGGEGGCTGAGCCCAGCARAAACTTTGT GAAACCCAAT GANACCAAGACCTACTT
TTGCAAAGTCCAGCATCATATGCCCLCCACCAAGCGATCGAATTTCATTCCAANGCCTGGGCCTACTTCTCTEATCTGCGACCT GG
AANMAMGATGTGCATAGCGGCCTGATTGGCCCCCTGLTGET GTCGCCACACCAATACCCTGANCCCTGCCCATGGCAGGCAGETG
ACTGTGCAGGAGTTTGCCCTGTTCTTTACCAT CTTTGATGARACCARAAGCTGGTACTT CACCGAAARCATGGAAAGGAACTG
CAGGGCCCCCTGCAMACATCCAGAT GCAAGAT CCCACCTT TARAGANRATTATAGEGTTCCATGCCATCAAT GGCTATATCATGG
ATACCCTGCCTGGCCTGGTCATGECCCAGCACCACGAGGAT CAGCTGGTATCTGCTGAGCATGGEGCAGCAATGAAAACATCCAT
AGCATCCATTTCTCTGGCCATGTCTTTACCCT CACCGAAAAAACANCGACTATAAMATGCCCCTGTATANTCTGTACCCTGGEGET
GTTTGAAACCGTGEGARATGCTGCCCAGCARAGCCGECATCTGCAGGETGEAATGCCTCGATTGGCCAACATCTGCATGCTGGCA
TGAGCACCCTGTTTCTGGTGTATAGCAATAAGTGCCAGACCCCCCTGGECATGECCTCTGELCATATCAGEGATTTTCAGATC
ACTGCCTCTGGCCAGTATGGCCAGTCGGCCCCCAANCTGGCCAGGCTGCATTATT CCGGAAGCAT CANTGCCTGGAGCACCAR
AGAACCCTTTAGCTGGATCAAAGTCCGATCTGCTGGCCCCCATGAT CATCCATGGCATCAAGACCCAGEGGECCAGGCAGAAAT
TTTCCAGCCTCTACATCACCCACTTTATCATCATCTATACCCTCCAT CCCANANAATGCCACACCTATACCCCCAATACCACC
GGCACCCTGATGGTGTTCTTTGGCAATGTGGACAGCAGCGECAT CARACATAATATCTTTAATCCCCCCATCAT CGCCAGGTA
TATCAGGCTGCATCCCACCCATTATAGCATCAGGAGCACCCTGAGGAT GCGANCTGATGGEGCTGCCATCTGARCAGCTGCAGCA
TGCCCCTGGCCATCCAMNGCAMGCCATCAGCCATCCCCACGATCACTGCCTCCAGCTACTTCACTAATATETTTCCCACCT GG
AGCCCCAGCARAAGCCAGGCTGCATCTGCAGGGCACGGAGCAATGCCTGGAGGCCCCAGGT CARCAAT CCCARAAGAATGGCTGCA
CCTCGATTTTCACAAAACCATCANACT CACTCCCCT GACCACCCACGGECTGAMAACCCTGCTCACCACCATCTATCTCARAAG
AGTTTCTGATCTCCAGCAGCCAGGATGGCCATCAGTGGACCCTGTTCTTTCAGAATGGCAAAGT CARAGT CTTT CAGGGCAAT
CAGGACAGCTTTACCCCTGTGOT GAATAGCCTGCATCCCCCCCTGCTGACCAGEGTATCTGAGGAT CCATCCCCAGAGCTGGGT
GCATCAGATCGCCCTGAGGATGEGAACTGCTGEGCTEGCGAAGCCCAGGACCTGTACTGA
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FIG. 1B: coFVIlI-4 — SEQ ID NO: 2

ATGCAGATCGAGCTGAGCACGTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTCGAGGTTCTGCTTCAGCGCCACCAGGAGGTACTACCTGGGCGC
CGTGGAGCTGAGCTGGGACTACAT GCAGAGCGACCTGEGCEAGCTGCCCEGTEGEACGCCAGETTCCCCCCCAGGGTGCCCAAGA
GCTTCCCCTTCAACACGAGCGTGGTGTACARGARGACCCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCATCTGTTCAATATCGCCAAGCCC
AGGCCCCCCTGCGATGOGECTGCTGOOCCCCACCATCCAGGCCCAGCETCTACCACACCOGTCCTCATCACCCTCARCARCATCGC
CAGCCACCCCGTGAGCCTGCACGCCETGEECET GAGCTACTGGAAGGCCAGCGAGGGCECCGAGTACGACGACCAGACCAGCC
AGAGGGAGAAGCGAGGACCGACAAGGTGTTCCCCGGLGGCAGCCACACCTACGTOTGGCAGCT GCTGARAGGACAATGGGCCCATG
GCCAGCGACCCCCTGTGCCTGACCTACTCTTACCTCGACCCACCTGEAT CTGETCAAGCACCTCANCAGCGGCCTCGATCGGCGE
CCTGCTGETGTGCAGGCAGGGCAGCCTGECCANAGGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCCGTGTTCG
ACGAGGGECAMGAGCT GGCACAGCGAGACCAAGANCAGCCT GATGCAGGATAGGGACGCCGCCAGCGCCAGEGGCCTGGCCCANG
ATGCACACCGTGAACGGCTACGTGAACAGGTCTCTGCCCGGCCTGATCGGCTGCCACAGGANGAGCGTGTACTGGCACGTGAT
CGGCATGCGGACCACCCCCGAGCETGCACAGCATCTTCCTGCAGGGCCACACGTTCCTGETGAGCGAAT CACAGGCAGGCCAGCC
TGGAGATCAGCCCGATCACCTTCCTGACCGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTGEEECAGTTCCTGCTGTTCTGCCATAT CAGC
TCTCACCAGCACGACGGCATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGATAGCTGCCCCOAGGAGCCCCAGCTGAGGAT GANGAMCAMCGA
GGAGGCCGAGGACTACGACGACGACCTGACCGACAGCCAGATGCGACGTGGTGAGGTTCGACGACGACANTAGCCCGAGCTTCA
TCCAGATCAGCAGCGTCCCCAACARGCACCCCANGACCTGCETGCATTACATCGCCGCCCAGGAGCAGGATTGGEACTACGCC
CCCCTGGTGCTGGCCCCCGACGACAGGT CTTACAAGAGCCAGTACCTGAACAACGGGCCCCAGAGGAT CGGCAGGANGTACAN
GAAGGTGAGGTTCATGCCCTACACCCACCGAGACCTTCAAGACCAGCGCAGCCCATCCAGCCACGAGAGCCGCATCCTCGGGCCCC
TGCTGTACGGCCAGCTGGECCACACGCTGCTCATCAT CTTCANAGANCCAGGCCAGCAGGCCETACANTATCTACCCCCACGGE
ATCACCGACGTGAGGCCCCTGTACTCTAGGAGGCTGCCCAAGGGLGTGAAGCACCT GAAGGACTTCCCCATCCTGLCCGGLGA
GATCTTCAAGTACAAGTGGACCGTGACCGTGEAGEACGGEGCCCACGANGAGCGACCCCAGGTGCCT GACCAGGTACTACAGCT
CTTTCGTGAACAT GGAGAGGGACCTGGCCAGLCGGCCTGATCGEGCCCCTGCTGATCTGCTACAAGGAGAGCGTGCGATCAGAGG
GGCAMCCAGATCATGAGCGACANGAGCGANCGTGATCCTGTTCAGCGTGT TCCACGAGANTAGCTCTTGETACCT GACCGAGAN
TATCCAGAGGTTCCTGCCCAACCCCGCUGGECETGCAGUTGEGAGGAT CCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACAGCATCA
ACGGCTACGTCTTCGACAGCCTGCAGCTCGAGCGTGTGCCTGCACGAGGT GGCCTACTGGTACATCCTGAGCATCGGLGCCCAG
ACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCAGCGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGCTGTACCGAGCGATACCCTGACCCTGTTCCCCTT
CAGCGGCGAGACCGTGTTCATGAGCATGCGAGAACCCCEGCCTCTGCATCCTGGGUTGCCATAMCTCCCACTTCAGCGANTAGGG
GCATGACCGLCCTGOTCAAGCTGAGCTCTTGCCACAAGAACACCGECGACTACTACCGAGGATAGCTACCAGCGATATCAGCGCC
TACCTGCTGAGCAAGAACANCGCCATCGAGCCCAGGTCTTTCAGCCAGAACCCCCCCOGTGCTGAAGAGGCACCACAGGGAGAT
CACCAGGACGACCCTGCAGAGCGACCAGCGAGCGAGATCCACTACGACGACACGATCAGCGTGCAGAT GAAGANMGGAGGATTTCG
ACATCTACGACGACGACCAGAATCAGAGCCCCACGSTCTTTCCAGARCALGACCACGCATTACTTCATCGCCEGCCCTEGRACAGG
CTGTGGGACTACGGCATGAGCAGCTCTCCCCACGTGCTGAGGAATAGGGCCCAGAGCGGECAGCGTGCCCCAGTT CAAGARAGGT
GGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGGGGUGAGCTGAACGAGCACCTGGGCCTGCTGGGGEC
CCTACATCAGGGCCGAGETGGAGCGATAMCAT CATGCGT GACCTTCAGGAATCAGGCCAGCAGGCCCTATAGCTTCTATAGCTCT
CTGATCAGCTACGAGGASGATCACAGGCAGGECEGCCEGAGCCCAGGAAGAACTTCET GARGC CCANC CAGACCARGACCTACTT
CTGCARAGCTGCAGCACCACATGCCCCCCACGAAGGACCAGTTCCACTGCAAGGCCTGEGCCTACTT CAGCGACGTGEATCTGG
AGAAGGACGTGCACAGCGGCCTGATCGGECCCCTECTGETGTGCCACACCAACACCCTGAACCCCGLCCCACGGCAGECAGETG
ACCGTGCAGGAGTTCGCCCTGTTCTTCACCAT CTTCGACGAGACCAMAGAGCTGGTACTTCACCGAGAATAT GGAGAGGAATTG
CAGGGCCCCCTGCAATATCCAGAT GGAGGACCCGACCTTCAAGGAGAAT TACAGGTT CCACGCCAT CAACGGCTACATCATGG
ACACGCTGCCCGGLCTGETCATGGCCCAGCGAT CAGAGCAT CAGGTGCTATCTCCTCAGCAT CCGGCACCAACGAGAATATCCAC
AGCATCCACTTCAGCGGCCACGTGTTCACCGT GAGCAMGAAGCCAGCGAGTACAAGAT GGCCCTCTACAATCTGTACCCCGGLGET
GTTCGAGACCCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGGEATCTGGAGEET GGAGTGCCTGATCGGLGAGCACCTGCACGCCGGCA
TGAGCACGCTGTTCCTGGTGTACT CTAACAAGT GCCAGACCCCCCTGGEEATGGCCAGCGGCCACAT CAGGGACTTCCAGATC
ACCGCCAGCGGCCAGTACGGCCAGTGGECCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTATTCCGGAAGCAT CARCGCCTGCGAGCACGAR
GGAGCCCTTCAGCTGGAT CAAGGTGGATCTGCTGGCCCCCATGATCAT CCACGGEAT CANGACCCAGCGGCGCCAGGCAGANAGT
TCAGCTCTCTGTATATCAGCCAGTTCATCATCATGTACTCTCTGGACGGCAAGAAGT GGCAGACCTACAGGGGCAACAGCACC
GGCACGCTGATGGTGTTCTTCGGCAACGTGGACTCTAGCGGGAT CAMGCACANATAT CTTCANCCCCCCCATCATCGCCAGGTA
CATCAGGCTGCACCCCACCCATTACTCTATCAGCTCTACCCTGAGGATGCAGCTGATGEECTGCGACCTGAACAGCTGCAGCA
TGCCCCTGOGCAT GCGACACCAACCCCATCAGCCACCCCCACGATCACCGCCAGCTCTTACTTCACCARCATGTTCCGCCACCTGG
AGCCCGAGCAAGGCCAGGLTGCACCTGCAGGECAGGT CTAACGCCTGEAGGLCCCCAGETGAACANCCCCAAGGAGTGGCTGCA
GGTGGATTTCCAGAMGACCATGAMGGTGACCGGCGTGACCACGCAGGGCGTGANGAGCCTGCTGACCAGCAT GTACGTGANGG
AGTTCCTGATCAGCTCTAGCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAGARCGEGCAAGGTGAAGGTGTTCCAGGGCAAC
CAGCATACCTTCACCCCCETCET CAACACCCTCCACCCCCCCCTGCTGACCAGCTAT CT GACCAT CCACCCCCAGAGCTCGET
GCACCAGATCGCCCTGASGATGCAGCTGCTGEGLTGCCAGGCCCAGCGAT CTCGTATTGA

164



ES2926585T3

FIG. 1C: coFVIII-5 —SEQ ID NO: 70

ATGCAAATCGARACTGAGCACCTGTTTCTT CCTCT GCCT GUTGAGATTCTGTT TCTCCGCGACCCGCOGATACTACCTGGEAGCAGT GG
AGCTCTCCTGGGATTACATGCAGAGCGACCTTGGGGAGCTGLCCGTGGATGCCAGGTTCCCTCCCCGEET GUCARAGTCGTTTCCGTT
CAACACCTCCGTGGTGTACAAGALARCTCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCACCTGTTCAATAT CGCCARGCCCAGACCTCCCTGGATG
GGGLTGTTGEGACCTACCAT CCAAGCGRAGGTETACGACACTGTGETCAT CACTCTGAAGAACATGGCCTCECATCCCGTGTCCCTGL
ACGCCGTGGEAGTGTCTTACT GGAAAGCGTCCGAGGGEGGCCGAATACGACGACCAGACCTCECAGAGAGARAAGCAAGATGACARGET
GTTCCCAGGAGGATCGCACACCTACGTGT GGCAAGTGTTGRAAGGAGAACGGCCCAATGGCCTCCGACCCECTGTGCCTGACCTACTCG
TACCTGTCCCACGTEGACCTCGTGAAGGACCTCAACT CGEGACTGAT TGGAGCCCTGCTGGTCTGCAGGGAAGGCTCACTGGCGAALG
AARAGACT CAGACCTTGCACAAGT TCATT CTGCTGTTCGCTGTETTCGACGAGGGEAAGT CGTGGCACAGCGAGACTAAGAACTCCCT
GATGCAAGATAGAGATGCCGCCTCCGLCCGGGLCTGGCCTAAGAT GCACACCGTGAACGGTTACGTGAARCCGCTCCCTCCCTGGCCTG
ATTGGATGCCACCGEAAGT CCETGTACTGGUACGTGATCGEGATGGGEGACCACCCCCGAGGTGCACAGCATCTTCCTGGAAGGTCACA
CATTTCTCGTGCGCAACCACCGGCAGGCCTCCCTGGARAT CAGCCCCATTACCTTCCTCACTGCCCAGACTCTGCTGATGGACCTGGG
ACAGTTCCTGCTGTTCTGCCATATCTCCT CCCACCAACATGACGGAATGGAGGCATACGTGAAGGTCGAT TCCTGLCCTGAGGARCCC
CAGETCCGCAT GAAGAACAAT GAGGAAGL CGAGGALTACGACGACGACCTGACGGATAGLUGAGATGGATGTGGTCCGETTCGATGACSE
ATAARCAGCCCTTCCTTCATCCAAATT CGCTCGGT GGCAAAGARGCACCCCARGACCTGGGTGCATTACAT TGCGGCGGARGAAGAGGA
CTGGGATTATGCCCCGCTTGTCCTCGCTCCTGACGACCGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACAACGGT CCACAGAGGAT CGGTAGA
ARGTACARGAMGGTCCGCTTCATGGCCTATACCGACGAAACCTTCAAAMCTAGAGAGGCCATCCAACACGAATCCGGCATCCTGGEGECC
CGCTCTTGTACGGAGAAGTCGGCGACACCCTTCTCATTAT CTTCARGAACCAGGCTTCCCGGCCGTACAACATCTATCCGCATGGGAT
CACTGACGTGCGCCCACTGTACTCGCGGCGCCTGCCCAAGGGTGT CAAACACCTGAAGGATTTTCCGATCCTTCCGGGAGAAATCTTC
AAGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAAGATGGCCCAACTAAGTCTGACCCTAGATGCCTCACCCGCTACTACTCATCCTTCGTCAACA
TGGAGCGCGACCTGGECCAGCGGACTGATCGGCCCGCTGCTGATTT GCTACAAGGAAT CAGTGGACCARCGGGGARACCAGATCATGTC
GGATAAGAGGAACGTCATCCTCTTCTCCGTGTTTGACGARAACCGGTCGTGETACCTGACTGAARACATCCAGCGGTTCCTCCCCAAC
CCCGCGGGCGTGCAGCTGGAAGAT CCTGAGT TTCAGGCAT CAARCAT CATGCACTCCATTAACGGCTACGTGTTCGATTCGCTGCAGC
TGAGCGETGTGTCTGCACGAAGTGGCCTACTGGTACATCCTGTCCATTGGETGCCCAGACTGACTTCCTGTCCGTGTTTTTCT CCGGCTA
CACGTTCAAGCACAAGATGGT GTACGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCTTTT TCCGGCGARAACTGTGTTTATGAGCATGGAGARATCCC
GGCCTGTGEATCTTGEGCTGCCACARCAGCGACTTCCGTAACAGAGGAATGACTGCGCTGCTCAAGGTGT CCAGCTGUGACAAGRACA
CCGGAGACTATTATGAGGACT CATACGAGGACATCTCCGCCTACCTCCTGTCCAAGAATAACGCCATTGAACCTCGGAGCT TCAGCCA
CAACCCACCCGTGCTTAAGAGACATCAAC CEGAGATCACTAGGACCACCCTGCAGTCAGACCAGGAGGAAAT CEGACTACGATGACACT
ATCTCGGTCGAGATGAAGAAGGAGGACTT TGACAT CTACGACGAAGATGAAAACCAGAGCCCGAGGTCGT TCCAARAGARAACCCGCC
ACTACTTTATTGCTGCTGTCGAGCGGCTGTGGGEACTACGGAATETCGTCCTCGCCGECACGTGCTCCGCAACCGAGICCAGAGCGGCTC
GGTGCCGCAATTCARGAAGGT CGTGTTCCAGGAGTTCACTGACGGGAGCTTCACTCAGCCTTTGTACCGGGGAGAACTCAATGARCAT
CTCGGCCTCCTCGGACCTTACATCAGAGCAGAAGT GGAAGATAARCATCATGGTCACTTTCCGTAACCAAGCCAGCCGCCCGTACTCGT
TCTACTCCTCCCTCATTTCTTACGAAGAGGACCAGCGGCAGGGCGCAGAACCGCGCAAGRACTTCGTGAAGCCCARCGARACCARGAC
CTACTTCTGGAAAGTGCAGCATCATATGGCCCCGACTAAGGACGAGTTTGACTGCAARAGCCTGGGCCTACTTCTCCGATGTGGACTTG
GAGAAGGACGTCCACTCCGGCCTCAT CGGTCCCCTGUTCGTGTGCCATACCAATACCCTGARCCCCGCACACGETOGCCAGGTCACCS
TGCAGGAGTTCGCTCTGTTCTTCACTATCTTCEACGARACTAAGT CCTGGTACTTCACCGAGARCATGGAGAGGARCTGCAGAGCCCC
CTGTAACATCCAGATGGAGGACCCGACGT TCARGGAAAACTACCGGTTCCACGCCATTARCGGATACATCATGGATACGCT GCCGEGEGT
CTTGTGATGGCCCAGGAT CAACGGAT CAGATGETACTTATTGTCGAT GEGCAGCAACGAGAACATCCACTCTATTCACTTCTCCGGTC
ATGTGTTCACT GTGCGGAAGAAGGARGAGTACAAGATGGCCCTETACAACCT TTATCCCGGAGTGTTCGARACTGTGGARATGCTGCC
GTCGAAGGCCGGCATTTGGCGCGT GGAGT GTTTGATTGGAGAACAT CTCCAT GCGGEGGATGTCAACCCTGTTCCTGGTGTATAGCAAC
AAGTGCCAGACTCCGCTTGGGATGGCGTCAGGACACATTAGGGAT TTCCAGATCACTGCGTCCGGCCAGTACGGCCAATGGGCCCCTA
AGCTGGCCCGCCTGCATTACTCCGGATCCATTAACGCCTGGT CAACCARAGGAGCCATTCTCCTGGATCAAGETGGACCTTCTGGCCCT
CATGATTATCCACGGAATTAAGACCCAGGGGGCCCGGCAGAAGTT CTCCTCACTGTACATCAGCCAGTTCATAAT CATGTACTCCCTG
GACGGAAAGAAGT GGCAAACCTACAGGGEGAACAGCACCGGCACACTGATGETCTTTTTCGGARATGT GGACTCCTCCGGGATTAAGC
ATARCATCTTCARCCCTCCGATTATCGCT CGGTACATTAGACTTCACCCTACCCACTACAGCATTCGCTCCACCCTGCGGATGGRACT
GATGGGCTGCGATCTGAACTCGTGCAGCATGCCGTTGGGAAT GGAGT CCARAGCAATTTCCGACGCGCAGATCACCGCCTCGTCCTAC
TTTACCAACATGTTCGCCACGTGGETCACCGTCCAAGGCCCGGCTGCACCTCCAGGGAAGATCCAACGCAT GGLGGLCACAGGETCAACA
ACCCTAAGGAGTGGCTCCAGGTGGACTTCCAGRARACCATGARAGGTCACCGGAGT CACAACCCAGGGAGT GAAGTCGCTGCTGACTTC
TATGTACGTCAAGGAGTTCCTGATCTCCAGCAGCCAGGACGGGCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCARAAT GGARAGGTCAAGGTGTTT
CAGGGCAATCAGGATTCATTCACCCCGGTGGTGAACTCCCTTGAT CCACCCCTCCTGACCCGCTACCTTCGCATCCACCCACAGTCCT
GGGTGCACCAGATCGCGCTGAGGATGGAGGTCCTGGGAT GUGAAGCCCAGGACCTGTACTGA
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FIG. 1D : coFVIII-6 — SEQ ID NO: 71

ATGCAGATTGAGCTGTCCACTTGTTTCTTCCTGTGCCTCCTGCGCTTCTGTTTCTCCGCCACTCGCCGGTACTACCTTGGAGCCGT GG
AGCTTTCATGGGACTACATGCAGAGCGACCTGGEGCGAACTCCCCGTGGATGCCAGATTCCCCCCCCGCETGCCARAGTCCTTCCCCTT
TAACACCTCCGTGGETGTACAAGAAAACCCTCTTTGTCGAGTTCACTGACCACCTGTTCARACATCGCCARAGCCGCGRCCACCTTGGATG
GGECCTCCTGGGACCGACCATTCAAGCTGAAGT GTACGALACCGTGGETGAT CACCCTGAAGAARCATGGCGTCCCACCCCGTGTCCCT GO
ATGCGGTCGGAGT GT CCTACT GGAAGGCCTCCGARGGAG CTGAGTACGACGACCAGACTAGC CAGCGG GARARGEAGGACGATARAGT
GTTCCCGGGCGGCTCGCATACTTACGTGTGGCAAGTCCTGARAGGARARCGGACCTATGGCATCCGATCCTCTGTGCCTGACTTACTCC
TACCTTTCCCATGTGGACCTCGTGAAGGACCTGARCAGL GGGCTGATTGGTGCACTTCTCGTGTGCCGLGAAGGTTCGCTCGCTAAGG
ARAMGACCCAGACCCTCCATAAGTTCATCCTTTTGTTCGCTGTGTTCGAT GAAGGAAAGT CATGGCAT TCCGAAACTAAGARCTCGCT
GATGCAGGACCGGGATGCCGCCTCAGCCCGCGCCTGGCCTAARATGCATACAGT CAACGGATACGTGAATCGGTCACTGCCCGGGCTC
ATCGGTTGTCACAGARAGT CCGTGTACTGGCACGTCATCGGCATGGGCACTACGCCTGAAGTGCACTCCATCTTCCTGGAAGGGCACA
CCTTCCTCGTGCGCAACCACCGCCAGGCCTCTCTGGARATCTCCCCGATTACCTTTCTGACCGCCCAGACTCTGCTCATGGACCTGGGE
GCAGTTCCTTCTCTTCTGCCACATCT CCAGCCATCAGCACGACGGAATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGACTCATGCCCGGAAGAACCT
CAGTTGCGGATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAGGACTATGACGACGATTTGACT GACTCCGAGATGGACGTCGTGCGGETTCGATGACG
ACAACAGCCCCAGCTTCAT CCAGATT CGCAGCGTGGCCAAGARGCACCCCARANCCTGGGTGCACTACATCGCGGCCGAGGAAGAAGE
TTGGGACTACGCCCCGTTGEGT GCTGGCACCCGAT GACCGGTCGTACAAGTCCCAGTATCTGAACAATGGT CCGCAGCGGATTGGCAGA
ARGTACAAGARAGTGCGGTTCATGGCGTACACT GACGAAACGTTTAAGACCCGGGAGGCCATTCAACATGAGAGCGGCATTCTGGGEAC
CACTGCTGTACGGAGAGGTCGGCGATACCCTGCTCATCATCTTCARAAACCAGGCCTCCCGGCCTTACAACATCTACCCTCACGGAAT
CACCGACGTECEECCACTCTACTCGCGECGCCT GCCGAAGGGECETCAAGCACCTGARAGACT TCCCTATCCTGCCOGGGCGARATCTTE
ARGTATAARGTGGACCGTCACCGTGGAGGACGGGLCCACCAAGAGCGATCCTAGGTGTCTGACTCGGTACTACTCCAGCTTCGTGAACA
TGEGEAACGEGACCTGGCATCGGGACTCATTGEACCGCTGLTGATCTGCTACAARGAGTCGETGGAT CAACGCGGCAACCAGATCATGTC
CGACAAGCGCAACGTGATCCTGTTCTCCGTGTTTGATGAAARCAGAT CCTGGTACCTCACTGARAACATCCAGAGGTTCCTCCCAARC
CCCGCAGGAGTGCAACTGGAGGACCCTGAGT TTCAGGCCTCGARTAT CATGCACT CGATTAACGGTTACGTGTTCGACTCGCTGCAGC
TGAGCGTGTGCCTCCATGAAGTCGUT TACTGGTACATTCTGTCCATCGGCGUCCAGACTGACTTCCTGAGCGTGTTCTTTTCCGGTTA
CACCTTTAAGCACAAGATGGT GTACGAAGATACCCTGACCCTGTTCCCTTTCTCCGGCEAARCGETGT TCATGTCGAT GGAGAACCCG
GETCTGTGGAT TCTGGGATGCCACAACAGCGACTTTCGGAACCGCGGARAT GACT GCCCTGCTGRAGGT GTCCTCATGCGACAAGAACA
CCGGAGACTACTACGAGGACT CCTACGAGGATATCTCAGCCTACCTCCTGTCCARGAACAACGCGATCGAGCCGCGCAGCTTCAGCCA
GAACCCGLCTGTGUT GAAGAGGCACCAGC GAGARATTACCCGGACCACCCTCCAAT CGLAT CAGGAGGAARTCGACTACGACGACACT
ATCTCGGTGGAARTGARGARGGAAGATTT CGATATCTACGACGAGGACGAAAATCAGTCCCCTCGCTCAT TCCARAAGARARCTAGAC
ACTACTTTATCGCCGLGETGEAARAGACTGTGGEACTATGCAATGTCATCCAGCCCTCACGTCCTTCGGAACCGGELCCAGAGCGGATC
CETGCCTCAGT TCAAGARAGTGET GTTCCAGGAGTTCACCGACGECAGCTTCACCCAGCCGUTETACCGEGEAGAACTGRAACGARCAT
CTGGGCCTGCTCGETCCCTACATCCGLGCGEARA GTGEAGGATAARCATCATGGTGACCTTCCGTAACCAAGCAT CCAGACCTTACTCCT
TCTATTCCTCCCTGATCTCATACGAGGAGGACCAGCGCCAAGGCGCCGAGCCCCECAAGAACTTCGTCAAGCCCAACGAGACTAAGAT
CTACTTCTGGAAGGT CCARCACCATATGGCCCCGACCAAGGATGAGTTTGACTGCARGGCCT GGGCCTACTTCTCCGACGTGGACCTT
GAGAAGGATGTCCATTCCGGCCTGAT CGGGCCGCTGCTCETGTETCACACCAACACCCTGAACCCAGCGCATGGACGCCAGGTCACCG
TCCAGGAGTTTGCTCTGTTCT TCACCATTTTTGACGAAACTAAGT CCTGETACTTCACCGAGAATATGGAGCGAAACTGTAGAGCGLC
CTGCAARTATCCAGAT GGARGATCCGACTT TCARAGGAGAACTATAGATTCCACGCCATCARCGGGTACATCAT GGATACTCTGCCGGGG
CTGGETCATGGCCCAGGAT CAGAGGAT TCGETGGETACTTGCTGTCAAT GGGAT CCGAACGARAACATTCACTCCATTCACTTCTCCGGTC
ACGTGTTCACTGT GCGCARGARAGGAGGAGTACAAGAT GLGCGUTETACAATUTGTACCCCGGGEETGTTC GARACTETGGAGATGCTGCC
GTCCARGGLCGGLAT CTGGAGAGT GGAGT GCCT GATCGLAGAGCACCTCCACGCGGGEATGT CCACCCTCTTCCTGETGTACT CGAAT
ARGTGCCAGACCCCGLTGGEGCATGGCCTCGEGCCACATCAGAGACTTCCAGATCACAGCAAGCGGACAATACGGCCAATGGGCGCCGEA
AGCTGGCCCGCTTGCACTACT CCGGATCGAT CAACGCATGGTCCACCARAGGARCCGTTCTCGTGGATTAAGGT GGACCTCCTGGCCCC
TATGATTATCCACGGAATTAAGACCCAGGGCGCCAGGCAGAAGTTCTCCTCCCTGTACATCTCGCAATTCATCATCATGTACAGCCTG
GACGGGAAGAAGTGGCAGACTTACAGGGGAMACTCCACCGGCACCCTGATGGTCTTTTTCGGCAACGT GGATTCCTCCGGCATTAAGC
ACAACATCTTCARCCCACCGATCATAGCCAGATATATTAGGCTCCACCCCACTCACTACTCAATCCGCTCAACTCTTCGGATGGAACT
CATGGGGTGCGACCTGAACTCCTGCTCCATGCCGTTGGGGATGGAAT CAAAGGCTATTAGCGACGCCCAGAT CACCGCGAGCTCCTAC
TTCACTAACATGTTCGCCACCTGGAGCCCCTCCARGGCCAGGCTGCACTTGCAGGGACGGTCARATGCCTGGCGGLCGCAAGTGAACA
ATCCGAAGGAATGGCTTCAAGTGGATTTCCAARAGACCATGARAGTGACCGGAGT CACCACCCAGGGAGTGAAGTCCCTTCTGACCTC
GATGTATGTGAAGGAGTTCCTGATTAGCAGCAGCCAGGACGGGCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAAARACGGAAAGGT CAAGGTGTTC
CAGGGGAACCAGGACTCGTTCACACCCGTGGTGAACTCCCTGGACCCCCCACTGLTGACGCGGTACTT GAGGATTCATCCTCAGTCCT
GGGTCCATCAGATT GCATTGCGAATGGAAGT CCTGGGUT GUGAGGCCCAGGACCTGTACTGA
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FIG. 1E: coFVIII-52 - SEQ ID NO: 3

ATCCARATCGAACTGACGCACCTETTTCTTCCTCTGCCTGCTGAGATTCTGTTTCTCCGCGACCCGCCGATACTACCTGGGAGC
AGTGGAGCT CTCCTGGGATTACAT GCAGAGCGACCTT GEGGAGCTGCCCGTGGATGCCAGGTTCCCTCCCCGGETGCCAAAGT
COTTTCCGTTCAACACCTCCGTGCTCTACAACARAACTCTGTTCOTCCGAGTTCACCCACCACCTCTTCAATATCGCCAAGCCC
AGACCTCCCTGGATGGGGCTCTTGGCACCTACCAT CCAAGCGGAGGTCTACGACACTETGGTCATCACTCTGARGAACATGGC
CTCGCATCCCGTGTCCCTEGCACGCCGTGEGAGTETCTTACTGGAAAGCGTCCGAGGEGGCCGAATACGACGACCAGACCTCEC
AGAGAGAAANGCGANGATGACAAGGTGTTCCCAGCGAGGATCGCACACCTACGTGTGECAAGT CTTCGAAGGAGAACGGCCCAATG
GCCTCCGACCCGCTGTCCCTGACCTACTCCTACCTCTCCCACCTCCACCTCETCGANAGGACCTCAACT CGGGACTCGATTGGAGC
CCTGCTGGT CTGCAGGGANGGCT CACTSGCEAANGAANNGACT CAGACCTT GCACAAGT TCATTCTGCTGTTCGCTGTGTTCG
ACGAGGGGARGTCGTGGCACAGCGAGACTAAGAACTCCCTGAT GCAAGATAGAGAT GCCGCCTCCGCCCGEGCCTGGCCTAMG
ATGCACACCGTCGANCGCTTACGTGANCCGCTCCCTCCCTGGCCTGATT GCGATGCCACCGCANAGTCCGTGTACTGGCACGTGAT
CGGEATGEEEACCACCCCLGAGET GCACAGCAT CTTCCTGGAAGGT CACACATTTCTCGT GLGCAACCACCGGLAGGCCTCCC
TGGANT CAGCCCCATTACCTTCCT CACTGCCCAGACTCTGCTGATGEGACCTGGEGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCATATCTCC
TCCCACCAACATGACGGAATGGAGGCATACCTGAAGGTCGATT CCTGUCCTCGAGGAACCCCAGCTCCGCAT GAAGARCAATGA
GGANGCCGAGCACTACCGACGACCACCTCACCCATACCOAGATGCGATCTGCTCCCGCTTCCGAT GACCATAACAGCCCTTCCTTCA
TCCAAATTCGCTCGGTGGCARAAGAAGCACCCCAAGACCTGGET GCATTACATTGCGECGEGAAGANGAGGACTGGGATTATGCC
CCGCTTGTCCTCGCTCCT GACGACCGGAGCTACANGAGCCAGTACCT GAACANCGETCCACAGAGGAT CGCTAGAMNGTACAN
GAAGGTCCGCTTCATGGCCTATACCGACGAAACCTTCAAAACTAGACGAGCCCATCCAACACGAATCCGGCATCCTGGGCCCGE
TCTTCTACGGAGAAGTCGCCGACACCCTTCTCATTATCTTCAAGAACCAGGCTTCCCGGCCETACAACATCTATCCGCATCEGGE
ATCACTGACGTGCGCCCACTGTACTCGLGGLGCCTGLCCAAGGETGTCAAACACCTGAAGGATTTTCCGATCCTTCCGGGAGA
AATCTTCAAGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAAGAT GGCCCAACTAAGTCTGACCCTAGATGCCT CACCCGCTACTACTCAT
CCTTCGTCAACATGGAGCGCGACCTGGCCAGCGGACTGATCEGCCCELTGCTGATTTGCTACAAGGAATCAGTGGACCAACGG
GGAARCCAGATCATGTCGEATAAGAGGAACGTCATCCTCTTCTCCGTGTTTGACGARAAACCGGTCGTGGTACCTGACCGAGAA

CATCCAGAGGTTCCTGCCCAACCCTGCTGEGEGGTGCAGCTGEGAGGACCCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACAGCATCA

ATGGCTACGTCTICGACAGCCTGCAGCTGAGCGTGTGCCTGCACGAGGTGECCTACTGGTACATCCTGAGCATCGEGCGCCCAG

ACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGGTGTATGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTT

CAGCGGGGAGACTETCTTCATGAGCATGEAGAACCCTGGCCTGTGEGATCCTGEGCTGCCACAACAGCGACTTCAGGAACAGGE

GCATGACTGCCCTGCTGAAAGTCTCCAGCTGTGACARGAACACCGEGGACTACTACGAGGACAGCTACGAGGACATCAGCGCC
TACCTGCTGAGCAAGAACAATGCCATCGAGCCCAGGAGCTTCTCTCAGAACCCCCCAGTGCTCGAAGAGGCACCAGAGGGAGAT

CACCAGGACCACCCTGCAGTCTGACCAGGAGGAGATCGACTATGATGACACCATCAGCGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTCG

CTGTGGGACTATGECATGTCCAGCAGCCCCCATGTGCTGAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAAGT

CeTGT I CCAGCAGT TCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAACCAGCACCTGGGCCTGCTGGECC

CCTACATCAGGGCCGAGGTGGRGGACAACATCATGGTGACCTTCAGGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCAGC
CTGATCAGCTACGAGGAGGACCAGAGGCAGGEGGCTGAGCCCAGGAAGAACTTTGTGAAGCCCAATGARACCAAGACCTACTT

CTGGAAGGTEGCAGCACCACATGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGEGCCTACTTCTCTGACGTGGACCTGE

AGAAGGACGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCCCTGCTGGTGTGCCACACCAACACCCTGAACCCTGCCCATGGCAGGCAGGTG

ACTGTGCAGGAGTTCGCCCTGTTCTTCACCATCTTCGATGAAACCAAGAGCTGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGGAACTG

CAGGGCCCCCTGCAACATCCAGATGCAGGACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGEGTICCATGCCATCAATGGCTACATCATGG
ACACCCTGCCTGGCCTGGTCATGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTATCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAACATCCAC

AGCATCCACTTCTCTGGCCACGTGTTCACTGTGAGGAAGAAGGAGCGAGTACAAGATGGCCCTGTACARCCTGTACCCTGGGGT

GTTCGAAACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGECATCTGCAGEGTGGAGTGCCTGATTGGGGAGCACCTGCACGCCGECA

TGAGCACCCTGTTCCTGGTGTACAGCAACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATC

ACTIGCCTCTGECCAGTACGECCAGTGGECCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTACTCCGGAAGCATCAATGCCTGGAGCACCAA

S T O T e T S AN G T e T O L GO O A T CA L COACGGCAT AR BACCCAGGBEUCCAGUCAGARGE
TCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCC TGGACGGCAAGAAGTGGCAGACCTACAGGGGCAACAGCACS

CATCAGGCTGCACCCCACCCACTACAGCATCAGGAGCACCCTGAGGATGGAGCTGATGGGCTGTCGACCTGAACAGCTGCAGCA

P B A A B A A T T A o A A A D e T CAGCTACT TCACCANCATO AT ECCACS TG
AGCCCCAGCANGGCCAGGCTECACCTECAGEECAGEAGCAATGCCTGGAGECCCCAGGTCARCARCCCCARGEAGTEECTECA
SIS CRCITCCAGARCACCATCAACCT GACTCGGeTCACCAC CCACEGGETOAAGRECCTORTGACCACGCRTOTACCTGARGE
A O A T A CAG e A AL G B O AT G A C CC TG T G T C CACAATCGCARCATEAMGGICTICCACGGCAAC
CAGGACAGC TTCACCCCTGTGGTCAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCAGATACCTGAGGATCCACCCCCAGAGCTGGET

GCACCAGATCGCCCTGAGGATGGAGGTGCTGGGCTGTGAGGCCCAGGACCTGTACTGA

Subrayado continuo = coFVIII-52-NT58 (SEQ ID NO: 7)
Subrayado discontinuo = coFVIII-52-CT (SEQ ID NO: 8)
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FIG. 1F: coFVIII-62 — SEQ ID NO: 4

ATGCAGATTCGAGCTGTCCACTTCGTTTCTTCCTGTGCCTCCTCGCGCTTCTGTTTCTCCGCCACTCGCCGGTACTACCTTGGAGC
CGTGGAGCTTTCATGGCACTACATGCAGCGAGCCACCTGGGCCGAACTCCCCGTGGATGCCAGATTCCCCCCCCGCGTGCCAAAGT
CCTTCCCCTTTAACACCTCCGTGGTGTACAACGAAAACCCTCTTTGTCGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCG
CGCCCACCTTGGATGGGCCTCCTGCGCGACCGACCATTCAAGCTCGAAGTGTACGCGACACCGTGGTGATCACCCTGAAGAACATGGC
GTCCCACCCCGTGTCCCTGCATGCGGTCGGAGTGTCCTACTGGAAGGCCTCCGAAGGAGCTGAGTACGACGACCAGACTAGCC
AGCGGGAAAAGGAGGACGATAAAGTGTTCCCGGGCGGCTCGCATACTTACGTGTGCGCAAGT CCTGAAGGAAAACGGACCTATG
GCATCCGATCCTCTGCTGCCTGACTTACTCCTACCTTTCCCATCGTGCACCTCCTCGAAGCGACCTCGAACAGCGGGCTCATTGGTGC
ACTTCTCGTGTGCCGCGAAGGTTCGCTCGCTAAGCGAANNAGACCCAGACCCTCCATAAGTTCATCCTTTTGTTCGCTGTGTTCG
ATGAAGGAAAGTCATGGCATTCCGAAACTAAGAACTCGCTGATGCAGGACCGGGATGCCGCCTCAGCCCGCGCCTGGCCTAAA
ATGCATACAGTCAACGGATACGTGAATCGGTCACTGCCCGGGCTCATCGGTTGTCACAGAANAGTCCGTGTACTGGCACGTCAT
CGGCATGGGCACTACGCCTGAAGTGCACTCCATCTTCCTGCGAAGGGCACACCTTCCTCGTGCGCAACCACCGCCAGGCCTCTC
TGGAAATCTCCCCGATTACCTTTCTGACCGCCCAGACTCTGCTCATGCGACCTGGGGCAGTTCCTTCTCTTCTGCCACATCTCC
AGCCATCAGCACGACGGAATGGAGGCCTACGTGCAAGGTGGACT CATGCCCGCGAAGAACCTCAGTTGCGGAT GAAGAACAACGA
GGAGGCCGAGCACTATGACGACCATTTCGACTGCGACTCCCAGATGGACCTCGTGCGGTTCCGAT GACCGACAACAGCCCCAGCTTCA
TCCAGATTCGCAGCGTGGCCAAGAAGCACCCCAAAACCTGGGTGCACTACATCGCGGCCCGAGGAAGAAGATTGGCGACTACGCC
CCGTTGGTGCTGGCACCCCGATGACCGGTCGTACAAGT CCCACGTATCTGAACAATGGTCCGCAGCGCGATTGGCAGAAAGTACAA
GAAAGTGCGGTTCATGGCGTACACTGACGAAACGTTTAAGACCCGGCAGGCCATTCAACAT GAGAGCGGCATTCTGGGACCAC
TGCTGTACCGGACGAGGTCGCCCGATACCCTGCTCATCATCTTCAAAAACCAGGCCTCCCGGCCTTACAACATCTACCCTCACGGA
ATCACCGACGTGCGGCCACTCTACTCGCGGCGCCTGCCCGAAGGGCGTCAAGCACCT GAAAGACTTCCCTATCCTGCCGGGCGA
AATCTTCAAGTATAAGTGGACCGTCACCGTGGAGGACGGGCCCACCAAGAGCGATCCTAGGTGTCTGACTCGGTACTACTCCA
GCTTCGTGAACAT GGAACGGGACCTGGCATCGGGACT CATTGCGACCGCTGCTGATCTGCTACAAAGAGTCGGTGCGATCAACGC
GGCAACCAGATCATGTCCCGACAAGCGCAACGTGATCCTGTTCTCCGTGTTTGATGAAAACAGATCCTGGTACCTGACCGAGAA
CATCCAGAGETTCCTGCCCAACCCTCCTGEEGTGCAGCTGEAGGACCCCEAGTTCCAGGCCAGCARCATCATGCACAGCATCA
ATGGCTACG TG T CeACAGCC TG CAGC IGACCGTeTGCCTECACEASGTEECCTACTGGTACATCCTGAGCATCGECGCCCAS
ACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGGTGTATGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTT

CAGCGGGGAGACTGTCTTCATGAGCATGGAGAACCCTGGCCTGTGGATCCTGGGCTGCCACAACAGCGACTTCAGGAACAGGG

GCATGACTGCCCTGCTGARAGTCTCCAGCTGTGACAAGAACACCGEGGACTACTACGAGGACAGCTACGAGGACATCAGCGES
TACCTGCTGAGCAAGAACAATGCCATCGAGCCCAGGAGCTTCTCTCAGAACCCCCCAGTGCTGAAGAGGCACCAGAGGGAGAT

CACCAGGACCACCCTGCAGTCTGACCAGGAGGAGATCGACTATGATGACACCATCAGCGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTCG

ACATCTACGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCCAGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGCGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGAGG
CTGTGGGACTATGGCATGTCCAGCAGCCCCCATGTGCTGAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAAGT

CGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGCGAGCTGAACGAGCACCTGGGCCTGCTGGGCC

CCTACATCAGGGCCCAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCAGGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCAGC

CIGATCAGCTACGAGGAGGACCAGAGGCAGGGGGCTGAGCCCAGGAAGAACTTTGTGAAGCCCAATGAAACCAAGACCTACTT

CTGGAAGGTGCAGCACCACATGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGACGTGGACCTGG
AGAAGGACGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCCCTGCTGGTCGTGCCACACCAACACCCTGAACCCTGCCCATGGCAGGCAGCTG

ACTGTGCAGGAGTTCGCCCTETTCTTCACCATCTTCGATGARACCAAGAGCTGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGGAACTG
CAGGGCCCCCTGCAACATCCAGATGGAGGACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGG

ACACCCTGCCTGGCCTGGTCATGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTATCTGCTCAGCATGGGCAGCAACGAGAACATCCAC

AGCATCCACTTCTCTGGCCACGTGTTCACTGTGAGGAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTACCCTGGGGT

GTTCGAAACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGGCATCTGCAGGGTGCAGTGCCTGATTGGGGAGCACCTGCACGCCGGCA

TG NG T CC TG C T T ACA G CAA C A A L e CAGA CC e e T AR AT GGCCICTECCCACAICACCCACTICCAGATG
ACTGCCTCTGGCCAGTACGGCCAGTGGGCCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTACTCCGGAAGCATCAATGCCTGGAGCACCAA
GGAGCCCTTCAGCTGGATCAAAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCACGGCATCAAGACCCAGGGGGCCAGGCAGAAGT

TG G CCT eI ACA T CAGCCAGTTCAT CAT CATGTACAGCCIGEACGCCAAGAACT GECACGACCTACACEEGCAACAGCACE
A GG T T T G CA A G T A CAGC NG COO CA T CAN G CACACA T CETCANCCCCCCCATCATCOCCAGATA
CATCAGGCTGCACCCCACCCACTACAGCATCAGGAGCACCCTGAGGATGGAGCTGATGGGCTGTGACCTGAACAGCTGCAGCA

TGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATCTCTGACGCCCAGATCACTGCCTCCAGCTACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGG
AGCCCCAGCAAGGCCAGGCTGCACCTGCAGGGCAGGAGCAATGCCTGGAGGCCCCAGGTCAACAACCCCAAGGAGTGGCTGCA

GGTGGACTTCCAGAAGACCATGAAGGTGACTGGGEGTGACCACCCAGGGGGTGAAGAGCCTGCTGACCAGCATGTACGTGAAGG

AGTTCCTGATCTCCAGCAGCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAGAATGGCAAGGTGAAGGTGTTCCAGGGCAAC

CAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTCAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCAGATACCTGAGGATCCACCCCCAGAGCTGGGT

GCACCAGATCGCCCTGAGGATGGAGGTGCTGGGCTGTGAGGCCCAGGACCTGTACTGA

Subrayado continuo = coFVIII-62-NT58 (SEQ ID NO: 9)
Subrayado discontinuo = coFVIII-62-CT (SEQ ID NO: 10)
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FIG. 1G: coFVIII-25 - SEQ ID NO: 5

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGGAGATACTACCTGGGCGC
CGTGGAGCTGAGCTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGCGAGCTGCCAGTGGACGCCAGGTTCCCCCCCAGAGTGCCCAAGA
GCTTCCCCTTCAACACCAGCGTGGTGTACAAGAAGACCCTGTTCGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCC
AGGCCCCCCTGGATGGGCCTGCTGGGCCCCACCATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGTGGTCATCACCCTGAAGAACATGGC
CAGCCACCCCGTCTCCCTGCACGCCETGGEGETGAGCTACTGGAAGGCCTCTGAGGGCGCCGAGTACGACGACCAGACCAGCC
AGAGGGAGAAGGAGCACCGACAAGGTCTTCCCTGCGGGGCAGCCACACCTACGTGTGGCAGCTCCTCAAGCGAGAACCGGCCCCATG
GCCTCTGACCCCCTGTGCCTGACCTACAGCTACCTGAGCCACGTGGACCTGGTGAAGGACCTGAACTCTGGCCTGATTGGGGC
CCTGCTGGTGTGCAGGGAGGGCAGCCTGGCCAAGCGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCCGTGTTCG
ACGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTCGAAACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACAGGCGACGCCGCCTCTGCCAGGGCCTGGCCCAAG
ATGCACACCCGTCAACGGCTACGTCAACAGCAGCCTGCCTGGCCTCATTGGCTGCCACAGCAAGAGCCGTGTACTGCGCATGTGAT
CGGCATGGGCACCACCCCTGAGGTGCACAGCATCTTCCTGCGAGGGCCACACCTTCCTGGT CAGGAACCACAGGCAGGCCAGCC
TGGAGATCAGCCCCATCACCTTCCTGACCGCCCAGACCCTGCTGATGCGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTTCTGCCACATCTCC
AGCCACCAGCACGACGGCATGGAGGCCTACGTGAANAGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCCCAGCTGAGGATGAAGANCAACGA
GGAGGCCGAGGACTATGATGACGACCTGACCGACAGCGAGATGGACGTGGTCAGGTTCGACGACGACAACAGCCCCAGCTTCA
TCCAGATCAGGAGCGTGGCCAAGAAGCCACCCCAAGACCTGGGTGCACTACATCGCTGCTCGAGGAGCGAGGACTGGCGACTATGCC
CCCCTGGTGCTGGCCCCTGATGACAGCGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACAATGGCCCCCAGAGGATTGGCAGGAAGTACAA
GAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACT GATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATCCAGCATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCCC
TGCTGTACGGGGAGGCTGGGGGACACCCTGCTGATCATCTT CAAGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAACATCTACCCCCATGGC
ATCACCGACGTGAGGCCCCTGTACAGCAGGAGGCTGCCTAAGGGGGTGAAGCACCTGAAAGACTTCCCCATCCTGCCTGGGGA
GATCTTCAAGTACAAGTGGACTGTGCACTGTGGAGCGACGGCCCCACCAAGAGCGACCCCAGCGTGCCTGACCAGATACTACAGCA
GCTTCGTCAACATCGCAGAGCGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCCCTGCTGATCTGCTACAAGGAGTCTGTGCACCAGAGG
GGCAACCACGATCATCAGCCACAAGCACCGAACCTCGATCCTGTTCTCTCTCTTCGACGAGAACAGGAGCTGGTACCTGACTGAAAA
CATCCAGCGGTTCCTCCCCAACCCCGCGGGCGTGCAGCTGGAAGATCCTGAGTTTCAGGCATCAAACATCATGCACTCCATTA
ACGGCTACG TG TCGATTCeCTGCAGCTGAGCGTCTGTCTGCACGAAGTGGCCTACTGGTACATCCTGTCCATTGETGCCCAG
ACTGACTTCCTGTCCETGTTTTTCTCCGGCTACACGTTCAAGCACAAGATGGTGTACGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCTTT
TTCCGGCGAAACTGTGTTTATGAGCATGGAGAATCCCGGCCTGTGGATCTTGGGCTGCCACAACAGCGACTTCCGTAACAGAG
GAATGACTGCGCTGCTCAAGGTGTCCAGCTGCGACAAGAACACCGGAGACTATTATGAGGACTCATACGAGGACATCTCCGCC

TACCTCCTGTCCAAGAATAACGCCATTGAACCTCGGAGCTTCAGCCAGAACCCACCCGTGCTTAAGAGACATCAACGGGAGAT

CACTAGGACCACCCTGCAGTCAGACCAGGAGGAAATCGACTACGATGACACCATCTCGGTCGAGATGAAGAAGGAGGACTTTG

ACATCTACGACGAAGATGAAAACCAGAGCCCGAGGTCGTTCCAAAAGAAAACCCGCCACTACTTTATTGCTGCTGTCGAGCGG

CTGTEGGACTACGEAATGTCETCCTCECCECACGTCCTCCGCAACCGAGCCCAGAGCGECTCGETGCCGCARTTCAAGAAGGT
SIS AT T CACT AN IS MACT ICACT CAACC T I IR TACCAedNAAR CICAM T CAACHICECOOCCTICCICIgNC
CTTACATCAGAGCAGAAGTGGAAGATAACATCATGGTCACTTTCCGTAACCAAGCCAGCCGCCCGTACTCGTTCTACTCCTCC
CTCATTTCTTACGAAGAGGACCAGCGGCAGGGCGCAGAACCGCGCAAGAACTTCGTGAAGCCCAACGAAACCAAGACCTACTT

S A G T e A A AT A T GG e A T AN A C A T T T CAC T G CA A G CC TG e C CTACTICICCCATCTCCACTICE
AGAAGGACGTCCACTCCGGCCTCATCGGTCCCCTGCTCGTGTGCCATACCAATACCCTGAACCCCGCACACGGTCGCCAGGTC
ACCGTGCAGGAGTTCGCTCTGTTCTTCACTATCTTCGACGAAACTAAGTCCTGGTACTTCACCGAGAACATGGAGAGGAACTG

CAGAGCCCCC TG TAACATCCAGATGEAGEACCCGACGT TCAAGGAAAACTACCGCTTCCACGCCATTAACGGATACATCATGS
A A e GC e e T e A G CCCAC AT CAACCGAT CAGAT COTACT IAT TG TCEATCCCCAGCAACGAGAACATCCAS
A A T T S A G G T T A T e S CAAGA A GG A A G TACAAGA TG GCCCT G TACAACCTIIATCCCSGAGE
GTTCGAAACTGTGGAAATGCTGCCGTCGAAGGCCGECATTTGGCGCGTGGAGTGTTTGATTGGAGAACATCTCCATGCGGGGA

TGTCAACCCTGTTCCTGGTGTATAGCAACAAGTGCCAGACTCCGCTTGGGATGGCGTCAGGACACATTAGGGATTTCCAGATC
ACTGCGTCCGGCCAGTACGGCCAATGGGCCCCTAAGCTGGCCCGCCTGCATTACTCCGGATCCATTAACGCCTGGTCAACCAA

SeAGCCATTCTCCTECATCARMGGTECACCT I CTGECCCCCATGAT TATCCACGGAAT TAAGACCCAGGGEECCCGECAGAAGT
TCTCCTCACTGTACATCAGCCAGTTCATAATCATGTACTCCCTGGACGGAAAGAAGTGGCAAACCTACAGGGGGAACAGCACC

GGCACACTGATGGTCTTTTTCGGAAATGTGGACTCCTCCGGGATTAAGCATAACATCTTCAACCCTCCGATTATCGCTCGGTA

A T T A A G O A G A T T GG L C A C e O LG C e AT AR CTCAT GG e CTIGCEATCTCANGTCCTGCACCA
TGCCGTTGGGAATGGAGTCCAAAGCAATTTCCGACGCGCAGATCACCGCCTCGTCCTACTTTACCAACATGTTCGCCACGTGG
TCACCGTCCAAGGCCCGGCTGCACCTCCAGGGAAGATCCAACGCATGGCGGCCACAGGTCAACAACCCTARGGAGTGGCTCCA

GGTGGACTTCCAGAAAACCATGAAGGTCACCGGAGTCACAACCCAGGGAGTGAAGTCGCTGCTGACTTCTATGTACGTCAAGG
AGTTCCTGATCTCCAGCAGCCAGGACGGGCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAAAATGGAAAGGTCAAGGTGTTTCAGGGCAAT
e N e s T T o e O Sl B B o g L o L s s
A C AN I C O T GGG T AGAORCCIOAMTICAARICCCACANCCTIIACTAA

Subrayado continuo = coFVIII-25-NT58 (SEQ ID NO: 11)
Subrayado discontinuo = coFVIII-25-CT (SEQ ID NO: 12)
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FIG. 1H: coFVIlI-26 — SEQ ID NO: 6

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTCTGCCTGCTCGAGCTTCTGCTTCTCTGCCACCAGCAGATACTACCTGCGGCGC
CGTGGAGCTGAGCTGGGACTACATGCAGCTCTGACCTGGGCCAGCTGCCAGTGCGACGCCAGGTTCCCCCCCAGAGTGCCCAAGA
GCTTCCCCTTCAACACCAGCGTGCGTGTACAACGAAGACCCTGTTCGTGCAGTTCACTCGACCACCTCGTTCAACATCGCCAAGCCC
AGGCCCCCCTCCGATGGGCCTGCTGGGCCCCACCATCCAGGCCCGAGGTGTACCGACACCGTGGTCATCACCCTGAAGAACATGGC
CAGCCACCCCGTCTCCCTGCACGCCGTGGGGGTGAGCTACTGGAAGGCCTCTGAGGGCGCCGAGTACGACGACCAGACCAGCC
AGAGGGAGAAGGCGAGGACGACAAGGTGTTCCCTGGGGGCAGCCACACCTACGTGTGGCAGGT CCTGAAGGAGAACGGCCCCATG
GCCTCTGACCCCCTGTGCCTCGACCTACAGCTACCTCGAGCCACCGTGCACCTGCTGANAGGACCTGAACTCTGCGGCCTCATTGGGGC
CCTGCTGGTGTGCAGGGAGGGCAGCCTGGCCAAGCGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCCGTGTTCG
ACGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAAACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACAGGGACGCCGCCTCTGCCAGGGCCTGGCCCAAG
ATGCACACCGTCAACGGCTACGTCAACAGGAGCCTGCCTGGCCTGATTGGCTGCCACAGCGAAGAGCGTGTACTGGCATGTGAT
CGGCATGGGCACCACCCCTGAGGTGCACAGCATCTTCCTGCGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGGCAGGCCAGCC
TGGAGATCAGCCCCATCACCTTCCTGACCGCCCAGACCCTGCTGATGCGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTTCTGCCACATCTCC
AGCCACCAGCACGACGGCATGGCAGGCCTACGTCAAAGTGCGACAGCTGCCCTGCAGCGAGCCCCAGCTGCGAGGAT GAAGCAACAACGA
GGAGGCCGAGCGACTATGATGACCACCTCGACCGACAGCCGAGATGGACCGTGGTCAGGTTCGACGACCGACAACAGCCCCAGCTTCA
TCCAGATCAGCAGCGTGGCCAAGAAGCACCCCAAGACCTGGGTGCACTACATCGCTGCTCGAGGAGGCAGGACTGGCGACTATGCC
CCCCTGGTGCTGGCCCCTCGATGACAGCGAGCTACAAGAGCCACGTACCTCGAACAATGGCCCCCAGAGCGATTGGCAGGAAGTACAA
GAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGCAGGCCATCCAGCATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCCC
TGCTGTACCGGCCGAGCGTCGGCGCGACACCCTGCTCGATCAT CTTCAACGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAACATCTACCCCCATGGC
ATCACCGACGTGAGGCCCCTGTACAGCAGGAGGCTGCCTAAGGGGGTGCAAGCACCT GAAAGACTTCCCCATCCTGCCTGGGGA
GATCTTCAAGTACAAGTGGACTGTGACTGTGGAGGACGGCCCCACCAAGAGCGACCCCAGGTGCCTGACCAGATACTACAGCA
GCTTCGTCAACAT GCGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTCGATTGGCCCCCTGCTGATCTGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGG
GGCAACCAGATCATGAGCGACAAGAGGAACGTCGATCCTGTTCTCTGTCTTCGACGAGAACAGGAGCTGGTACCTCACTGAAAA
CATCCAGAGGTTCCTCCCAAACCCCGCAGGAGTGCAACTGCAGGACCCTGAGTTTCAGGCCTCGAATATCATGCACTCGATTA
ACGGTTACGTo T CCACTCCCTGCAGC TGAGCGTCTGCCTCCATCAAGTCOC TTACTGCTACATTCTGTCCATCGGCGCCCAG
ACTGACTICCTGAGCETGTTCTTTTCCGGTTACACCTTTAAGCACAAGATGGTGTACGAAGATACCCTGACCCTGTICCCTTT
CTCCGECGARACGE TG TCATGTCEATGGACAACCCEGETCTGTCCATTCTGGGATGCCACAACAGCGACTTTCCGAACCECS
GAATGACTGCCCTGCTGAAGGTGTCCTCATGCGACAAGAACACCGCGAGACTACTACGAGGACTCCTACGAGGATATCTCAGCC
TACCTCCTGTCCAAGAACAACGCGATCGAGCCGCGCAGCTTCAGCCAGAACCCGCCTGTGCTGAAGAGGCACCAGCGAGAAAT

TACCCGGACCACCCTCCAATCGGATCAGGAGGAAATCGACTACGACGACACCATCTCGGTGGAAATGAAGAAGGAAGATTTCG

ATATCTACGACGAGGACGAAAATCAGTCCCCTCGCTCATTCCAAAAGAAAACTAGACACTACTTTATCGCCGCGGTGGAAAGA

CTGTGGGACTATGGAATGTCATCCAGCCCTCACGTCCTTCGGAACCGGGCCCAGAGCGGATCGGTGCCTCAGTTCAAGAAAGT

ST T A G T T CACC A CEGCAGC T TCACCCAGCCEeCIGTACCGGOCAGAACT CAACCAACACCTEeGCCTECTICesTC
CCTACATCCGCGCGGAAGTGGAGGATAACATCATGGTGACCTTCCGTAACCAAGCATCCAGACCTTACTCCTTCTATTCCTCC
CTGATCTCATACGAGGAGGACCAGCGCCAAGGCGCCGAGCCCCGCAAGAACTTCGTCAAGCCCAACGAGACTAAGACCTACTT

CTGGAAGGTCCAACACCATATGGCCCCGACCAAGGATGAGT T TGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCCGACGTGEACCTTG
AGAAGEATGTCCATTCCGaCCTGATCaGaCCaCTeCTCaTeTGTCACACCAACACCCTGAACCCAGCGCATGGACGCCAGETC
ACCGTCCAGEAGT T TG TC TG T CTTCACCAT T TTTGACGAAACTAAGTCCTGGTACTTCACCGAGAATATGGAGCGAAACTG
TAGAGCGCCCTGCAATATCCAGATGGAAGATCCGACTTTCAAGGAGAACTATAGATTCCACGCCATCAACGGGTACATCATGG
ATACTCTGCCGGGGCTGGTCATGGCCCAGGATCAGAGGATTCGGTGGTACTTGCTGTCAATGGGATCGAACGAAAACATTCAC

ICCATTCACTTCTCCGGTCACGTGTTCACTGTGCGCAAGAAGGAGCAGTACAAGATGGCGCTGTACAATCTGTACCCCGGGGT

A C T G A AT GO G T A GG e e AT O T G GACA G LA TG CC I GATCCCACACCACCTCCACCCGEEEA
TGTCCACCCTCTTCCTGGTGTACTCGAATAAGTGCCAGACCCCGCTGGGCATGGCCTCGGGCCACATCAGAGACTTCCAGATC
ACAGCAAGCGGACAATACGGCCAATGGGCGCCGAAGCTGGCCCGCTTGCACTACTCCGGATCGATCAACGCATGGTCCACCAA

GGAACCGTTCTCGTGGATTAAGGTGGACCTCCTGGCCCCTATGATTATCCACGGAATTAAGACCCAGGGCGCCAGGCAGAAGT

JGI e TG CT e ACA L G CAAT TCAT CAT CATGTACAGCC ICCACGCCAAGAACT GCCACACTTACACCCEAAACTCCACE
GGCACCCTGATGGTCTTTTTCGGCAACGTGGATTCCTCCGGCATTAAGCACAACATCTTCAACCCACCGATCATAGCCAGATA
TATTAGGCTCCACCCCACTCACTACTCAATCCGCTCAACTCTTCGGATGGAACTCATGGGGTGCGACCTGAACTCCTGCTCCA

TGCCGTTGGGCATGGAATCAAAGGCTATTAGCGACGCCCAGATCACCGCGAGCTCCTACTTCACTAACATGTTCGCCACCTGG
AGCCCCTCCAAGGCCQGGCTGQQCT?GCAGGGACGGTCAAATGCgTGGCGGCCGCAAGTGAACAATCCGAAGGAATGGCTTCA

AGTGGATTTCCAAAAGACCATGAAAGTGACCGGAGTCACCACCCAGGGAGTGAAGTCCCTTCTGACCTCGATGTATGTGAAGG

AGTTCCTGATTAGCAGCAGCCAGGACGGGCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAAAACGGAAAGGTCAAGGTGTTCCAGGGGAAC

CAGGACTCGTTCACACCCGTGGTGAACTCCCTGGACCCCCCACTGCTGACGCGGTACTTGAGCGATTCATCCTCAGTCCTGGGT

CCATCAGATTCCATTGCCARATGEARGTCCTCGECTECGAGECCCAGCACCTGTACTGA

Subrayado continuo = coFVIII-26-NT58 (SEQ ID NO: 13)
Subrayado discontinuo = coFVIII-26-CT (SEQ ID NO: 14)

170



ES2926585T3

FIG. 11: BDD-FVIII(no optimizado; "parental™),
Secuencia de Nucledtidos (SEQ ID NO: 16)

ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTGCCACCAGAAGATACTACCTGGGTGCAGTG
GAACTGTCATGGGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCTGTGGACGCAAGATTTCCTCCTAGAGTGCCAAAATCTTTTCC
ATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAAAAGACTCTGTTTGTAGAATTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCCT
GGATGGGTCTGCTAGGTCCTACCATCCAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCTTCCCATCCTGTC
AGTCTTCATGCTGTTGGTGTATCCTACTGGAAAGCTTCTGAGGGAGCTGAATATGATGATCAGACCAGTCAAAGGGAGAAAGAA
GATGATAAAGTCTTCCCTGGTGGAAGCCATACATATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAATGGCCTCTGACCCACTGT
GCCTTACCTACTCATATCTTTCTCATGTGGACCTGGTAAAAGACTTGAATTCAGGCCTCATTGGAGCCCTACTAGTATGTAGAGAA
GGGAGTCTGGCCAAGGAAAAGACACAGACCTTGCACAAATTTATACTACTTTTTGCTGTATTTGATGAAGGGAAAAGTTGGCACT
CAGAAACAAAGAACTCCTTGATGCAGGATAGGGATGCTGCATCTGCTCGGGCCTGGCCTAAAATGCACACAGTCAATGGTTATGT
AAACAGGTCTCTGCCAGGTCTGATTGGATGCCACAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTGAAGTG
CACTCAATATTCCTCGAAGGTCACACATTTCTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTGGAAATCTCGCCAATAACTTTCCTTACT
GCTCAAACACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTTGTCATATCTCTTCCCACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTC
AAAGTAGACAGCTGTCCAGAGGAACCCCAACTACGAATGAAAAATAATGAAGAAGCGGAAGACTATGATGATGATCTTACTGAT
TCTGAAATGGATGTGGTCAGGTTTGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAGCATCCTAAAACT
TGGGTACATTACATTGCTGCTGAAGAGGAGGACTGGGACTATGCTCCCTTAGTCCTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATAAAAGTC
AATATTTGAACAATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGGAAGTACAAAAAAGTCCGATTTATGGCATACACAGATGAAACCTTTAAGAC
TCGTGAAGCTATTCAGCATGAATCAGGAATCTTGGGACCTTTACTTTATGGGGAAGTTGGAGACACACTGTTGATTATATTTAAGA
ATCAAGCAAGCAGACCATATAACATCTACCCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTATTCAAGGAGATTACCAAAAGGTGTA
AAACATTTGAAGGATTTTCCAATTCTGCCAGGAGAAATATTCAAATATAAATGGACAGTGACTGTAGAAGATGGGCCAACTAAAT
CAGATCCTCGGTGCCTGACCCGCTATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCA
TCTGCTACAAAGAATCTGTAGATCAAAGAGGAAACCAGATAATGTCAGACAAGAGGAATGTCATCCTGTTTTCTGTATTTGATGA
GAACCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACAACGCTTTCTCCCCAATCCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCAA
GCCTCCAACATCATGCACAGCATCAATGGCTATGTTTTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTTTGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTA
CATTCTAAGCATTGGAGCACAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGATATACCTTCAAACACAAAATGGTCTATGAAGACAC
ACTCACCCTATTCCCATTCTCAGGAGAAACTGTCTTCATGTCGATGGAAAACCCAGGTCTATGGATTCTGGGGTGCCACAACTCAG
ACTTTCGGAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGAAGGTTTCTAGTTGTGACAAGAACACTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGA
AGATATTTCAGCATACTTGCTGAGTAAAAACAATGCCATTGAACCAAGAAGCTTCTCTCAAAACCCACCAGTCTTGAAACGCCATC
AACGGGAAATAACTCGTACTACTCTTCAGTCAGATCAAGAGGAAATTGACTATGATGATACCATATCAGTTGAAATGAAGAAGGA
AGATTTTGACATTTATGATGAGGATGAAAATCAGAGCCCCCGCAGCTTTCAAAAGAAAACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGG
AGAGGCTCTGGGATTATGGGATGAGTAGCTCCCCACATGTTCTAAGAAACAGGGCTCAGAGTGGCAGTGTCCCTCAGTTCAAGA
AAGTTGTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGCCCTTATACCGTGGAGAACTAAATGAACATTTGGGACTCCTGGGG
CCATATATAAGAGCAGAAGTTGAAGATAATATCATGGTAACTTTCAGAAATCAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCTATTCTAGCCTT
ATTTCTTATGAGGAAGATCAGAGGCAAGGAGCAGAACCTAGAAAAAACTTTGTCAAGCCTAATGAAACCAAAACTTACTTTTGGA
AAGTGCAACATCATATGGCACCCACTAAAGATGAGTTTGACTGCAAAGCCTGGGCTTATTTCTCTGATGTTGACCTGGAAAAAGAT
GTGCACTCAGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTGAACCCTGCTCATGGGAGACAAGTGACAGTACAGG
AATTTGCTCTGTTTTTCACCATCTTTGATGAGACCAAAAGCTGGTACTTCACTGAAAATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGC
AATATCCAGATGGAAGATCCCACTTTTAAAGAGAATTATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACTACCTGGCTT
AGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATGGTATCTGCTCAGCATGGGCAGCAATGAAAACATCCATTCTATTCATTTCAGTGGA
CATGTGTTCACTGTACGAAAAAAAGAGGAGTATAAAATGGCACTGTACAATCTCTATCCAGGTGTTTTTGAGACAGTGGAAATGT
TACCATCCAAAGCTGGAATTTGGCGGGTGGAATGCCTTATTGGCGAGCATCTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTA
CAGCAATAAGTGTCAGACTCCCCTGGGAATGGCTTCTGGACACATTAGAGATTTTCAGATTACAGCTTCAGGACAATATGGACAG
TGGGCCCCAAAGCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTTTCTTGGATCAAGGTGG
ATCTGTTGGCACCAATGATTATTCACGGCATCAAGACCCAGGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCA
TCATGTATAGTCTTGATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGAAATTCCACTGGAACCTTAATGGTCTTCTTTGGCAATGTGGAT
TCATCTGGGATAAAACACAATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTCGATACATCCGTTTGCACCCAACTCATTATAGCATTCGCAGC
ACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGTGATTTAAATAGTTGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATATCAGATGCAC
AGATTACTGCTTCATCCTACTTTACCAATATGTTTGCCACCTGGTCTCCTTCAAAAGCTCGACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAATG
CCTGGAGACCTCAGGTGAATAATCCAAAAGAGTGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAAGTCACAGGAGTAACTACTC
AGGGAGTAAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTCATCTCCAGCAGTCAAGATGGCCATCAGTGGACTCTCTTT
TTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTTCAGGGAAATCAAGACTCCTTCACACCTGTGGTGAACTCTCTAGACCCACCGTTACTGAC
TCGCTACCTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTTCTGGGCTGCGAGGCACAGGACCTC
TAC

*BDD-FVIII = FVIII Suprimido Dominio B
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FIG. 1): BDD-FVIII (no optimizado; "parental”),
Secuencia de Aminoacidos (SEQ ID NO: 17)

ATRRYYLGAVELSWDYMOQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLK
NMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGA
LLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGT
TPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT
DSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTR
EAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYY
SSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQIMSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVF
DSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSC
DKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTR
HYFIAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSF
YSSLISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVT
VQEFALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSG
HVFTVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWA
PKLARLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKH
NIFNPPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNP
KEWLQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSODGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSW
VHQIALRMEVLGCEAQDLY

*BDD-FVIII = FVIIl Suprimido Dominio B
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FIG. 2C — coFVIII-3
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FIG. 2E — coFVIII-5
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FIG. 2G - coFVIII-52
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FIG. 2] — coFVIII-25
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FIG. 3: Mapas de Plasmidos de FVIII Optimizado por Codones
Plasmidos de Expresion
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FIG. 5: Mapas de Plasmidos de FVIIl Optimizado por Codones
Plasmidos de Expresion
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FIG. 8A: coFVIII-52-XTEN — SEQ ID NO: 19

ATGCAAATCGAACTGAGCACCTGTTTCTTCCTCTGCCTGCTGAGATTCTGTTTCTCCGCGACCCGCCGATACTACCTGGGAGCAGTGG
AGCTCTCCTGGGATTACATGCAGAGCGACCTTGGGGAGCTGCCCGTGGATGCCAGGTTCCCTCCCCGGGTGCCARAGTCGTTTCCGTT
CAACACCTCCGTGGTGTACAAGAAAACTCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCACCTGTTCAATATCGCCAAGCCCAGACCTCCCTGGATG
GGGCTGTTGGGACCTACCAT CCAAGCGGAGGTGTACGACACTGTGGTCATCACTCTGAAGRACATGGCCTCGCATCCCGTGTCCCTGC
ACGCCGTGGGAGTGTCTTACTGGAARAGCGTCCGAGGGGGCCGAATACGACGACCAGACCTCGCAGAGAGAAAAGGAAGATGACAAGGT
GTTCCCAGGAGGATCGCACACCTACGTGTGGCAAGTGTTGAAGGAGAACGGCCCAATGGCCTCCGACCCGCTGTGCCTGACCTACTCG
TACCTGTCCCACGTGGACCTCGTGAAGGACCTCAACTCGGGACTGATTGGAGCCCTGCTGGTCTGCAGGGAAGGCTCACTGGCGAAAG
AAAAGACTCAGACCTTGCACAAGTTCATTCTGCTGTTCGCTGTGTTCGACGAGGGGAAGTCGTGGCACAGCGAGACTAAGAACTCCCT
GATGCAAGATAGAGATGCCGCCTCCGCCCGGGCCTGGCCTAAGATGCACACCGTGAACGGTTACGTGAACCGCTCCCTCCCTGGCCTG
ATTGGATGCCACCGGAAGTCCGTGTACTGGCACGTGAT CGGGATGGGGACCACCCCCGAGGTGCACAGCATCTTCCTGGAAGGTCACA
CATTTCTCGTGCGCAACCACCGGCAGGCCTCCCTGGAAATCAGCCCCATTACCTTCCTCACTGCCCAGACTCTGCTGATGGACCT GGG
ACAGTTCCTGCTGTTCTGCCATATCTCCTCCCACCAACATGACGGAATGGAGGCATACGTGAAGGTCGATTCCTGCCCTGAGGAACCC
CAGCTCCGCATGAAGAACAATGAGGAAGCCGAGGACTACGACGACGACCTGACGGATAGCGAGATGGATGTGGTCCGGTTCGATGACG
ATAACAGCCCTTCCTTCATCCAAATTCGCTCGGT GGCAAAGAAGCACCCCAAGACCTGGGTGCATTACATTGCGGCGGAAGAAGAGGA
CTGGGATTATGCCCCGCTTGTCCTCGCTCCTGACGACCGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACAACGGTCCACAGAGGATCGGTAGA
AAGTACAAGAAGGTCCGCTTCATGGCCTATACCGACGAAACCTTCAAAACTAGAGAGGCCATCCAACACGAATCCGGCATCCTGGGCC
CGCTCTTGTACGGAGAAGTCGGCGACACCCTTCTCATTATCTTCAAGAACCAGGCTTCCCGGCCGTACAACATCTATCCGCATGGGAT
CACTGACGTGCGCCCACTGTACTCGCGGCGCCTGCCCAAGGGTGTCAAACACCTGAAGGATTTTCCGATCCTTCCGGGAGAAATCTTC
AAGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAAGATGGCCCAACTAAGTCTGACCCTAGATGCCTCACCCGCTACTACTCATCCTTCGTCAACA
TGGAGCGCGACCTGGCCAGCGGACTGATCGGCCCGCTGCTGATTTGCTACAAGGAAT CAGTGGACCAACGGGGARACCAGATCATGTC
GGATAAGAGGAACGTCATCCTCTTCTCCGTGTTTGACGAAAACCGGTCGTGGTACCTGACCGAGAACATCCAGAGGTTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACAGCAT CAATGGCTACGTGTTCGACAGCCTGCAGC
TGAGCGTGTGCCTGCACGAGGTGGCCTACTGGTACATCCTGAGCATCGGCGCCCAGACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCTCTGGCTA
CACCTTCAAGCACAAGATGGTGTATGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTTCAGCGGGGAGACTGTCTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATCCTGGGCTGCCACAACAGCGACTTCAGGAACAGGGGCATGACTGCCCTGCTGAAAGTCTCCAGCTGTGACAAGAACA
CCGGGGACTACTACGAGGACAGCTACGAGGACAT CAGCGCCTACCTGCTGAGCAAGAACAATGCCAT CGAGCCCAGGAGCTTCTCTCA
GAACGGCGCGCCAACATCAGAGAGCGCCACCCCTGAAAGTGGTCCCGGGAGCGAGCCAGCCACATCTGGGTCGGAAACGCCAGGCACA
AGTGAGTCTGCAACTCCCGAGTCCGGACCTGGCT CCGAGCCTGCCACTAGCGGCTCCGAGACTCCGGGAACTTCCGAGAGCGCTACAC
CAGAAAGCGGACCCGGAACCAGTACCGAACCTAGCGAGGGCTCTGCTCCGGGCAGCCCAGCCGGCTCTCCTACATCCACGGAGGAGGG
CACTTCCGAATCCGCCACCCCGGAGTCAGGGCCAGGATCTGARCCCGCTACCTCAGGCAGTGAGACGCCAGGAACGAGCGAGTCCGCT
ACACCGGAGAGTGGGCCAGGGAGCCCTGCTGGAT CTCCTACGTCCACTGAGGAAGGGTCACCAGCGGGCTCGCCCACCAGCACTGAAG
AAGGTGCCTCGAGCCCCCCAGTGCTGAAGAGGCACCAGAGGGAGAT CACCAGGACCACCCTGCAGTCTGACCAGGAGGAGATCGACTA
TGATGACACCATCAGCGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTCGACATCTACGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCCAGGAGCTTCCAGAAG
AAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGAGGCTGTGGGACTATGGCATGTCCAGCAGCCCCCATGTGCTGAGGAACAGGGCCC
AGTCTGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAAGTCGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCT
GAACGAGCACCTGGGCCTGCTGGGCCCCTACATCAGGGCCGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCAGGAACCAGGCCAGCAGG
CCCTACAGCTTCTACAGCAGCCTGATCAGCTACGAGGAGGACCAGAGGCAGGGGGCTGAGCCCAGGAAGAACTTTGTGAAGCCCAATG
AAACCAAGACCTACTTCTGGAAGGTGCAGCACCACATGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGA
CGTGGACCTGGAGAAGGACGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCCCTGCTGGTGTGCCACACCAACACCCTGAACCCTGCCCATGGCAGG
CAGGTGACTGTGCAGGAGTTCGCCCTGTTCTTCACCATCTTCGATGAAACCAAGAGCTGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGGAACT
GCAGGGCCCCCTGCAACATCCAGATGGAGGACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCAT CAATGGCTACATCATGGACAC
CCTGCCTGGCCTGGTCATGGCCCAGGACCAGAGGAT CAGGTGGTAT CTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAACATCCACAGCATCCAC
TTCTCTGGCCACGTGTTCACTGTGAGGAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTACCCTGGGGTGTTCGAAACCGTGG
AGATGCTGCCCAGCAAGGCCGGCATCTGGAGGGT GGAGTGCCTGATTGGGGAGCACCTGCACGCCGGCATGAGCACCCTGTTCCTGGT
GTACAGCAACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGCCAGTACGGCCAG
TGGGCCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTACTCCGGAAGCATCAATGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAAGTGGACC
TGCTGGCCCCCATGATCATCCACGGCATCAAGACCCAGGGGGCCAGGCAGAAGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCAT
GTACAGCCTGGACGGCAAGAAGTGGCAGACCTACAGGGGCAACAGCACCGGCACCCTGATGGTGTTCTTCGGCAACGTGGACAGCAGC
GGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCCATCATCGCCAGATACATCAGGCTGCACCCCACCCACTACAGCATCAGGAGCACCCTGA
GGATGGAGCTGATGGGCTGTGACCTGAACAGCTGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATCTCTGACGCCCAGATCACTGC
CTCCAGCTACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGAGCCCCAGCAAGGCCAGGCTGCACCTGCAGGGCAGGAGCAATGCCTGGAGGCCC
CAGGTCAACAACCCCAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGAAGACCATGAAGGTGACTGGGGTGACCACCCAGGGGGTGAAGAGCC
TGCTGACCAGCATGTACGTGAAGGAGTTCCTGAT CTCCAGCAGCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAGAATGGCAAGGT
GAAGGTGTTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTCAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCAGATACCTGAGGATCCAC
CCCCAGAGCTGGGTGCACCAGATCGCCCTGAGGATGGAGGTGCTGGGCTGTGAGGCCCAGGACCTGTACTGA

Subrayado = secuencia de nucleétidos de XTEN (SEQ ID NO: 18)
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FIG. 8B: coFVIII-1-XTEN — SEQ ID NO: 20

ATGCAGATTGAGCTGTCTACTTGCTTTTTCCTGT GCCTGCTGAGGTTTTGCTTTTCCGCTACACGAAGGTATTATCTGGGGGCTGTGG
AACTGTCTTGGGATTACATGCAGAGTGACCTGGGAGAGCTGCCAGTGGACGCAAGGTTTCCCCCTAGAGTCCCTAAGTCATTCCCCTT
CAACACTAGCGTGGTCTACAAGAAAACACTGTTCGTGGAGTTTACTGATCACCTGTTCAACATCGCAARAGCCTAGGCCACCCTGGATG
GGACTGCTGGGGCCAACAATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCCTCACACCCCGTGAGCCTGC
ATGCTGTGGGCGTCAGCTACTGGAAGGCTTCCGAAGGAGCAGAGTATGACGATCAGACTTCCCAGAGAGAAAAAGAGGACGATAAGGT
GTTTCCTGGCGGATCTCATACCTACGTGTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGCCCTATGGCCTCCGACCCTCTGTGCCTGACCTACTCT
TATCTGAGTCACGTGGACCTGGTCAAGGATCTGAACAGCGGCCTGATCGGAGCCCTGCTGGTGTGCAGGGAAGGAAGCCTGGCTAAGG
AGAAAACCCAGACACTGCATAAGTTCATTCTGCTGTTCGCCGTGTTTGACGAAGGGAAAT CATGGCACAGCGAGACARAGAATAGTCT
GATGCAGGACAGGGATGCCGCTTCAGCCAGAGCTTGGCCCAARATGCACACTGTGAACGGCTACGTCAATCGCTCACTGCCTGGGCTG
ATCGGCTGCCACCGAAAGAGCGTGTATTGGCATGTCATCGGGATGGGCACCACACCTGAAGTGCACTCCATTTTCCTGGAGGGACATA
CCTTTCTGGTCCGCAACCACCGACAGGCTTCCCTGGAGATCTCTCCAATTACCTTCCTGACAGCACAGACTCTGCTGATGGACCTGGG
GCAGTTCCTGCTGTTTTGCCACATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCTTACGTGAAAGTGGACTCTTGTCCCGAGGAACCT
CAGCTGCGGATGAAGAACAATGAGGAAGCAGAAGACTATGACGATGACCTGACCGACTCCGAGATGGATGTGGTCCGATTCGATGACG
ATAACAGCCCCTCCTTTATCCAGATTAGATCTGT GGCCAAGAAACACCCTAAGACATGGGTCCATTACATCGCAGCCGAGGAAGAGGA
CTGGGATTATGCACCACTGGTGCTGGCACCAGACGATCGCTCCTACAAATCTCAGTATCTGAACAATGGGCCACAGAGGATTGGCAGA
AAGTACAAGAAAGTGCGGTTCATGGCATATACCGATGAGACCTTCAAGACTCGCGAAGCCATCCAGCACGAGAGLCGGCATCCTGGGAC
CACTGCTGTACGGAGAAGTGGGAGACACCCTGCTGATCATTTTCAAGAACCAGGCCAGCCGGCCTTACAATATCTATCCACATGGGAT
TACAGATGTGCGCCCTCTGTACAGCAGGAGACTGCCAAAGGGCGTCAARACACCTGAAGGACTTCCCAATCCTGCCCGGAGAAATCTTC
AAGTACAAGTGGACTGTCACCGTCGAGGATGGCCCCACTAAGAGCGACCCTCGGTGCCTGACCCGCTACTATTCTAGTTTCGTGAATA
TGGAAAGAGATCTGGCAAGCGGACTGATCGGACCACTGCTGATTTGTTACAAAGAGAGCGTGGAT CAGAGAGGCAACCAGATCATGTC
CGACAAGCGGAATGTGATTCTGTTCAGTGTCTTT GACGAAAACAGGTCATGGTACCTGACCGAGAACAT CCAGAGATTCCTGCCTAAT
CCAGCTGGGGTGCAGCTGGAAGAT CCTGAGTTTCAGGCATCTAACATCATGCATAGTATTAATGGCTACGTGTTCGACAGTTT GCAGC
TGAGCGTGTGCCTGCACGAGGTCGCTTACTGGTATATCCTGAGCATTGGGGCACAGACAGATTTCCTGAGCGTGTTCTTTTCCGGCTA
CACTTTTAAGCATAAAATGGTCTATGAGGACACACTGACTCTGTTCCCCTTCAGCGGCGAAACCGTGTTTATGAGCATGGAGAATCCC
GGACTGTGGATTCTGGGGTGCCACAACAGCGATTTCAGAAAT CGCGGAATGACTGCCCTGCTGAAAGTGT CAAGCTGTGACAAGAACA
CCGGGGACTACTATGAAGATTCATACGAGGACAT CAGCGCATATCTGCTGTCCAAAAACAATGCCATTGAACCCCGGTCTTTTAGTCA
GAATGGCGCGCCAACATCAGAGAGCGCCACCCCTGAAAGTGGTCCCGGGAGCGAGCCAGCCACATCTGGGTCGGAAACGCCAGGCACA
AGTGAGTCTGCAACTCCCGAGTCCGGACCTGGCT CCGAGCCTGCCACTAGCGGCTCCGAGACTCCGGGAACTTCCGAGAGCGCTACAC
CAGAAAGCGGACCCGGAACCAGTACCGAACCTAGCGAGGGCTCTGCTCCGGGCAGCCCAGCCGGCTCTCCTACATCCACGGAGGAGGG
CACTTCCGAATCCGCCACCCCGGAGTCAGGGCCAGGATCTGAACCCGCTACCTCAGGCAGTGAGACGCCAGGAACGAGCGAGTCCGCT
ACACCGGAGAGTGGGCCAGGGAGCCCTGCTGGAT CTCCTACGTCCACTGAGGAAGGGTCACCAGCGGGCTCGCCCACCAGCACTGAAG
AAGGTGCCTCGAGCCCTCCAGTGCTGAAGCGGCACCAGCGCGAGATCACCCGCACTACCCTGCAGAGTGATCAGGAAGAGATCGACTA
CGACGATACAATTTCTGTGGAAAT GAAGAAAGAGGACTTCGATAT CTATGACGAAGATGAGAACCAGAGTCCTCGATCATTCCAGAAG
AARACCAGGCATTACTTTATTGCCGCAGTGGAGCGGCTGTGGGAT TATGGCATGTCCTCTAGTCCTCACGTGCTGCGARATAGGGCCC
AGTCAGGAAGCGTCCCACAGTTCAAGAAAGTGGT CTTCCAGGAGT TTACAGACGGGTCCTTTACTCAGCCACTGTACAGGGGCGAACT
GAACGAGCACCTGGGACTGCTGGGGCCCTATATCAGAGCAGAAGT GGAGGATAACATTATGGTCACCTTCAGAAATCAGGCCTCTCGG
CCTTACAGTTTTTATTCAAGCCTGATCTCTTACGAAGAGGACCAGCGACAGGGAGCTGAACCACGAAAAAACTTCGTGAAGCCTAATG
AGACCAAAACATACTTTTGGAAGGTGCAGCACCATATGGCCCCAACAAAAGACGAGT TCGATTGCAAGGCATGGGCCTATTTTTCTGA
CGTGGATCTGGAGAAGGACGTGCACAGTGGCCTGATTGGCCCACTGCTGGTGTGCCATACTAACACCCTGAATCCAGCCCACGGCCGG
CAGGTCACTGTCCAGGAGTTCGCTCTGTTCTTTACCATCTTTGATGAGACAAAGAGCTGGTACTTCACCGAAAACATGGAGCGAAATT
GCAGGGCTCCATGTAACATTCAGATGGAAGACCCCACATTCAAGGAGAACTACCGCTTTCATGCTATCAATGGATACATCATGGATAC
TCTGCCCGGGCTGGTCATGGCACAGGACCAGAGAATCCGGTGGTATCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAATATCCACTCAATTCAT
TTCAGCGGGCACGTGTTTACTGTCAGGAAGAAAGAAGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTATCCCGGCGTGTTCGAAACCGTCG
AGATGCTGCCTAGCAAGGCCGGAATCTGGAGAGT GGAATGCCTGATTGGAGAGCACCTGCATGCTGGGATGTCTACCCTGTTTCTGGT
GTACAGTAATAAGTGTCAGACACCCCTGGGAATGGCATCCGGGCATATCAGGGATTTCCAGATTACCGCATCTGGACAGTACGGACAG
TGGGCACCTAAGCTGGCTAGACTGCACTATTCCGGATCTATCAACGCTTGGT CCACAAAAGAGCCTTTCTCTTGGATTAAGGT GGACC
TGCTGGCCCCAATGATCATTCATGGCATCARAACTCAGGGAGCTCGGCAGAAGTTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTTATCATCAT
GTACAGCCTGGATGGGAAGAAATGGCAGACATACCGCGGCAATAGCACAGGAACTCTGATGGTGTTCTTTGGCAACGTGGACAGCAGC
GGAATCAAGCACAACATTTTCAATCCCCCTATCATTGCTAGATACATCCGGCTGCACCCAACCCATTATTCTATTCGAAGTACACTGA
GGATGGAACTGATGGGATGCGATCTGAACAGTTGTTCAATGCCCCTGGGGATGGAGT CCAAGGCAATCTCTGACGCCCAGATTACCGC
CAGCTCCTACTTCACTAATATGTTTGCTACCTGGAGCCCTTCCARAGCAAGACTGCACCTGCAAGGCCGCAGCAACGCATGGCGACCA
CAGGTGAACAATCCCAAGGAGTGGTTGCAGGTCGATTTT CAGAAAACTATGAAGGTGACCGGGGTCACAACTCAGGGCGTGAAAAGTC
TGCTGACCTCAATGTACGTCAAGGAGTTCCTGAT CTCTAGTTCACAGGACGGACATCAGTGGACACTGTTCTTTCAGAACGGGAAGGT
GAAAGTCTTCCAGGGCAATCAGGATTCCTTTACACCTGTGGTCAACAGTCTAGACCCTCCACTGCTGACCAGATACCTGAGAATCCAC
CCTCAGTCCTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTGCTGGGATGCGAGGCCCAGGATCTGTACTGA

Subrayado = secuencia de nucleétidos de XTEN (SEQ ID NO: 18)
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FIG. 8C: coFVIII-6-XTEN —SEQ ID NO: 72

ATGCAGATTGAGCTGTCCACTTGTTTCTTCCTGTGCCTCCTGCGCTTCTGTTTCTCCGCCACTCGCCGGTACTACCTTGGAGCCGTGG
AGCTTTCATGGGACTACATGCAGAGCGACCTGGGCGAACTCCCLCGTGGATGCCAGATTCCCCCCCCGCGTGCCAAAGTCCTTCCCCTT
TAACACCTCCGTGGTGTACAAGAAAACCCTCTTTGTCGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCGCGCCCACCTTGGATG
GGCCTCCTGGGACCGACCATTCAAGCTGAAGTGTACGACACCGTGGTGATCACCCTGAAGAACATGGCGTCCCACCCCGTGTCCCTGC
ATGCGGTCGGAGTGTCCTACTGGAAGGCCTCCGAAGGAGCTGAGTACGACGACCAGACTAGCCAGCGGGAARAGGAGGACGATAAAGT
GTTCCCGGGCGGCTCGCATACTTACGTGTGGCAAGTCCTGAAGGAAAACGGACCTATGGCATCCGATCCTCTGTGCCTGACTTACTCC
TACCTTTCCCATGTGGACCTCGTGAAGGACCTGAACAGCGGGCTGATTGGTGCACTTCTCGTGTGCCGCGAAGGTTCGCTCGCTAAGG
AARAGACCCAGACCCTCCATAAGTTCATCCTTTTGTTCGCTGTGTTCGATGAAGGARAGT CATGGCATTCCGAAACTAAGAACTCGCT
GATGCAGGACCGGGATGCCGCCTCAGCCCGCGCCTGGCCTAAARATGCATACAGTCAACGGATACGTGAATCGGTCACTGCCCGGGCTC
ATCGGTTGTCACAGAAAGTCCGTGTACTGGCACGTCATCGGCATGGGCACTACGCCTGAAGTGCACTCCATCTTCCTGGAAGGGCACA
CCTTCCTCGTGCGCAACCACCGCCAGGCCTCTCTGGAARATCTCCCCGATTACCTTTCTGACCGCCCAGACTCTGCTCATGGACCTGGG
GCAGTTCCTTCTCTTCTGCCACATCTCCAGCCAT CAGCACGACGGAATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGACTCATGCCCGGAAGAACCT
CAGTTGCGGATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAGGACTATGACGACGATTTGACTGACTCCGAGATGGACGTCGTGCGGTTCGATGACG
ACAACAGCCCCAGCTTCATCCAGATTCGCAGCGT GGCCAAGAAGCACCCCAARAACCTGGGTGCACTACATCGCGGCCGAGGAAGAAGA
TTGGGACTACGCCCCGTTGGTGCTGGCACCCGAT GACCGGTCGTACAAGTCCCAGTATCTGAACAATGGTCCGCAGCGGATTGGCAGA
AAGTACAAGAAAGTGCGGTTCATGGCGTACACTGACGAAACGTTTAAGACCCGGGAGGCCATTCAACATGAGAGCGGCATTCTGGGAC
CACTGCTGTACGGAGAGGTCGGCGATACCCTGCTCATCATCTTCAAAAACCAGGCCTCCCGGCCTTACAACATCTACCCTCACGGAAT
CACCGACGTGCGGCCACTCTACTCGCGGCGCCTGCCGAAGGGCGTCAAGCACCTGAAAGACTTCCCTATCCTGCCGGGCGARATCTTC
AAGTATAAGTGGACCGTCACCGTGGAGGACGGGCCCACCAAGAGCGATCCTAGGTGTCTGACTCGGTACTACTCCAGCTTCGT GAACA
TGGAACGGGACCTGGCATCGGGACTCATTGGACCGCTGCTGATCTGCTACAAAGAGT CGGTGGAT CAACGCGGCAACCAGATCATGTC
CGACAAGCGCAACGTGATCCTGTTCTCCGTGTTT GATGAAAACAGATCCTGGTACCTCACTGAAAACAT CCAGAGGTTCCTCCCAAAC
CCCGCAGGAGTGCAACTGGAGGACCCTGAGTTTCAGGCCTCGAATAT CATGCACTCGATTAACGGTTACGTGTTCGACTCGCTGCAGC
TGAGCGTGTGCCTCCATGAAGTCGCTTACTGGTACATTCTGTCCATCGGCGCCCAGACTGACTTCCTGAGCGTGTTCTTTTCCGGTTA
CACCTTTAAGCACAAGATGGTGTACGAAGATACCCTGACCCTGTTCCCTTTCTCCGGCGAAACGGTGTTCATGTCGATGGAGAACCCG
GGTCTGTGGATTCTGGGATGCCACAACAGCGACTTTCGGAACCGCGGAATGACTGCCCTGCTGAAGGTGTCCTCATGCGACAAGAACA
CCGGAGACTACTACGAGGACTCCTACGAGGATAT CTCAGCCTACCTCCTGTCCAAGAACAACGCGATCGAGCCGCGCAGCTTCAGCCA
GAACGGCGCGCCAACATCAGAGAGCGCCACCCCTGAAAGTGGTCCCGGGAGCGAGCCAGCCACATCTGGGTCGGAAACGCCAGGCACA
AGTGAGTCTGCAACTCCCGAGTCCGGACCTGGCTCCGAGCCTGCCACTAGCGGCTCCGAGACTCCGGGAACTTCCGAGAGCGCTACAC
CAGAAAGCGGACCCGGAACCAGTACCGAACCTAGCGAGGGCTCTGCTCCGGGCAGCCCAGCCGGCTCTCCTACATCCACGGAGGAGGG
CACTTCCGAATCCGCCACCCCGGAGTCAGGGCCAGGATCTGAACCCGCTACCTCAGGCAGTGAGACGCCAGGAACGAGCGAGTCCGCT
ACACCGGAGAGTGGGCCAGGGAGCCCTGCTGGATCTCCTACGTCCACTGAGGAAGGGTCACCAGCGGGCTCGCCCACCAGCACTGAAG
AAGGTGCCTCGAGCCCGCCTGTGCTGAAGAGGCACCAGCGAGAAATTACCCGGACCACCCTCCAATCGGATCAGGAGGAAATCGACTA
CGACGACACCATCTCGGTGGAAATGAAGAAGGAAGATTTCGATATCTACGACGAGGACGAAAATCAGTCCCCTCGCTCATTCCARAAG
AAAACTAGACACTACTTTATCGCCGCGGTGGAAAGACTGTGGGACTATGGAATGTCATCCAGCCCTCACGTCCTTCGGAACCGGGCCC
AGAGCGGATCGGTGCCTCAGTTCAAGAAAGTGGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCGCTGTACCGGGGAGAACT
GAACGAACACCTGGGCCTGCTCGGTCCCTACATCCGCGCGGAAGTGGAGGATAACATCATGGTGACCTTCCGTAACCAAGCATC CCAGA
CCTTACTCCTTCTATTCCTCCCTGATCTCATACGAGGAGGACCAGCGCCAAGGCGCCGAGCCCCGCAAGAACTTCGTCAAGCCCAACG
AGACTAAGACCTACTTCTGGAAGGTCCAACACCATATGGCCCCGACCAAGGATGAGT TTGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCCGA
CGTGGACCTTGAGAAGGATGTCCATTCCGGCCTGATCGGGCCGLTGCTCGTGTGTCACACCAACACCCTGAACCCAGCGCATGGACGC
CAGGTCACCGTCCAGGAGTTTGCTCTGTTCTTCACCATTTTTGACGAAACTAAGT CCTGGTACTTCACCGAGAATATGGAGCGAAACT
GTAGAGCGCCCTGCAATATCCAGATGGAAGATCCGACTTTCAAGGAGAACTATAGATTCCACGCCATCAACGGGTACATCATGGATAC
TCTGCCGGGGCTGGTCATGGCCCAGGATCAGAGGATTCGGTGGTACTTGCTGTCAAT GGGATCGAACGAAAACATTCACTCCATTCAC
TTCTCCGGTCACGTGTTCACTGTGCGCAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCGCTGTACAATCTGTACCCCGGGGTGTTCGAAACTGTGG
AGATGCTGCCGTCCAAGGCCGGCATCTGGAGAGT GGAGTGCCTGATCGGAGAGCACCTCCACGCGGGGATGTCCACCCTCTTCCTGGT
GTACTCGAATAAGTGCCAGACCCCGCTGGGCATGGCCTCGGGCCACATCAGAGACTTCCAGATCACAGCAAGCGGACAATACGGCCAA
TGGGCGCCGAAGCTGGCCCGCTTGCACTACTCCGGATCGATCAACGCATGGT CCACCAAGGAACCGTTCTCGTGGATTAAGGT GGACC
TCCTGGCCCCTATGATTATCCACGGAATTAAGACCCAGGGCGCCAGGCAGAAGTTCTCCTCCCTGTACATCTCGCAATTCATCATCAT
GTACAGCCTGGACGGGAAGAAGTGGCAGACTTACAGGGGAARACTCCACCGGCACCCTGATGGTCTTTTTCGGCAACGTGGATTCCTCC
GGCATTAAGCACAACATCTTCAACCCACCGATCATAGCCAGATATATTAGGCTCCACCCCACTCACTACTCAATCCGCTCAACTCTTC
GGATGGAACTCATGGGGTGCGACCTGAACTCCTGCTCCATGCCGTTGGGGAT GGAAT CARAGGCTATTAGCGACGCCCAGATCACCGC
GAGCTCCTACTTCACTAACATGTTCGCCACCTGGAGCCCCTCCAAGGCCAGGCTGCACTTGCAGGGACGGTCAAATGCCTGGCGGCCG
CAAGTGAACAATCCGAAGGAATGGCTTCAAGTGGATTTCCAAAAGACCATGAAAGTGACCGGAGT CACCACCCAGGGAGTGAAGTCCC
TTCTGACCTCGATGTATGTGAAGGAGTTCCTGAT TAGCAGCAGCCAGGACGGGCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAAAACGGAAAGGT
CAAGGTGTTCCAGGGGAACCAGGACTCGTTCACACCCGTGGTGAACTCCCTGGACCCCCCACTGCTGACGCGGTACTTGAGGATTCAT
CCTCAGTCCTGGGTCCATCAGATTGCATTGCGAATGGAAGTCCTGGGCTGCGAGGCCCAGGACCTGTACTGA

Subrayado = secuencia de nucleétidos de XTEN (SEQ ID NO: 18)
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FIG.9: Mapa de Plasmidos de pLV-coFVIII-52-XTEN
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FIG. 11A: Factor FVIIl Humano Maduro de Longitud Completa,
Secuencia de Aminoacidos (SEQ ID NO: 15)

ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVWYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTWVITLK
NMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGA
LLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGT
TPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT
DSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTR
EAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYY
SSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQ!MSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVF
DSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSC
DKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSTRQKQFNATTIPENDIEKTDPWFAHRTPMPKIQNVSSSDLLMLLRQSPTPH
GLSLSDLQEAKYETFSDDPSPGAIDSNNSLSEMTHFRPQLHHSGDMVFTPESGLOQLRLNEKLGTTAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSD
NLAAGTDNTSSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFGKKSSPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGP
ALLTKDNALFKVSISLLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLLIENSPSVWQNILESDTEFKKVTPLIHDRMLMDKNATALRLNHMSNKTTSS
KNMEMVQQKKEGPIPPDAQNPDMSFFKMLFLPESARWIQRTHGKNSLNSGQGPSPKQLVSLGPEKSVEGQNFLSEKNKVVVGKGEF
TKDVGLKEMVFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRONVEGSYDGAYAP
VLQDFRSLNDSTNRTKKHTAHFSKKGEEENLEGLGNQTKQIVEKYACTTRISPNTSQQNFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRIIVDDTS
TQWSKNMKHLTPSTLTQIDYNEKEKGAITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRVLFQDNSSHLPAASYRKKDSGVQ,
ESSHFLQGAKKNNLSLAILTLEMTGDQREVGSLGTSATNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSGKVELLPKVHIYQKDLFPTETSNGSPGHLDL
VEGSLLQGTEGAIKWNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLLDPLAWDNHYGTQIPKEEWKSQEKSPEKTAFKKKDTILSLNACESNHAI
AAINEGQNKPEIEVTWAKQGRTERLCSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFI
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSL
ISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQE
FALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVF
TVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLA
RLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFN
PPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEW
LQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHQWTLFFQNGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQ,
IALRMEVLGCEAQDLY
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FIG. 11B: Factor de von Willebrand de Longitud Completa,
Secuencia de Aminoacidos (SEQ ID NO: 44)

ATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKKTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLK
NMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYDDQTSQREKEDDKVFPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTYSYLSHVDLVKDLNSGLIGA
LLVCREGSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMQDRDAASARAWPKMHTVNGYVNRSLPGLIGCHRKSVYWHVIGMGT
TPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSHQHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLT
DSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTWVHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVRFMAYTDETFKTR
EAIQHESGILGPLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYY
SSFVYNMERDLASGLIGPLLICYKESVDQRGNQINVSDKRNVILFSVFDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVF
DSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLSVFFSGYTFKHKMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSC
DKNTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSQNSRHPSTRQKQFNATTIPENDIEKTDPWFAHRTPMPKIQNVSSSDLLMLLRQSPTPH
GLSLSDLQEAKYETFSDDPSPGAIDSNNSLSEMTHFRPQLHHSGDMVFTPESGLQLRLNEKLGTTAATELKKLDFKVSSTSNNLISTIPSD
NLAAGTDNTSSLGPPSMPVHYDSQLDTTLFGKKSSPLTESGGPLSLSEENNDSKLLESGLMNSQESSWGKNVSSTESGRLFKGKRAHGP
ALLTKDNALFKVSISLLKTNKTSNNSATNRKTHIDGPSLLIENSPSVWQNILESDTEFKKVTPLIHDRMLMDKNATALRLNHMSNKTTSS
KNMEMVQQKKEGPIPPDAQNPDMSFFKMLFLPESARWIQRTHGKNSLNSGQGPSPKQLVSLGPEKSVEGQNFLSEKNKVVVGKGEF
TKDVGLKEMVFPSSRNLFLTNLDNLHENNTHNQEKKIQEEIEKKETLIQENVVLPQIHTVTGTKNFMKNLFLLSTRQNVEGSYDGAYAP
VLQDFRSLNDSTNRTKKHTAHFSKKGEEENLEGLGNQTKQIVEKYACTTRISPNTSQQNFVTQRSKRALKQFRLPLEETELEKRIIVDDTS
TQWSKNMKHLTPSTLTQIDYNEKEKGAITQSPLSDCLTRSHSIPQANRSPLPIAKVSSFPSIRPIYLTRVLFQDNSSHLPAASYRKKDSGVQ,
ESSHFLOQGAKKNNLSLAILTLEMTGDQREVGSLGTSATNSVTYKKVENTVLPKPDLPKTSGKVELLPKVHIYQKDLFPTETSNGSPGHLDL
VEGSLLOGTEGAIKWNEANRPGKVPFLRVATESSAKTPSKLLDPLAWDNHYGTQIPKEEWKSQEKSPEKTAFKKKDTILSLNACESNHAI
AAINEGQNKPEIEVTWAKQGRTERLCSQNPPVLKRHQREITRTTLQSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIYDEDENQSPRSFQKKTRHYFI
AAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPQFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSL
ISYEEDQRQGAEPRKNFVKPNETKTYFWKVQHHMAPTKDEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQE
FALFFTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGYIMDTLPGLVMAQDQRIRWYLLSMGSNENIHSIHFSGHVF
TVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGQWAPKLA
RLHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMIIHGIKTQGARQKFSSLYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVFFGNVDSSGIKHNIFN
PPIIARYIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQGRSNAWRPQVNNPKEW
LQVDFQKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDGHOQWTLFFONGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQ
IALRMEVLGCEAQDLY

(X es cualquier aminoacido natural)
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FIG. 11C: XTEN AE42-4, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 46)

GAPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPASS

FIG. 11D: XTEN AE42-4, secuencia ADN (SEQ ID NO: 47)

GGCGCGCCAGGTTCTCCTGCTGGCTCCCCCACCTCAACAGAAGAGGGGACAAGCGAAAGCGCTACGCCTGAGAGTGGCCCTGGCT
CTGAGCCAGCCACCTCCGGCTCTGAAACCCCTGCCTCGAGC

FIG. 11E: XTEN AE144-2A, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 48)

TSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSEPATSGSE
TPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESATPESGPG

FIG. 11F: XTEN AE144-2A, secuencia ADN (SEQ ID NO: 49)

GGCGCGCCAACCAGTACGGAGCCGTCCGAGGGGAGCGCACCAGGAAGCCCGGCTGGGAGCCCGACTTCTACCGAAGAGGGTACA
TCTACCGAACCAAGTGAAGGTTCAGCACCAGGCACCTCAACAGAACCCTCTGAGGGCTCGGCGCCTGGTACAAGTGAGTCCGCCAC
CCCAGAATCCGGGCCTGGGACAAGCACAGAACCTTCGGAAGGGAGTGCCCCTGGAACATCCGAATCGGCAACCCCAGAATCAGGG
CCAGGATCTGAGCCCGCGACTTCGGGCTCCGAGACGCCTGGGACATCCACCGAGCCCTCCGAAGGATCAGCCCCAGGCACCAGCA
CGGAGCCCTCTGAGGGAAGCGCACCTGGTACCAGCGAAAGCGCAACTCCCGAATCAGGTCCCGGTACGAGCGAGTCGGCGACCCC
GGAGAGCGGGCCAGGTGCCTCGAGC

FIG. 11G: XTEN AE144-3B, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 50)

SPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGS
APGTSTEPSEGSAPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAPG

FIG. 11H: XTEN AE144-3B, secuencia ADN (SEQ ID NO: 51)

GGCGCGCCAAGTCCCGCTGGAAGCCCAACTAGCACCGAAGAGGGGACCTCAGAGTCCGCCACCCCCGAGTCCGGCCCTGGCTCTG
AGCCTGCCACTAGCGGCTCCGAGACTCCTGGCACATCCGAAAGCGCTACACCCGAGAGTGGACCCGGCACCTCTACCGAGCCCAGT
GAGGGCTCCGCCCCTGGAACAAGCACCGAGCCCAGCGAAGGCAGCGCCCCAGGGACCTCCACAGAGCCCAGTGAAGGCAGTGCT
CCTGGCACCAGCACCGAACCAAGCGAGGGCTCTGCACCCGGGACCTCCACCGAGCCAAGCGAAGGCTCTGCCCCTGGCACTTCCA
CCGAGCCCAGCGAAGGCAGCGCCCCTGGGAGCCCCGCTGGCTCTCCCACCAGCACTGAGGAGGGCACATCTACCGAACCAAGTGA
AGGCTCTGCACCAGGTGCCTCGAGC

FIG. 111: XTEN AE144-4A, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 52)

TSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGSPAGSPTST
EEGSPAGSPTSTEEGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPG

FIG. 11J: XTEN AE144-4A, secuencia ADN (SEQ ID NO: 53)

GGCGCGCCAACGTCCGAAAGTGCTACCCCTGAGTCAGGCCCTGGTAGTGAGCCTGCCACAAGCGGAAGCGAAACTCCGGGGACCT
CAGAGTCTGCCACTCCCGAATCGGGGCCAGGCTCTGAACCGGCCACTTCAGGGAGCGAAACACCAGGAACATCGGAGAGCGCTAC
CCCGGAGAGCGGGCCAGGAACTAGTACTGAGCCTAGCGAGGGAAGTGCACCTGGTACAAGCGAGTCCGCCACACCCGAGTCTGG
CCCTGGCTCTCCAGCGGGCTCACCCACGAGCACTGAAGAGGGCTCTCCCGCTGGCAGCCCAACGTCGACAGAAGAAGGATCACCA
GCAGGCTCCCCCACATCAACAGAGGAGGGTACATCAGAATCTGCTACTCCCGAGAGTGGACCCGGTACCTCCACTGAGCCCAGCG
AGGGGAGTGCACCAGGTGCCTCGAGC

193



ES2926585T3

FIG. 11K: XTEN AE144-5A, secuencia proteinas (SEQ ID NO:54)

TSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPGSPAGSPTSTEEGTSESATPESGP
GSEPATSGSETPGTSESATPESGPGSPAGSPTSTEEGSPAGSPTSTEEG

FIG. 11L: XTEN AE144-5A, secuencia ADN (SEQ ID NO:55)

GGCGCGCCAACATCAGAGAGCGCCACCCCTGAAAGTGGTCCCGGGAGCGAGCCAGCCACATCTGGGTCGGAAACGCCAGGCACAA
GTGAGTCTGCAACTCCCGAGTCCGGACCTGGCTCCGAGCCTGCCACTAGCGGCTCCGAGACTCCGGGAACTTCCGAGAGCGCTACAC
CAGAAAGCGGACCCGGAACCAGTACCGAACCTAGCGAGGGCTCTGCTCCGGGCAGCCCAGCCGGCTCTCCTACATCCACGGAGGAG
GGCACTTCCGAATCCGCCACCCCGGAGTCAGGGCCAGGATCTGAACCCGCTACCTCAGGCAGTGAGACGCCAGGAACGAGCGAGTC
CGCTACACCGGAGAGTGGGCCAGGGAGCCCTGCTGGATCTCCTACGTCCACTGAGGAAGGGTCACCAGCGGGCTCGCCCACCAGCA
CTGAAGAAGGTGCCTCGAGC

FIG. 11M: XTEN AE144-6B, secuencia proteinas (SEQ ID NO:56)

TSTEPSEGSAPGTSESATPESGPGTSESATPESGPGTSESATPESGPGSEPATSGSETPGSEPATSGSETPGSPAGSPTSTEEGTSTEPSEGSAP
GTSTEPSEGSAPGSEPATSGSETPGTSESATPESGPGTSTEPSEGSAPG

FIG. 11N: XTEN AE144-6B, secuencia ADN (SEQ ID NO:57)

GGCGCGCCAACATCTACCGAGCCTTCCGAAGGCTCTGCCCCTGGGACCTCAGAATCTGCAACCCCTGAAAGCGGCCCTGGAACCTCC
GAAAGTGCCACTCCCGAGAGCGGCCCAGGGACAAGCGAGTCAGCAACCCCTGAGTCTGGACCCGGCAGCGAGCCTGCAACCTCTGG
CTCAGAGACTCCCGGCTCAGAACCCGCTACCTCAGGCTCCGAGACACCCGGCTCTCCTGCTGGGAGTCCCACTTCCACCGAGGAAGG
AACATCCACTGAGCCTAGTGAGGGCTCTGCCCCTGGAACCAGCACAGAGCCAAGTGAGGGCAGTGCACCAGGATCCGAGCCAGCAA
CCAGCGGGTCCGAGACTCCCGGGACCTCTGAGTCTGCCACCCCAGAGAGCGGACCCGGCACTTCAACCGAGCCCTCCGAAGGATCA
GCACCAGGTGCCTCGAGC

FIG. 110: XTEN AG144-1, secuencia proteinas (SEQ ID NO:58)

PGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGA
TGSPGTPGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSS

FIG. 11P: XTEN AG144-1, secuencia ADN (SEQ ID NO:59)

GGCGCGCCACCCGGGTCGTCCCCGTCGGCGTCCACCGGAACAGGGCCAGGGTCATCCCCGTCAGCGTCGACTGGGACGGGACCCGG
GACACCCGGTTCGGGGACTGCATCCTCCTCGCCTGGTTCGTCCACCCCGTCAGGAGCCACGGGTTCGCCGGGAAGCAGCCCAAGCGC
ATCCACTGGTACAGGGCCTGGGGCTTCACCGGGTACTTCATCCACGGGGTCACCGGGAACGCCCGGATCGGGGACGGCTTCCTCATC
ACCAGGATCGTCAACACCCTCGGGCGCAACGGGCAGCCCCGGAACCCCTGGTTCGGGTACGGCGTCGTCGAGCCCCGGTGCGAGCC
CGGGAACAAGCTCGACAGGATCGCCTGGGGCGTCACCCGGCACGTCGAGCACAGGCAGCCCCGGAACCCCTGGATCGGGAACCGC
GTCGTCAAGCGCCTCGAGC

FIG. 11Q: XTEN AG144-A, secuencia proteinas (SEQ ID NO:60)

GASPGTSSTGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGTPGSGTAS
SSPGSSTPSGATGSPGTPGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSP

FIG. 11R: XTEN AG144-A, secuencia ADN (SEQ ID NO:61)

GGCGCGCCAGGTGCCTCGCCGGGAACATCATCAACTGGTTCACCCGGGTCATCCCCCTCGGCCTCAACCGGGACGGGTCCCGGCTCA
TCCCCCAGCGCCAGCACTGGAACAGGTCCTGGCACTCCTGGTTCCGGTACGGCATCGTCATCCCCGGGAAGCTCAACACCGTCCGGA
GCGACAGGATCACCTGGCTCGTCACCTTCGGCGTCAACTGGAACGGGGCCAGGGGCCTCACCCGGAACGTCCTCGACTGGGTCGCCT
GGTACGCCGGGATCAGGAACGGCCTCATCCTCGCCTGGGTCCTCAACGCCCTCGGGTGCGACTGGTTCGCCGGGAACTCCTGGCTCG
GGGACGGCCTCGTCGTCGCCTGGGGCATCACCGGGGACGAGCTCCACGGGGTCCCCTGGAGCGTCACCGGGGACCTCCTCGACAGG
TAGCCCGGCCTCGAGC
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FIG. 11S: XTEN AG144-B, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 62)

GTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGSSTPSGAT
GSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSP

FIG. 11T: XTEN AG144-B, secuencia ADN (SEQ ID NO: 63)

GGCGCGCCAGGTACACCGGGCAGCGGCACGGCTTCGTCGTCACCCGGCTCGTCCACACCGTCGGGAGCTACGGGAAGCCCAGGAGC
GTCACCGGGAACGTCGTCAACGGGGTCACCGGGTACGCCAGGTAGCGGCACGGCCAGCAGCTCGCCAGGTTCATCGACCCCGTCGG
GAGCGACTGGGTCGCCCGGATCAAGCCCGTCAGCTTCCACTGGAACAGGACCCGGGTCGTCGCCGTCAGCCTCAACGGGGACAGGA
CCTGGTTCATCGACGCCGTCAGGGGCGACAGGCTCGCCCGGATCGTCAACACCCTCGGGGGCAACGGGGAGCCCTGGTGLGTCGLL

TGGAACCTCATCCACCGGAAGCCCGGGGGCCTCGCCGGGTACGAGCTCCACGGGATCGCCCGGAGCGTCCCCCGGAACTTCAAGCA

CAGGGAGCCCTGCCTCGAGC

FIG. 11U: XTEN AG144-C, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 64)

GTPGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSPSASTGTGPGTPGSGTASSSPGASPGTSSTGSPGASPGTSST
GSPGASPGTSSTGSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSP

FIG. 11V: XTEN AG144-C, secuencia ADN (SEQ ID NO: 65)

GGCGCGCCAGGTACACCCGGATCGGGTACAGCGTCATCGAGCCCCGGTGCGTCACCTGGTACGTCGAGCACGGGGTCGCCAGGGGC
GTCCCCTGGGACGTCCTCAACAGGCTCGCCCGGTGCGTCACCCGGCACGTCGTCCACGGGTTCACCTGGTAGCTCCCCTTCCGCGTCC
ACTGGCACCGGGCCTGGAACTCCGGGGAGCGGCACAGCGAGCTCGTCGCCGGGAGCATCGCCTGGGACATCGAGCACCGGGTCGC
CAGGAGCATCGCCCGGAACATCCAGCACAGGAAGCCCCGGCGCGTCGCCCGGGACATCAAGCACAGGTTCCCCGGGATCGAGCACG
CCGTCCGGAGCCACTGGATCACCAGGGAGCTCGACACCTTCCGGCGCAACGGGATCGCCCGGAGCCAGCCCGGGTACGTCAAGCAC
TGGCTCCCCTGCCTCGAGC

FIG. 11W: XTEN AG144-F, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 66)

GSSPSASTGTGPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGASPGTSSTGSPGSSTPSGATGSPGSSPSASTGTGPGASPGTSSTGSPGSSPSASTG
TGPGTPGSGTASSSPGSSTPSGATGSPGSSTPSGATGSPGASPGTSSTGSP

FIG. 11X: XTEN AG144-F, secuencia ADN (SEQ ID NO: 67)

GGCGCGCCAGGCTCCAGCCCCTCCGCGAGCACGGGAACCGGACCAGGTTCGTCACCCTCAGCATCAACGGGGACGGGACCGGGGG
CGTCACCAGGAACGTCCTCCACCGGCTCGCCGGGTGCATCACCCGGAACGTCATCGACCGGATCGCCAGGGAGCTCGACGCCATCAG
GCGCAACAGGATCACCTGGCTCAAGCCCTAGCGCGTCAACCGGCACGGGTCCGGGTGCCTCCCCTGGCACGTCCAGCACCGGATCAC
CCGGATCGAGCCCATCCGCCTCAACCGGAACCGGACCCGGTACACCAGGGTCGGGAACAGCCTCCTCGTCACCAGGCTCCTCAACCC
CCTCGGGAGCCACGGGTTCGCCCGRTTCGTCAACGCCTTCCGGAGCAACTGGTAGCCCCGGAGCATCGCCAGGAACTTCGAGCACG
GGGTCGCCCGCCTCGAGC

FIG. 11Y: Promotor ET, secuencia proteinas (SEQ ID NO: 69)

CTCGAGGTCAATTCACGCGAGTTAATAATTACCAGCGCGGGCCAAATAAATAATCCGCGAGGGGCAGGTGACGTTTGCCCAGCGCGC
GCTGGTAATTATTAACCTCGCGAATATTGATTCGAGGCCGCGATTGCCGCAATCGCGAGGGGCAGGTGACCTTTGCCCAGCGCGCGT
TCGCCCCGCCCCGGACGGTATCGATAAGCTTAGGAGCTTGEGCTGCAGGTCGAGGGCACTGGGAGGATGTTGAGTAAGATGGAAAA
CTACTGATGACCCTTGCAGAGACAGAGTATTAGGACATGTTTGAACAGGGGCCGGGCGATCAGCAGGTAGCTCTAGAGGATCCCCGT
CTGTCTGCACATTTCGTAGAGCGAGTGTTCCGATACTCTAATCTCCCTAGGCAAGGTTCATATTTGTGTAGGTTACTTATTCTCCTTTTG
TTGACTAAGTCAATAATCAGAATCAGCAGGTTTGGAGTCAGCTTGGCAGGGATCAGCAGCCTGGGTTGGAAGGAGGCGGTATAAAA
GCCCCTTCACCAGGAGAAGCCGTCACACAGATCCACAAGCTCCTGCCACCATGG
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FIG. 11Z: coFVIlI-1 — Secuencia ADN (SEQ ID NO: 68)

ATGCAGATTGAGCTGTCTACTTGCTTTTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTTTGCTTTTCCGCTACACGAAGGTATTATCTGGGGGCTGTGGA
ACTGTCTTGGGATTACATGCAGAGTGACCTGGGAGAGCTGCCAGTGGACGCAAGGTTTCCCCCTAGAGTCCCTAAGTCATTCCCCTTC
AACACTAGCGTGGTCTACAAGAAAACACTGTTCGTGGAGTTTACTGATCACCTGTTCAACATCGCAAAGCCTAGGCCACCCTGGATGG
GACTGCTGGGGCCAACAATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGTGGTCATTACACTTAAGAACATGGCCTCACACCCCGTGAGLCTGC
ATGCTGTGGGCGTCAGCTACTGGAAGGCTTCCGAAGGAGCAGAGTATGACGATCAGACTTCCCAGAGAGAAAAAGAGGACGATAAG
GTGTTTCCTGGCGGATCTCATACCTACGTGTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGCCCTATGGCCTCCGACCCTCTGTGCCTGACCTACT
CTTATCTGAGTCACGTGGACCTGGTCAAGGATCTGAACAGCGGCCTGATCGGAGCCCTGCTGGTGTGCAGGGAAGGAAGCCTGGCTA
AGGAGAAAACCCAGACACTGCATAAGTTCATTCTGCTGTTCGCCGTGTTTGACGAAGGGAAATCATGGCACAGCGAGACAAAGAATA
GTCTGATGCAGGACAGGGATGCCGCTTCAGCCAGAGCTTGGCCCAAAATGCACACTGTGAACGGCTACGTCAATCGCTCACTGCCTG
GGCTGATCGGCTGCCACCGAAAGAGCGTGTATTGGCATGTCATCGGGATGGGCACCACACCTGAAGTGCACTCCATTTTCCTGGAGG
GACATACCTTTCTGGTCCGCAACCACCGACAGGCTTCCCTGGAGATCTCTCCAATTACCTTCCTGACAGCACAGACTCTGCTGATGGAC
CTGGGGCAGTTCCTGCTGTTTTGCCACATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCTTACGTGAAAGTGGACTCTTGTCCCGAGG
AACCTCAGCTGCGGATGAAGAACAATGAGGAAGCAGAAGACTATGACGATGACCTGACCGACTCCGAGATGGATGTGGTCCGATTC
GATGACGATAACAGCCCCTCCTTTATCCAGATTAGATCTGTGGCCAAGAAACACCCTAAGACATGGGTCCATTACATCGCAGCCGAGG
AAGAGGACTGGGATTATGCACCACTGGTGCTGGCACCAGACGATCGCTCCTACAAATCTCAGTATCTGAACAATGGGCCACAGAGGA
TTGGCAGAAAGTACAAGAAAGTGCGGTTCATGGCATATACCGATGAGACCTTCAAGACTCGCGAAGCCATCCAGCACGAGAGCGGCA
TCCTGGGACCACTGCTGTACGGAGAAGTGGGAGACACCCTGCTGATCATTTTCAAGAACCAGGCCAGCCGGCCTTACAATATCTATCC
ACATGGGATTACAGATGTGCGCCCTCTGTACAGCAGGAGACTGCCAAAGGGCGTCAAACACCTGAAGGACTTCCCAATCCTGCCCGG
AGAAATCTTCAAGTACAAGTGGACTGTCACCGTCGAGGATGGCCCCACTAAGAGCGACCCTCGGTGCCTGACCCGCTACTATTCTAGT
TTCGTGAATATGGAAAGAGATCTGGCAAGCGGACTGATCGGACCACTGCTGATTTGTTACAAAGAGAGCGTGGATCAGAGAGGCAAC
CAGATCATGTCCGACAAGCGGAATGTGATTCTGTTCAGTGTCTTTGACGAAAACAGGTCATGGTACCTGACCGAGAACATCCAGAGAT
TCCTGCCTAATCCAGCTGGGGTGCAGCTGGAAGATCCTGAGTTTCAGGCATCTAACATCATGCATAGTATTAATGGCTACGTGTTCGA
CAGTTTGCAGCTGAGCGTGTGCCTGCACGAGGTCGCTTACTGGTATATCCTGAGCATTGGGGCACAGACAGATTTCCTGAGCGTGTTC
TTTTCCGGCTACACTTTTAAGCATAAAATGGTCTATGAGGACACACTGACTCTGTTCCCCTTCAGCGGCGAAACCGTGTTTATGAGCAT
GGAGAATCCCGGACTGTGGATTCTGGGGTGCCACAACAGCGATTTCAGAAATCGCGGAATGACTGCCCTGCTGAAAGTGTCAAGCTG
TGACAAGAACACCGGGGACTACTATGAAGATTCATACGAGGACATCAGCGCATATCTGCTGTCCAAAAACAATGCCATTGAACCCCG
GTCTTTTAGTCAGAATCCTCCAGTGCTGAAGAGGCACCAGAGGGAGATCACCCGCACTACCCTGCAGAGTGATCAGGAAGAGATCGA
CTACGACGATACAATTTCTGTGGAAATGAAGAAAGAGGACTTCGATATCTATGACGAAGATGAGAACCAGAGTCCTCGATCATTCCAG
AAGAAAACCAGGCATTACTTTATTGCCGCAGTGGAGCGGCTGTGGGATTATGGCATGTCCTCTAGTCCTCACGTGCTGCGAAATAGG
GCCCAGTCAGGAAGCGTCCCACAGTTCAAGAAAGTGGTCTTCCAGGAGTTTACAGACGGGTCCTTTACTCAGCCACTGTACAGGGGC
GAACTGAACGAGCACCTGGGACTGCTGGGGCCCTATATCAGAGCAGAAGTGGAGGATAACATTATGGTCACCTTCAGAAATCAGGCC
TCTCGGCCTTACAGTTTTTATTCAAGCCTGATCTCTTACGAAGAGGACCAGCGACAGGGAGCTGAACCACGAAAAAACTTCGTGAAGC
CTAATGAGACCAAAACATACTTTTGGAAGGTGCAGCACCATATGGCCCCAACAAAAGACGAGTTCGATTGCAAGGCATGGGCCTATTT
TTCTGACGTGGATCTGGAGAAGGACGTGCACAGTGGCCTGATTGGCCCACTGCTGGTGTGCCATACTAACACCCTGAATCCAGCCCAC
GGCCGGCAGGTCACTGTCCAGGAGTTCGCTCTGTTCTTTACCATCTTTGATGAGACAAAGAGCTGGTACTTCACCGAAAACATGGAGC
GAAATTGCAGGGCTCCATGTAACATTCAGATGGAAGACCCCACATTCAAGGAGAACTACCGCTTTCATGCTATCAATGGATACATCAT
GGATACTCTGCCCGGGCTGGTCATGGCACAGGACCAGAGAATCCGGTGGTATCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAATATCCACTC
AATTCATTTCAGCGGGCACGTGTTTACTGTCAGGAAGAAAGAAGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTATCCCGGCGTGTTCGAA
ACCGTCGAGATGCTGCCTAGCAAGGCCGGAATCTGGAGAGTGGAATGCCTGATTGGAGAGCACCTGCATGCTGGGATGTCTACCCTG
TTTCTGGTGTACAGTAATAAGTGTCAGACACCCCTGGGAATGGCATCCGGGCATATCAGGGATTTCCAGATTACCGCATCTGGACAGT
ACGGACAGTGGGCACCTAAGCTGGCTAGACTGCACTATTCCGGATCTATCAACGCTTGGTCCACAAAAGAGCCTTTCTCTTGGATTAA
GGTGGACCTGCTGGCCCCAATGATCATTCATGGCATCAAAACTCAGGGAGCTCGGCAGAAGTTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTTA
TCATCATGTACAGCCTGGATGGGAAGAAATGGCAGACATACCGCGGCAATAGCACAGGAACTCTGATGGTGTTCTTTGGCAACGTGG
ACAGCAGCGGAATCAAGCACAACATTTTCAATCCCCCTATCATTGCTAGATACATCCGGCTGCACCCAACCCATTATTCTATTCGAAGT
ACACTGAGGATGGAACTGATGGGATGCGATCTGAACAGTTGTTCAATGCCCCTGGGGATGGAGTCCAAGGCAATCTCTGACGCCCAG
ATTACCGCCAGCTCCTACTTCACTAATATGTTTGCTACCTGGAGCCCTTCCAAAGCAAGACTGCACCTGCAAGGCCGCAGCAACGCATG
GCGACCACAGGTGAACAATCCCAAGGAGTGGTTGCAGGTCGATTTTCAGAAAACTATGAAGGTGACCGGGGTCACAACTCAGGGCG
TGAAAAGTCTGCTGACCTCAATGTACGTCAAGGAGTTCCTGATCTCTAGTTCACAGGACGGACATCAGTGGACACTGTTCTTTCAGAA
CGGGAAGGTGAAAGTCTTCCAGGGCAATCAGGATTCCTTTACACCTGTGGTCAACAGTCTAGACCCTCCACTGCTGACCAGATACCTG
AGAATCCACCCTCAGTCCTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTGCTGGGATGCGAGGCCCAGGATCTGTACTGA
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FIG. 19A
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FIG. 19C
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Parametro Descripcién parametro Intervalo normal
CT (s) tiempo coagulacion 120-480
CFT(s) tiempo formacién coagulo 60-240
a(©) angulo alfa 27-60
A5 (mm) amplitud 5 min tras CT na
A20 (mm) amplitud 20 min tras CT na
MCF (mm) firmeza maxima del coagulo | 40-60
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