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POLINUCLEOTIDEO, VETOR DE VIRUS ADENO-ASSOCIADO,
PARTICULA DE UM VIRUS ADENO-ASSOCIADO, METODOS PARA
PRODUZIR UMA PARTICULA DE VIRUS ADENO-ASSOCIADO E
PARA TRANSDUZIR UMA CELULA HOSPEDEIRA, E, USO DE UMA
PARTICULA DE VIRUS ADENO-ASSOCIADO

REFERENCIA CRUZADA A PEDIDOS RELACIONADOS

[001] Este pedido reivindica prioridade para o Pedido de Patente
Provisorio dos Estados Unidos n°® 62/255.317, depositado em 13 de novembro
de 2015, cujo contetido € incorporado neste documento por referéncia em sua
totalidade para todos as finalidades.

LISTAGEM DE SEQUENCIAS

[002] O presente pedido contém uma Listagem de Sequéncia, que foi
submetida eletronicamente em formato ASCII e estd incorporada neste
documento a titulo de referéncia em sua totalidade. A copia ASCII, criada em
9 de novembro de 2016, é denominada
008073_5107_WO_Sequence_Listing.txt e tem tamanho de 353.479 bytes.
FUNDAMENTOS DA DIVULGACAO

[003] A coagulacdo do sangue procede através de uma via bioldgica
complexa e dindmica de reacOes bioquimicas interdependentes, referidas
como a cascata de coagulacdo. O fator de coagulacdo VII (FVII) é um
componente chave na cascata. O Fator VIII é recrutado para locais de
sangramento e forma um complexo Xase com o Fator IX ativado (FIXa) e o
Fator X (FX). O complexo Xase ativa o FX, que por sua vez ativa a
protrombina para a trombina, que entdo ativa outros componentes na cascata
de coagulagdo para gerar um coagulo estavel (revisto em Saenko et al. Trends
Cardiovasc. Med., 9:185-192 (1999); Lenting et al., Blood, 92:3983-3996
(1998)).

[004] A hemofilia A é um distirbio de sangramento congénito ligado
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ao cromossomo X caracterizado por uma deficiéncia na atividade do fator
VIII. Diminui¢ao da atividade do Fator VIII inibe um feedback positivo na
cascata de coagulacdo. Isso causa coagulacdo incompleta, que se manifesta
como episddios de sangramento com duracdo aumentada, hematomas
extensos, sangramento oral e nasal espontaneo, rigidez articular e dor crénica
e, possivelmente, sangramento interno e anemia em casos graves (Zhang et
al., Clinic. Rev. Allerg. Immunol.37: 114-124 (2009)).

[005] Convencionalmente, a hemofilia A € tratada pela terapia de
reposicdo do Fator VIII, que consiste na administragdo da proteina do Fator
VIII (por exemplo, Fator VIII derivado do plasma ou recombinante) a um
individuo com hemofilia A. O Fator VIII é administrado profilaticamente para
prevenir ou reduzir a frequéncia de episodios de sangramento, em resposta a
um episddio de sangramento agudo, e/ou perioperatoério para controlar o
sangramento durante a cirurgia. No entanto, existem vdrias caracteristicas
indesejaveis da terapia de reposicdo do Fator VIII.

[006] Primeiro, a terapia de reposicdo do Fator VIII € usada para
tratar ou tratar a hemofilia A, mas ndo cura a deficiéncia subjacente do Fator
VIIIL. Por causa disso, individuos com hemofilia A necessitam de terapia de
reposicdo com Fator VIII durante toda a vida. O tratamento continuo é
dispendioso e exige que o individuo mantenha uma adesdo estrita, jA que
perder apenas algumas doses profilaticas pode ter sérias consequéncias para
os individuos com hemofilia A.

[007] Em segundo lugar, como o Fator VIII tem uma meia-vida
relativamente curta in vivo, a terapia de reposi¢cdo com fator VIII profilatico
convencional requer administracdo a cada segundo ou terceiro dia. Isso
sobrecarrega o individuo para manter a conformidade durante toda a vida.
Embora os medicamentos de Fator VIII de acdo prolongada de terceira
geracdo possam reduzir a frequéncia de administracdo, a terapia de reposi¢ao

profilatica de FVIII com essas drogas ainda requer administracdo mensal,
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semanal ou mais frequente na perpetuidade. Por exemplo, o tratamento
profilatico com ELOCTATE™ [Fator Anti-hemofilico (Recombinante), Fc
Proteina de Fusao] requer a administracio a cada trés a cinco dias
(ELOCTATE™ Informagdes sobre Prescricdo, Biogen Idec Inc., (2015)).
Além disso, os efeitos a longo prazo de produtos bioldgicos quimicamente
modificados (por exemplo, polipeptideos peguilados) ainda ndo sdo
totalmente compreendidos.

[008] Terceiro, entre 15% e 30% de todos os individuos que recebem
terapia de reposicao com Fator VIII formam anticorpos inibidores anti-Fator
VIII, tornando a terapia ineficaz. A terapia de bypass do Fator VIII (por
exemplo, administracdo de concentrados de complexos de protrombina
derivados do plasma ou recombinantemente produzidos) pode ser usada para
tratar a hemofilia em individuos que formam anticorpos inibidores. No
entanto, a terapia de bypass do Fator VIII € menos eficaz do que a terapéutica
de substituicdo com Fator VIII (Mannucci PM, J Thromb Haemost., 1 (7):
1349-55 (2003)) e pode estar associado a um aumento do risco de
complicacdes cardiovasculares (Luu e Ewenstein, Haemophilia, 10 Suppl. 2:
10-16 (2004)).

[009] A terapia genética somatica € muito promissora para o
tratamento da hemofilia A porque remediaria a atividade funcional subjacente
do fator VIII de subexpressao (por exemplo, devido a mutagdes sem sentido
ou sem sentido), em vez de fornecer uma dose unica de atividade do fator
VIII ao individuo. Devido a essa diferenca no mecanismo de acdo, em
comparacdo com a terapia de reposi¢ao do fator VIII, a administracdo tnica
de um vetor de terapia génica do Fator VIII pode fornecer um individuo com
o Fator VIII por vérios anos, reduzindo o custo do tratamento e eliminando a
necessidade de continuacdo da adesao do paciente.

[0010] A terapia génica do Fator de Coagulacdo IX (FIX) tem sido

usada com eficacia no tratamento de individuos com hemofilia B, uma
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condi¢do relacionada a coagulagdo sanguinea caracterizada pela diminuic¢ao
da atividade do Fator IX (Manno CS, et al., Nat Med., 12 (3): 342-47 (2006)).
No entanto, a terapia génica do Fator VIII apresenta vérios desafios tinicos.
Por exemplo, o polipeptideo de Fator VIII de tipo selvagem completo (2351
aminoacidos; ndmero de acesso UniProt PO0451) é cinco vezes maior do que
o polipeptideo de Fator IX de tipo selvagem de comprimento total (461
aminodacidos; nimero de acesso UniProt P0O0740). Como tal, a sequéncia de
codificacdo do Fator VIII de tipo selvagem é de 7053 pares de bases, que é
demasiado grande para ser embalada em vetores convencionais de terapia
génica com AAV. Além disso, a expressdo recombinante relatada de variantes
do Fator VIII com eliminacdo do dominio B (BDD-FVIII) tem sido fraca.
Como tal, varios grupos tentaram alterar o uso de c6dons dos construtos de
BDD-FVIII, com sucesso limitado.

BREVE RESUMO DA DIVULGACAO

[0011] Por conseguinte, existe uma necessidade de variantes do Fator
VIII cujas sequéncias de codificacdo sdo mais eficientemente empacotadas e
distribuidos através de vetores de terapia génica. Existe também a necessidade
de 4cidos nucleicos sintéticos, alterados por coédon, que expressem o Fator
VIII mais eficientemente. Tais variantes do Fator VIII e acidos nucleicos
alterados pelos cddons permitem um tratamento melhorado das deficiéncias
do Fator VIII (por exemplo, hemofilia A). As deficiéncias acima e outros
problemas associados com o tratamento de deficiéncias do Fator VIII (por
exemplo, hemofilia A) sdo reduzidos ou eliminados pelas variantes descritas
do Fator VIII alteradas por codon.

[0012] De acordo com algumas modalidades, a presente divulgagdo
fornece acidos nucleicos que codificam variantes do Fator VIII que tém
identidade de sequéncias elevada com as sequéncias alteradas com codons
divulgados da cadeia pesada do Fator VIII (por exemplo, CSOI-HC-NA,
CS04-HC-NA ou CS23-HC-NA) e cadeia leve (CSO1-LC-NA, CS04-LC-NA
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ou CS23-LC-NA). Em algumas modalidades, estes acidos nucleicos incluem
ainda uma sequéncia que codifica uma sequéncia ligante que substitui o
dominio B nativo do Fator VIII (por exemplo, sequéncias ligantes
compreendendo um sitio de clivagem da furina), entre as sequéncias que
codificam as cadeias pesada e leve do Fator VIII.

[0013] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
incluindo uma sequéncia nucleotidica que codifica um polipeptideo de Fator
VIII. O polipeptideo de Fator VIII inclui uma cadeia leve, uma cadeia pesada
e um ligante polipeptidico que une o terminal C da cadeia pesada ao terminal
N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII é codificada
por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3). A cadeia leve do polipeptideo
do Fator FVIII € codificada por uma segunda sequéncia nucleotidica
possuindo pelo menos 95% de identidade com CS04-LC-NA (SEQ ID NO:
4). O ligante polipeptidico compreende um sitio de clivagem de furina.

[0014] Numa modalidade dos polinucletideos descritos acima, o
ligante polipeptidico € codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica
possuindo pelo menos 95% de identidade com BDLO04 (SEQ ID NO: 6).
[0015] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
incluindo uma sequéncia nucleotidica que codifica um polipeptideo de Fator
VIII. O polipeptideo de Fator VIII inclui uma cadeia leve, uma cadeia pesada
e um ligante polipeptidico que une o terminal C da cadeia pesada ao terminal
N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII € codificada
por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CSO1-HC-NA (SEQ ID NO: 24). A cadeia leve do
polipeptideo do Fator FVIII é codificada por uma segunda sequéncia
nucleotidica possuindo pelo menos 95% de identidade com CSO1-LC-NA
(SEQ ID NO: 25). O ligante polipeptidico compreende um sitio de clivagem

de furina.
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[0016] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
ligante polipeptidico € codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica
possuindo pelo menos 95% de identidade com BDLOO1 (SEQ ID NO: 5).
[0017] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
incluindo uma sequéncia nucleotidica que codifica um polipeptideo de Fator
VIII. O polipeptideo de Fator VIII inclui uma cadeia leve, uma cadeia pesada
e um ligante polipeptidico que une o terminal C da cadeia pesada ao terminal
N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII é codificada
por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22). A cadeia leve do
polipeptideo do Fator FVIII é codificada por uma segunda sequéncia
nucleotidica possuindo pelo menos 95% de identidade com CS23-LC-NA
(SEQ ID NO: 23). O ligante polipeptidico compreende um sitio de clivagem
de furina.

[0018] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
ligante polipeptidico € codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica
possuindo pelo menos 95% de identidade com BDLO23 (SEQ ID NO: 7).
[0019] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII tem pelo menos 96% de identidade com a respectiva sequéncia
da cadeia pesada (por exemplo, CSO4-HC-NA (SEQ ID NO: 3), CSO1-HC-
NA (SEQ ID NO: 24), ou CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), e a segunda
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII
tem pelo menos 96% de identidade com a respectiva sequéncia da cadeia leve
(por exemplo, CS04-LC-NA (SEQ ID NO 4), CSO01-LC-NA (SEQ ID NO 25)
ou CS23-LC-NA (SEQ ID NO 23)).

[0020] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo

de Fator VIII tem pelo menos 97% de identidade com a respectiva sequéncia
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da cadeia pesada (por exemplo, CSO4-HC-NA (SEQ ID NO: 3), CSO1-HC-
NA (SEQ ID NO: 24), ou CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), e a segunda
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII
tem pelo menos 97% de identidade com a respectiva sequéncia da cadeia leve
(por exemplo, CS04-LC-NA (SEQ ID NO 4), CSO01-LC-NA (SEQ ID NO 25)
ou CS23-LC-NA (SEQ ID NO 23)).

[0021] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII tem pelo menos 98% de identidade com a respectiva sequéncia
da cadeia pesada (por exemplo, CSO4-HC-NA (SEQ ID NO: 3), CSO1-HC-
NA (SEQ ID NO: 24), ou CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), e a segunda
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII
tem pelo menos 98% de identidade com a respectiva sequéncia da cadeia leve
(por exemplo, CS04-LC-NA (SEQ ID NO 4), CSO01-LC-NA (SEQ ID NO 25)
ou CS23-LC-NA (SEQ ID NO 23)).

[0022] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII tem pelo menos 99% de identidade com a respectiva sequéncia
da cadeia pesada (por exemplo, CSO04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), CS01-HC-
NA (SEQ ID NO: 24), ou CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), e a segunda
sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII
tem pelo menos 99% de identidade com a respectiva sequéncia da cadeia leve
(por exemplo, CS04-LC-NA (SEQ ID NO 4), CSO01-LC-NA (SEQ ID NO 25)
ou CS23-LC-NA (SEQ ID NO 23)).

[0023] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII tem pelo menos 99,5% de identidade com a respectiva
sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3),
CSOI-HC-NA (SEQ ID NO: 24), ou CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), e a
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segunda sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo
Fator FVIII tem pelo menos 99,5% de identidade com a respectiva sequéncia
da cadeia leve (por exemplo, CS04-LC-NA (SEQ ID NO 4), CSO1-LC-NA
(SEQ ID NO 25) ou CS23-LC-NA (SEQ ID NO 23)).

[0024] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII tem pelo menos 99,9% de identidade com a respectiva
sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3),
CSO1-HC-NA (SEQ ID NO: 24), ou CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22)), e a
segunda sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo
Fator FVIII tem pelo menos 99,9% de identidade com a respectiva sequéncia
da cadeia leve (por exemplo, CS04-LC-NA (SEQ ID NO 4), CSO1-LC-NA
(SEQ ID NO 25) ou CS23-LC-NA (SEQ ID NO 23)).

[0025] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII é CS04-HC-NA (SEQ ID NO 3) e a segunda sequéncia
nucleotidica codificando a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII é CS04-
LC-NA (SEQ ID NO: 4).

[0026] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
primeira sequéncia nucleotidica que codifica a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII é CSO1-HC-NA (SEQ ID NO: 24) e a segunda sequéncia
nucleotidica que codifica a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII é CSO1-
LC-NA (SEQ ID NO: 25).

[0027] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
primeira sequéncia nucleotidica codificando a cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII é CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22) e a segunda sequéncia
nucleotidica codificando a cadeia leve do polipeptideo Fator FVIII é CS23-
LC-NA (SEQ ID NO: 23).

[0028] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
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compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS04-FL-NA, em que o polinucleotideo codifica um
polipeptideo de Fator VIIL.

[0029] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CSO1-FL-NA, em que o polinucleotideo codifica um
polipeptideo de Fator VIII.

[0030] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS23-FL-NA, em que o polinucleotideo codifica um
polipeptideo de Fator VIIL.

[0031] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de tamanho total (por exemplo, CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1), CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13), ou CS23-FL-NA (SEQ ID
NO: 20)).

[0032] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de tamanho total (por exemplo, CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1), CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13), ou CS23-FL-NA (SEQ ID
NO: 20)).

[0033] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de tamanho total (por exemplo, CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1), CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13), ou CS23-FL-NA (SEQ ID
NO: 20)).

[0034] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99% de identidade com a respectiva

sequéncia polinucleotidica de tamanho total (por exemplo, CS04-FL-NA
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(SEQ ID NO: 1), CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13), ou CS23-FL-NA (SEQ ID
NO: 20)).

[0035] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de tamanho total (por exemplo, CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1), CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13), ou CS23-FL-NA (SEQ ID
NO: 20)).

[0036] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de tamanho total (por exemplo, CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1), CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13), ou CS23-FL-NA (SEQ ID
NO: 20)).

[0037] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica ¢ CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1).

[0038] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica é CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13).

[0039] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica é CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20).

[0040] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos possuindo pelo menos 95% de identidade com
CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0041] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos possuindo pelo menos 96% de identidade com
CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0042] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma

sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos 97% de identidade com
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CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0043] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos 98% de identidade com
CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0044] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma
sequéncia de aminodcidos possuindo pelo menos 99% de identidade com
CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0045] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos possuindo pelo menos 99,5% de identidade com
CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0046] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma
sequéncia de aminoicidos possuindo pelo menos 99,9% de identidade com
CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0047] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polinucleotideo codifica um polipeptideo de Fator VIII compreendendo a
sequéncia de aminoacidos de CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[0048] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade a CS04-SCI1-NA (SEQ ID NO: 9), em que o polinucleotideo
codifica um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples.

[0049] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), em que o polinucleotideo
codifica um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples.

[0050] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
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compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade a CS01-SCI1-NA (SEQ ID NO: 26), em que o polinucleotideo
codifica um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples.

[0051] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), em que o polinucleotideo
codifica um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples.

[0052] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade a CS23-SCI1-NA (SEQ ID NO: 28), em que o polinucleotideo
codifica um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples.

[0053] Num aspecto, a divulgacdo fornece um polinucleotideo
compreendendo uma sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de
identidade com CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29), em que o polinucleotideo
codifica um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples.

[0054] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de comprimento completo (por exemplo, CS04-
SCI1-NA (SEQ ID NO: 9), CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), CS01-SC1-NA
(SEQ ID NO: 26), CSO01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), CS23-SC1-NA (SEQ ID
NO: 28) ou CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29)).

[0055] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de comprimento completo (por exemplo, CS04-
SCI1-NA (SEQ ID NO: 9), CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), CS01-SC1-NA
(SEQ ID NO: 26), CSO01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), CS23-SC1-NA (SEQ ID
NO: 28) ou CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29)).

[0056] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a

sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com o respectivo
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polinucleotideo de comprimento completo (por exemplo, CS04-SC1-NA
(SEQ ID NO: 9), CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), CS01-SC1-NA (SEQ ID
NO: 26), CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28)
ou CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29)).

[0057] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de comprimento completo (por exemplo, CS04-
SCI1-NA (SEQ ID NO: 9), CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), CS01-SC1-NA
(SEQ ID NO: 26), CSO01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), CS23-SC1-NA (SEQ ID
NO: 28) ou CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29)).

[0058] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de comprimento completo (por exemplo, CS04-
SCI1-NA (SEQ ID NO: 9), CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), CS01-SC1-NA
(SEQ ID NO: 26), CSO01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), CS23-SC1-NA (SEQ ID
NO: 28) ou CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29)).

[0059] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com a respectiva
sequéncia polinucleotidica de comprimento completo (por exemplo, CS04-
SCI1-NA (SEQ ID NO: 9), CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11), CS01-SC1-NA
(SEQ ID NO: 26), CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27), CS23-SC1-NA (SEQ ID
NO: 28) ou CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29)).

[0060] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica é CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9).

[0061] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica € CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11).

[0062] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica ¢ CSO1-SC1-NA (SEQ ID NO: 26).

[0063] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
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sequéncia nucleotidica é CSO1-SC2-NA (SEQ ID NO: 27).

[0064] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica € CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28).

[0065] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, a
sequéncia nucleotidica € CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29).

[0066] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOlml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSOIm3-FL-NA, CSOIm4-FL-NA, CSO01ml2-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CSO1m23-FL-NA, CSO01m24-FL-NA, CSO01m34-FL-NA, CS01m123-FL-NA,
CSO01m234-FL-NA, CS04ml-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml3-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04ml123-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23m13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CS01-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml1-SCI1-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSOIm4-SC1-NA, CSO01m12-SCI-NA, CS0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS01m24-SC1-NA, CSO01m34-SCI1-NA,
CSO0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04mi12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml1-SC1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI1-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SCI1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO1-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CS01m3-
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SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01m12-SC2-NA, CSOIm13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml23-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0067] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOlml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSO01m3-FL-NA, CSO0Im4-FL-NA, CSOIml12-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CS01m23-FL-NA, CS01m24-FL-NA, CSO1m34-FL-NA, CSO1m123-FL-NA,
CS01m234-FL-NA, CS04ml1-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml13-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04m123-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23m13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CS01-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml1-SCI1-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSOIm4-SC1-NA, CS01m12-SCI-NA, CSO0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS01m24-SC1-NA, CSO01m34-SCI1-NA,
CSO0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04mi12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml-SC1-NA,

Peticai0 870180039850, de 14/05/2018, pag. 30/255



16/ 136

CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI1-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SC1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO01-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CSO01m2-SC2-NA, CS01m3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01m12-SC2-NA, CSOIml13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml23-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0068] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOlml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSO01m3-FL-NA, CSO0Im4-FL-NA, CSOIml12-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CS01m23-FL-NA, CS01m24-FL-NA, CSO1m34-FL-NA, CSO1m123-FL-NA,
CS01m234-FL-NA, CS04ml1-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml13-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04m123-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23m13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CS01-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml1-SCI1-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSO0Im4-SC1-NA, CS01m12-SCI-NA, CS0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS0Im24-SC1-NA, CSO01m34-SCI1-NA,
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CSO0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04m12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml1-SC1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI1-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SC1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO01-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CSO01m3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01m12-SC2-NA, CSOIml13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml23-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0069] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOlml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSO01m3-FL-NA, CSO0Im4-FL-NA, CSOIml12-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CS01m23-FL-NA, CSO01m24-FL-NA, CSO1m34-FL-NA, CSO1m123-FL-NA,
CS01m234-FL-NA, CS04ml1-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml13-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04m123-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23m13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
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CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CS01-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml1-SCI1-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSOIm4-SC1-NA, CSO01m12-SCI-NA, CSO0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS01m24-SC1-NA, CS01m34-SCI1-NA,
CSO0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04m12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml1-SC1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI1-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SC1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO01-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CS01m3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01m12-SC2-NA, CSO0Iml13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml23-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0070] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOlml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSO01m3-FL-NA, CSO0Im4-FL-NA, CSOIml12-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CS01m23-FL-NA, CS01m24-FL-NA, CSO1m34-FL-NA, CSO1m123-FL-NA,
CS01m234-FL-NA, CS04ml1-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
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CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml13-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04m123-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23m13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CS01-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml1-SCI-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSOIm4-SC1-NA, CS01m12-SCI-NA, CSO0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS0Im24-SC1-NA, CS01m34-SCI1-NA,
CSO0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04m12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml-SC1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI1-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SC1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO1-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CS01m3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01m12-SC2-NA, CSO0Iml13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml123-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0071] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
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NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOIml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSOIm3-FL-NA, CSOIm4-FL-NA, CSO0lml2-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CS01m23-FL-NA, CS01m24-FL-NA, CSO01m34-FL-NA, CS01m123-FL-NA,
CSO0Im234-FL-NA, CS04ml-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml3-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04ml23-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23ml13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
CS23m34-FL-NA, CS23ml123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CSO1-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml-SCI-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSOIm4-SC1-NA, CSO0Im12-SCI-NA, CS0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS0Im24-SC1-NA, CS01m34-SCI-NA,
CS0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m?2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04ml12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml-SCI1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI-NA, CS23ml2-SC1-
NA, CS23m13-SCI-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SCI-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO01-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CSO0lm3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01ml12-SC2-NA, CSOIml13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CSO01ml23-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m?2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.
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[0072] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo que consiste em CSO1-FL-NA, CSO1-HC-
NA, CSOI-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA, CS23-FL-
NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSOlml-FL-NA, CSOIm2-FL-NA,
CSO01m3-FL-NA, CSO0Im4-FL-NA, CSOIml12-FL-NA, CSOIml3-FL-NA,
CS01m23-FL-NA, CS01m24-FL-NA, CSO1m34-FL-NA, CSO1m123-FL-NA,
CS01m234-FL-NA, CS04ml1-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-FL-NA,
CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04ml13-FL-NA, CS04m23-FL-NA,
CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04m123-FL-NA, CS04m234-FL-
NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA, CS23m4-FL-NA,
CS23m12-FL-NA, CS23m13-FL-NA, CS23m23-FL-NA, CS23m24-FL-NA,
CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-NA, CS01-SC1-NA,
CS04-SCI-NA, (CS23-SCI-NA, CS01ml1-SCI1-NA, CS01m2-SCI-NA,
CSOIm3-SC1-NA, CSOIm4-SC1-NA, CSO0Im12-SCI-NA, CS0Im13-SC1-
NA, CS0Im23-SC1-NA, CS0Im24-SC1-NA, CS01m34-SCI1-NA,
CSO0Im123-SC1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA, CS04m2-
SCI-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SC1-NA, CS04m12-SCI-NA,
CS04m13-SCI-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SCI1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml1-SC1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI1-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SC1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO01-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CS01m3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01m12-SC2-NA, CSOIm13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml123-
SC2-NA, CS01m234-SC2-NA, CS04ml1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
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CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0073] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, a
sequéncia nucleotidica é selecionada do grupo constituido por CSO1-FL-NA,
CSOI-HC-NA, CSO1-LC-NA, CS04-FL-NA, CS04-HC-NA, CS04-LC-NA,
CS23-FL-NA, CS23-HC-NA, CS23-LC-NA, CSO1m1-FL-NA, CSOIm2-FL-
NA, CSO1m3-FL-NA, CSO1m4-FL-NA, CSO1mI12-FL-NA, CSO1m13-FL-
NA, CSO1m23-FL-NA, CSO1m24-FL-NA, CSOIm34-FL-NA, CSOIm123-
FL-NA, CS01m234-FL-NA, CS04ml-FL-NA, CS04m2-FL-NA, CS04m3-
FL-NA, CS04m4-FL-NA, CS04m12-FL-NA, CS04m13-FL-NA, CS04m23-
FL-NA, (CS04m24-FL-NA, CS04m34-FL-NA, CS04m123-FL-NA,
CS04m234-FL-NA, CS23ml1-FL-NA, CS23m2-FL-NA, CS23m3-FL-NA,
CS23m4-FL-NA, CS23m12-FL-NA, CS23ml13-FL-NA, CS23m23-FL-NA,
CS23m24-FL-NA, CS23m34-FL-NA, CS23m123-FL-NA, CS23m234-FL-
NA, CSOI-SCI-NA, CS04-SCI1-NA, CS23-SCI1-NA, CSO0ImI-SCI-NA,
CSOIm2-SC1-NA, CSOIm3-SCI1-NA, CSO0Im4-SCI1-NA, CS0Iml12-SC1-
NA, CS01m13-SCI1-NA, CS01m23-SC1-NA, CS01m24-SC1-NA, CSO1m34-
SCI-NA, CS0Iml123-SCI1-NA, CS01m234-SC1-NA, CS04ml1-SC1-NA,
CS04m2-SC1-NA, CS04m3-SC1-NA, CS04m4-SCI1-NA, CS04m12-SCl1-
NA, CS04m13-SCI1-NA, CS04m23-SC1-NA, CS04m24-SC1-NA, CS04m34-
SCI-NA, CS04m123-SCI1-NA, CS04m234-SC1-NA, CS23ml-SC1-NA,
CS23m2-SC1-NA, CS23m3-SCI1-NA, CS23m4-SCI-NA, CS23m12-SCl1-
NA, CS23m13-SCI1-NA, CS23m23-SC1-NA, CS23m24-SC1-NA, CS23m34-
SCI1-NA, CS23m123-SC1-NA, CS23m234-SCI1-NA, CSO1-SC2-NA, CS04-
SC2-NA, CS23-SC2-NA, CSO01ml1-SC2-NA, CS01m2-SC2-NA, CS01m3-
SC2-NA, CS01m4-SC2-NA, CS01ml12-SC2-NA, CSOIm13-SC2-NA,
CSOIm23-SC2-NA, CS01m24-SC2-NA, CS01m34-SC2-NA, CS01ml23-
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SC2-NA, CS0Im234-SC2-NA, CS04m1-SC2-NA, CS04m2-SC2-NA,
CS04m3-SC2-NA, CS04m4-SC2-NA, CS04m12-SC2-NA, CS04m13-SC2-
NA, CS04m23-SC2-NA, CS04m24-SC2-NA, CS04m34-SC2-NA,
CS04m123-SC2-NA, CS04m234-SC2-NA, CS23ml1-SC2-NA, CS23m2-
SC2-NA, CS23m3-SC2-NA, CS23m4-SC2-NA, CS23ml12-SC2-NA,
CS23m13-SC2-NA, CS23m23-SC2-NA, CS23m24-SC2-NA, CS23m34-
SC2-NA, CS23m123-SC2-NA e CS23m234-SC2-NA.

[0074] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polipeptideo de Fator VIII codificado compreende um polipeptideo de
glicosilacdo posicionado entre dois aminoacidos consecutivos.

[0075] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
ligante polipeptidico codificado inclui um peptideo de glicosilacio com uma
sequéncia de aminodcidos com pelo menos 92% de identidade com um
peptideo de glicosilagdo selecionado grupo consistindo em NG1-AA, NG4-
AA, NG5-AA, NG6-AA, NG7-AA, NG9-AA, NG10-AA, NG16-AA, NG17-
AA, NG18-AA, NG19-AA, NG20-AA, NG21-AA e NGV-AA.

[0076] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
ligante polipepeptidico codificado compreende um peptideo de glicosilacio
com uma sequéncia de aminoacidos selecionada do grupo consistindo em
NGI1-AA, NG4-AA, NG5-AA, NG6-AA, NG7-AA, NG9- AA, NGI10-AA,
NG16-AA, NG17-AA, NG18-AA, NG19-AA, NG20-AA, NG21-AA e NGV-
AA.

[0077] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
peptideo de glicosilacdo é codificado por um polinucleotideo com uma
sequéncia nucleotidica possuindo pelo menos 95% de identidade com uma
sequéncia selecionada do grupo consistindo em NG1-NA, NG4-NA, NGS5-
NA, NG6- NA, NG7-NA, NG9-NA, NGI10-NA, NGI16-NA, NGI17-NA,
NG18-NA, NG19-NA, NG20-NA, NG21-NA e NGV-NA.

[0078] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
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peptideo de glicosilacdo é codificado por um polinucleotideo com uma
sequéncia nucleotidica selecionada dentre NGI1-NA, NG4-NA, NG5-NA,
NG6-NA, NG7-NA, NG9-NA, NG10. -NA, NG16-NA, NG17-NA, NG18-
NA, NG19-NA, NG20-NA, NG21-NA e NGV-NA.

[0079] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
agente de ligacdo polipepeptidica € codificado por uma terceira sequéncia
nucleotidica tendo pelo menos 95% de identidade com uma sequéncia
selecionada do grupo que consiste em BDLNGI-NA, BDLNG3-NA,
BDLNGS5-NA, BDLNG6-NA, BDLNG9-NA, BDLNG10-NA, BDLNG16-
NA, BDLNGI17-NA, BDLNGI18-NA, BDLNGI19-NA, BDLNG20-NA e
BDLNG21-NA.

[0080] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo de Fator VIII codificado inclui uma substitui¢do de aminoacidos
F328S (SPI, F309S SPE), relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).
[0081] Em uma modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo codificado de Fator VIII inclui [105V, A127S, G151K, M166T e
L171P (SPI; 186V, A108S, G132K, M147T e L152P, SPE, respectivamente)
substitui¢cdes de aminoacidos, em relacdo ao FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).
[0082] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo codificado Fator VIII inclui a) uma delecio de aminoacidos
AIERPR755-759, relativos ao FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) e b) uma
inser¢ao de aminoacidos TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) apdés N754, relativo
a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). Em algumas modalidades (por exemplo,
quando a molécula de FVIII codificada inclui uma por¢do da regido N-
terminal do dominio B de tipo selvagem), o polipeptideo de Fator VIII
codificado inclui também uma delecio dos aminoacidos SF760-761,
relativamente a FVIII- FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[0083] Numa modalidade dos polinucletideos descritos acima, o

polipeptideo de Fator VIII codificado inclui a) uma substituicio de
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aminoacidos de F328S (SPI; F309S), relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID
NO: 19), e b) C1918G e C1922G (SPI; C1899G e C1903 SPE,
respectivamente) substituicdes de aminoidcidos, em relacio a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19).

[0084] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo de Fator VIII codificado inclui a) uma substituicio de
aminoacidos de F328S (SPI; F309S SPE), relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19), e b) 1105V, A127S, Substituicdes de aminoacidos G151K,
M166T e L171P (SPI; 186V, A108S, G132K, MI147T e L152P, SPE,
respectivamente), relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[0085] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo codificado Fator VIII inclui a) uma substitui¢cdo de aminoacidos
F328S, relativos ao FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) e b) uma delecido de
aminoacidos AIEPR755-759, relativa ao FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) e ¢)
uma insercdo de aminoicidos TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) ap6s N754,
relativo a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). Em algumas modalidades (por
exemplo, quando a molécula de FVIII codificada inclui uma porcdo da regido
N-terminal do dominio B de tipo selvagem), o polipeptideo de Fator VIII
codificado inclui também uma delecio dos aminoacidos SF760-761,
relativamente a FVIII- FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[0086] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
polipeptideo de Fator VIII codificado inclui a) substituicdes de aminoacidos
1105V, A127S, G151K, M166T e L171P, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ
ID NO: 19), b) uma delecdo de aminoacidos AIEPR755-759, em relacao a
FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), e ¢) uma insercado de aminoéacidos
TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) ap6és N754, em relagdao a FVIII-FL-AA (SEQ
ID NO: 19). Em algumas modalidades (por exemplo, quando a molécula de
FVIII codificada inclui uma por¢ao da regido N-terminal do dominio B de

tipo selvagem), o polipeptideo de Fator VIII codificado inclui também uma
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delecao dos aminoacidos SF760-761, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID
NO: 19).

[0087] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo de Fator VIII codificado inclui a) uma substituicio de
aminoacidos F328S, relativamente a substituicdes de aminoacidos FVIII-FL-
AA (SEQ ID NO: 19), b) C1918G e C1922G, relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19) e c) substituicoes de aminoacidos de 1105V, A127S,
G151K, M166T e L171P, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).
[0088] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo codificado Fator VIII inclui a) uma substitui¢cdo de aminoacidos
F328S, relativos ao FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) e b) substituicoes de
aminoacidos C1918G e C1922G, relativas a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19),
¢) delecdo de aminoacidos AIEPR755-759, relativa ao FVIII-FL-AA (SEQ ID
NO: 19) e d) uma insercao de aminoacidos TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33)
apos N754, relativo a FVII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). Em algumas
modalidades (por exemplo, quando a molécula de FVIII codificada inclui uma
por¢do da regido N-terminal do dominio B de tipo selvagem), o polipeptideo
de Fator VIII codificado inclui também uma delecao dos aminoacidos SF760-
761, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[0089] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polipeptideo de Fator VIII codificado inclui a) substituicdes de aminoacidos
1105V, A127S, G151K, M166T e L171P, relativas a FVIII-FL-AA (SEQ ID
NO: 19), b) uma substituicdo de aminoacido F328S, relativa a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19), c¢) substituicdes de aminoacidos C1918G e C1922G,
relativas a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), d) uma delecdo de aminoacidos
AIEPR755-759, relativa a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), e ) uma insercao
de aminodcidos TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) ap6s N754, em relagdo a
FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19). Em algumas modalidades (por exemplo,

quando a molécula de FVIII codificada inclui uma por¢do da regido N-

Peticaio 870180039850, de 14/05/2018, pég. 41/255



277136

terminal do dominio B de tipo selvagem), o polipeptideo de Fator VIII
codificado inclui também uma delecio dos aminoacidos SF760-761,
relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[0090] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polinucleotideo também inclui um elemento promotor operativamente ligado
ao polinucleotideo codificando o polipeptideo de Fator VIII.

[0091] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polinucleotideo também inclui um potencializador ligado operativamente ao
polipeptideo de Fator VIII codificador de polinucleotideo.

[0092] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polinucleotideo  também inclui um elemento de poliadenilacio
operacionalmente ligado ao polinucleotideo que codifica o polipeptideo de
Fator VIIIL

[0093] Numa modalidade dos polinucleotideos descritos acima, o
polinucleotideo também inclui um intron operativamente ligado a sequéncia
nucleotidica que codifica o polipeptideo de Fator VIII.

[0094] Numa modalidade dos polinucleotideos acima descritos, o
intron € posicionado entre um elemento promotor e o local de iniciacdo da
traducdo (por exemplo, o primeiro ATG codificante) da sequéncia
nucleotidica que codifica um polipeptideo de Fator VIII.

[0095] Noutro aspecto, a divulgacdo fornece um vetor de terapia
génica de mamifero incluindo um polinucleotideo como descrito acima.
[0096] Numa modalidade do vetor de terapia génica de mamifero
descrito acima, o vetor de terapia génica de mamifero ¢ um vetor de virus
adeno-associado (AAV).

[0097] Numa modalidade do vetor de terapia génica de mamifero
descrito acima, o vetor AAV € um vetor AAV-8.

[0098] Noutro aspecto, a divulgacdo fornece um método para tratar a

hemofilia A, incluindo administrar, a um doente necessitado, um vetor de
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terapia génica de mamifero, como descrito acima.

[0099] Noutro aspecto, a divulgacdo fornece um vetor de terapia
génica de mamifero como descrito acima para o tratamento da hemofilia A.
[00100] Noutro aspecto, a divulgacdo fornece a utilizagdo de um vetor
de terapia génica de mamifero como descrito acima para a fabricacdo de um
medicamento para tratar a hemofilia A.

[00101] Em outro aspecto, a divulgacdo fornece um polipeptideo de
Fator VIII inclui uma cadeia leve, uma cadeia pesada e um ligante
polipeptidico que une o terminal C da cadeia pesada ao terminal N da cadeia
leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo
menos 95% idéntica a sequéncia CSO1-HC-AAm23. A cadeia leve do
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 95% idéntica a
sequéncia CSO1-LC-AAm?23. O ligante polipeptidico do polipeptideo de Fator
VIII inclui um sitio de clivagem da furina. O polipeptideo de Fator VIII inclui
1) substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, G151K, M166T e L171P, ii)
uma delecdo dos aminoicidos AIEPR755-759, relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19), e iii) uma insercao de aminoacidos TTYVNRSL (SEQ ID
NO: 33) apds N754, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[00102] Em outro aspecto, a divulgacdo fornece um polipeptideo de
Fator VIII inclui uma cadeia leve, uma cadeia pesada e um ligante
polipeptidico que une o terminal C da cadeia pesada ao terminal N da cadeia
leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo
menos 95% idéntica a sequéncia CSO1-HC-AAm123. A cadeia leve do
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 95% idéntica a
sequéncia CSO1-LC-AAm123. O ligante polipeptidico do polipeptideo de
Fator VIII inclui um sitio de clivagem da furina. O polipeptideo de Fator VIII
inclui i) substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, GI51K, M166T e
L171P, ii) uma delecdo dos aminoacidos AIEPR755-759, relativamente a
FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), e iii) uma inser¢do de aminoéacidos
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TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) ap6és N754, relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19) e iv) uma substituicao de aminoacido F328S.

[00103] Em outro aspecto, a divulgacdo fornece um polipeptideo de
Fator VIII inclui uma cadeia leve, uma cadeia pesada e um ligante
polipeptidico que une o terminal C da cadeia pesada ao terminal N da cadeia
leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo
menos 95% idéntica a sequéncia CSO1-HC-AAm234. A cadeia leve do
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 95% idéntica a
sequéncia CSO1-LC-AAm234. O ligante polipeptidico do polipeptideo de
Fator VIII inclui um sitio de clivagem da furina. O polipeptideo de Fator VIII
inclui i) substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, GI51K, M166T e
L171P, ii) uma delecdo dos aminoacidos AIEPR755-759, relativamente a
FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), e iii) uma inser¢do de aminoéacidos
TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) ap6és N754, relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19) e 1iv) wuma substituicdio de aminoacido
F328S/C1918G/C1922G.

[00104] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, a
cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos
96% idéntica a respectiva sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CSO1-
HC-AAm23, CSO1-HC-AAm123 ou CSO1- HC-AAm?234), e a cadeia leve do
polipeptideo Fator FVIII tem uma sequéncia pelo menos 96% idéntica a
respectiva sequéncia da cadeia leve (por exemplo, CSO1-LC-AAm23, CSO1-
LC-AAm123 ou CSO1-LC-AAm234).

[00105] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, a
cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos
97% idéntica a respectiva sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CSO1-
HC-AAm23, CSO1-HC-AAm123 ou CS01- HC-AAm?234), e a cadeia leve do
polipeptideo Fator FVIII tem uma sequéncia pelo menos 97% idéntica a

respectiva sequéncia da cadeia leve (por exemplo, CSO1-LC-AAm23, CSO1-
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LC-AAmI123 ou CSO1-LC-AAm234).

[00106] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, a
cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos
98% idéntica a respectiva sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CSO1-
HC-AAm23, CSO1-HC-AAm123 ou CSO1- HC-AAm234) e a cadeia leve do
polipeptideo de Fator FVIII tém uma sequéncia pelo menos 98% idéntica a
respectiva sequéncia da cadeia leve (por exemplo, CSO1-LC-AAm23, CSO1-
LC-AAmI123 ou CSO1-LC-AAm234).

[00107] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, a
cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos
99% idéntica a respectiva sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CSO1-
HC-AAm23, CSO1-HC-AAm123 ou CS01- HC-AAm?234), e a cadeia leve do
polipeptideo Fator FVIII tem uma sequéncia pelo menos 99% idéntica a
respectiva sequéncia da cadeia leve (por exemplo, CSO1-LC-AAm23, CSO1-
LC-AAmI123 ou CSO1-LC-AAm234).

[00108] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, a
cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos
99,5% idéntica a respectiva sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CSO1-
HC-AAm23, CSO1-HC-AAm123 ou CSO1- HC-AAm?234), e a cadeia leve do
polipeptideo Fator FVIII tem uma sequéncia pelo menos 99,5% idéntica a
respectiva sequéncia da cadeia leve (por exemplo, CSO1-LC-AAm23, CSO1-
LC-AAmI123 ou CSO1-LC-AAm234).

[00109] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, a
cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia idéntica a
respectiva sequéncia da cadeia pesada (por exemplo, CSOI-HC-AAm?23,
CS01-HC-AAm123 ou CSO1- HC-AAm?234) e a cadeia leve do polipeptideo
de Fator FVIII tém uma sequéncia idéntica a respectiva sequéncia da cadeia
leve (por exemplo, CSOI-LC-AAm23, CSO1-LC-AAm123 ou CSOI1-LC-
AAm234).
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[00110] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos
acima, o agente de ligacao polipeptidico tem pelo menos 95% de identidade
com BDL-SQ-AA (SEQ ID NO: 30).

[00111] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos
acima, o ligante polipeptidico tem a sequéncia de aminoacidos de BDL-SQ-
AA (SEQ ID NO: 30).

[00112] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos
acima, o ligante polipeptidico inclui um peptideo de glicosilacdio com uma
sequéncia de aminodcidos com pelo menos 92% de identidade com um
peptideo de glicosilagdo selecionado grupo consistindo em NG1-AA, NG4-
AA, NG5-AA, NG6-AA, NG7-AA, NG9-AA, NG10-AA, NG16-AA, NG17-
AA, NGI8-AA, NG19-AA, NG20-AA, NG21-AA e NGV-AA.

[00113] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos
acima, o ligante polipepeptidico compreende um peptideo de glicosilagao
selecionado do grupo consistindo em NG1-AA, NG4-AA, NG5-AA, NG6-
AA, NG7-AA, NG9- AA, NGI10-AA, NG16-AA, NG17-AA, NGI18-AA,
NGI19-AA, NG20-AA, NG21-AA e NGV-AA.

[00114] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos
acima, o ligante polipeptidico tem uma sequéncia de aminoacidos com pelo
menos 95% de identidade com uma sequéncia selecionada do grupo
consistindo em BDLNG1-AA, BDLNG3-AA, BDLNG5-AA, BDLNG6-AA,
BDLNG9-AA, BDLNG10-AA, BDLNG16-AA, BDLNG17-AA, BDLNG18-
AA, BDLNG19-AA, BDLNG20-AA e BDLNG21-AA.

[00115] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos
acima, o ligante polipeptidico tem uma sequéncia de aminoécidos selecionada
do grupo consistindo em BDLNGI-AA, BDLNG3-AA, BDLNGS5-AA,
BDLNG6-AA, BDLNG9-AA, BDLNG10-NA, BDLNG16-AA, BDLNG17-
AA, BDLNGI18-AA, BDLNG19-AA, BDLNG20-AA ¢ BDLNG21-AA.

[00116] Noutro aspecto, a divulgacao fornece um polipeptideo de Fator
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VIII possuindo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 95% de
identidade com CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104). O polipeptideo de
Fator VIII inclui i) substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, G151K,
M166T e LI171P, i) uma delecio dos aminoacidos AIEPR755-759,
relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19), e iii) uma insercao de
aminoicidos TTYVNRSL (SEQ ID NO: 33) ap6s N754, relativamente a
FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19).

[00117] Noutro aspecto, a divulgacao fornece um polipeptideo de Fator
VIII possuindo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 95% de
identidade com CS40-FL-AAm123. O polipeptideo de Fator VIII inclui 1)
substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, G151K, M166T e L171P, ii)
uma delecdo dos aminoacidos AIEPR755-759, relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19), e iii) uma insercao de aminoacidos TTYVNRSL (SEQ ID
NO: 33) ap6s N754, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) e iv)
uma substituicdo de aminoacido F328S.

[00118] Noutro aspecto, a divulgacao fornece um polipeptideo de Fator
VIII possuindo uma sequéncia de aminoacidos com pelo menos 95% de
identidade com CS40-FL-AAm234. O polipeptideo de Fator VIII inclui 1)
substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, G151K, M166T e L171P, ii)
uma delecdo dos aminoacidos AIEPR755-759, relativamente a FVIII-FL-AA
(SEQ ID NO: 19), e iii) uma insercao de aminoacidos TTYVNRSL (SEQ ID
NO: 33) ap6s N754, relativamente a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19) e iv)
uma substituicdo de aminoacido F328S/C1918G/C1922G.

[00119] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, o
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 96% idéntica a
respectiva sequéncia completa (por exemplo, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO:
104), CS40-FL-AAm123 ou CS40-FL-AAm234).

[00120] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, o

polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 97% idéntica a
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respectiva sequéncia inteira (por exemplo, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO:
104), CS40-FL-AAm123 ou CS40-FL-AAm234).

[00121] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, o
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 98% idéntica a
respectiva sequéncia inteira (por exemplo, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO:
104), CS40-FL-AAm123 ou CS40-FL-AAm234).

[00122] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, o
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 99% idéntica a
respectiva sequéncia completa (por exemplo, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO:
104), CS40-FL-AAm123 ou CS40-FL-AAm234).

[00123] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, o
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia pelo menos 99,5% idéntica a
respectiva sequéncia inteira (por exemplo, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO:
104), CS40-FL-AAm123 ou CS40-FL-AAm234).

[00124] Numa modalidade dos polipeptideos Fator VIII descritos, o
polipeptideo de Fator VIII tem uma sequéncia idéntica a respectiva sequéncia
inteira (por exemplo, CS40-FL-AAm23 (SEQ ID NO: 104), CS40-FL-
AAm123 ou CS40-FL-AAm234).

BREVE DESCRICAO DAS FIGURAS

[00125] A Figura 1 mostra ilustragdes esquematicas dos construtos da
proteina do Fator VIII humano tipo selvagem e ReFacto.

[00126] As Figuras 2A e 2B mostram a sequéncia nucleotidica alterada
por cédon CS04 (SEQ ID NO: 1) que codifica uma variante do Fator VIII de
acordo com algumas modalidades ("CS04-FL-NA" para a sequéncia
codificante completa).

[00127] A Figura 3 mostra a sequéncia de aminoacidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 2) codificada pela sequéncia nucleotidica alterada
pelo codon CS04 de acordo com algumas modalidades (“CS04-FL-AA” para

a sequéncia de aminoacidos de comprimento total).
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[00128] A Figura 4 mostra a por¢ao da sequéncia nucleotidica alterada
por cédon CS04 (SEQ ID NO: 3) que codifica a cadeia pesada de uma
variante do Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CS04-HC-
NA™).

[00129] A Figura 5 mostra a por¢ao da sequéncia nucleotidica alterada
por c6don CS04 (SEQ ID NO: 4) que codifica a cadeia leve de uma variante
do Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CS04-LC-NA”).

[00130] A Figura 6 mostra sequéncias de codificacdo exemplificativas
(SEQ ID NOS 5-7 e 36-48, respectivamente, por ordem de aparicdo) para
ligantes substituidos no dominio B de acordo com algumas modalidades.
BDLOO01 (SEQ ID NO: 5), BDLO04 (SEQ ID NO: 6) e BDLO23 (SEQ ID
NO: 7) sao as porgdes respectivas das sequéncias nucleotidicas alteradas por
c6dons CSO1, CS04 e CS23 que codificam um dominio B ligante substituido,
respectivamente.

[00131] As Figuras 7A, 7B e 7C mostram uma sequéncia de vetor
AAV (SEQ ID NO: 8) contendo uma sequéncia nucleotidica alterada por
c6don CS04 de acordo com algumas modalidades (“CS04-AV-NA”).

[00132] As Figuras 8A e 8B mostram a sequéncia nucleotidica alterada
por cédon CSO1ml (SEQ ID NO: 49) que codifica uma variante do Fator VIII
com uma substituicio de aminodcidos F328S de acordo com algumas
modalidades (“CSO1m1-FL-NA”).

[00133] As Figuras 9A e 9B mostram a sequéncia nucleotidica
CS04A(760-1667) (SPI; CS04A(741-1648), SPE) alterada por c6don (SEQ ID
NO: 9) codificando uma variante de cadeia simples de Fator VIII de acordo
com algumas modalidades ("CS04-SC1-NA").

[00134] A Figura 10 mostra a sequéncia de aminoacidos variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 10) codificada pelo CSO1A(760-1667) (SPI;
CSO1A(741-1648), SPE), CS04A(760-1667) (SPI; CS04A(741-1648), SPE) e
CS23A(760-1667) (SPI; CS23A(741-1648), SPE) sequéncias de nucleotideos
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alteradas por cédons de acordo com algumas modalidades ("CS01-SC1-AA",
“CS04-SC1-AA” e “CS23-SC1-AA”, respectivamente).

[00135] As Figuras 11A e 11B mostram a sequéncia nucleotidica
CS04A(772-1667) (SPI; CS04A(753-1648), SPE) alterada por codon (SEQ ID
NO: 11) codificando uma variante de cadeia simples de Fator VIII de acordo
com algumas modalidades ("CS04-SC2-NA").

[00136] A Figura 12 mostra a sequéncia de aminoicidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 12) codificada pelo CSO1A(772-1667) (SPI;
CSO01A(753-1648), SPE), CS04A(772-1667) (SPI; CS04A(753-1648), SPE) e
CS23A(772-1667) (SPI; CS23A(753-1648), SPE) sequéncia de nucleotideos
alterada por cddon de acordo com algumas modalidades ("CS01-SC2-AA",
“CS04-SC2-AA” e “CS23-SC2-AA”, respectivamente).

[00137] As Figuras 13A e 13B mostram sequéncias de aminoécidos e
nucleotideos para peptideos de glicosilacao exemplificativos que sdo inseridos
no ligante substituido no dominio B de acordo com algumas modalidades.
“NG1” ou NGI-AA ¢ o codigo da sequéncia de aminoacidos, mostrada na
linha superior. “NGI1-NA” é o cddigo para a sequéncia de 4cido nucleico,
mostrado na linha inferior para cada conjunto. As Figuras 13A e 13B
divulgam as sequéncias de aminoacidos como SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, e as sequéncias nucleotidicas como SEQ
ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente,
em ordem de aparicao.

[00138] A Figura 14 mostra os resultados da previsdo in silico de N-
glicosilagdo in vivo do dominio B do Fator VIII de tipo selvagem. A figura
divulga as SEQ ID NOS 76 e 76-82, respectivamente, por ordem de apari¢ao.

[00139] A Figura 15 mostra os resultados da previsdo in silico de N-
glicosilagdo in vivo do ligante peptidico V3. A figura divulga as SEQ ID NOS
83 e 83-89, respectivamente, por ordem de aparig¢ao.

[00140] As Figuras 16A e 16B mostram a sequéncia nucleotidica
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alterada por cédon CSO1 (SEQ ID NO: 13) que codifica uma variante do
Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CSO1-FL-NA”).

[00141] As Figuras 17A e 17B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CSO8 (SEQ ID NO: 14) que codifica uma variante do
Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CS08-FL-NA”).

[00142] As Figuras 18A e 18B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS10 (SEQ ID NO: 15) codificando a variante do Fator
VIII de acordo com algumas modalidades ("CS10-FL-NA").

[00143] As Figuras 19A e 19B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS11 (SEQ ID NO: 16) que codifica uma variante do
Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CS11-FL-NA”).

[00144] As Figuras 20A e 20B mostram a sequéncia de codificacio
ReFacto de tipo selvagem CS40 (SEQ ID NO: 17), de acordo com algumas
modalidades (“CS40-FL-NA”).

[00145] As Figuras 21A e 21B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CH25 (SEQ ID NO: 18) codificando a variante do Fator
VIII de acordo com algumas modalidades ("CH25-FL-NA").

[00146] A Figura 22 mostra uma sequéncia de aminoacidos do Fator
VIII humano de tipo selvagem (SEQ ID NO: 19), de acordo com algumas
modalidades (“FVIII-FL-AA™).

[00147] A Figura 23 ilustra o esquema para clonagem dos construtos
pCS40, pCSO1, pCS04, pCS08, pCS10, pCS11 e pCh25, inserindo sequéncias
de DNA sintéticas do tipo BDD-FVIII do tipo Refacto na estrutura principal
do vetor pCh-BBO01 através dos locais de restricdo Ascl e Notl.

[00148] A Figura 24 mostra a integridade das preparagdes do genoma
do vetor AAV, conforme analisado por electroforese em gel de agarose. Pista
1, marcador de DNA; pista 2, vCS40; pista 3, vCSO1; pista 4, vCS04. Os
vetores de AAV possuem todos os genomas do mesmo tamanho, migrando a

aproximadamente 5 kb (seta, lado direito). A escala do lado esquerdo indica o
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tamanho dos fragmentos de DNA em quilobases (kb).

[00149] A Figura 25 mostra a andlise de proteinas de preparagdes de
vetores de AAV por PAGE e colora¢do com prata. Pista 1, marcador proteico
(M); pista 2, vCS40, pista 3, vCSO1; e pista 4, vCS04. Todas os construtos
possuem os mesmos capsideos AAVS consistindo em VP1, VP2 e VP3 (setas
do lado direito). A escala no lado esquerdo indica o tamanho do marcador de
proteina em quilodaltons (kDa).

[00150] As Figuras 26A e 26B mostram a sequéncia nucelotidica CS23
alterada por cédon (SEQ ID NO: 20) codificando uma variante do Fator VIII
de acordo com algumas modalidades ("CS23-FL-NA").

[00151] A Figura 27 mostra a sequéncia de aminoicidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 21) codificada pela sequéncia de nucleotideos
alterada pelo cédon CS23 de acordo com algumas modalidades (“CS23-FL-
AA”).

[00152] A Figura 28 mostra a porcdo da sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS23 (SEQ ID NO: 22) que codifica a cadeia pesada de
uma variante do Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CS23-HC-
NA”).

[00153] A Figura 29 mostra a porcdo da sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS23 (SEQ ID NO: 23) que codifica a cadeia leve de uma
variante do Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CS23-LC-
NA”).

[00154] As Figuras 30A e 30B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CSO1m13 (SEQ ID NO: 90) que codifica uma variante do
Fator VIII com substitui¢cdes de aminoacidos m1 (F328S) e m3 de acordo com
algumas modalidades (“CSO1-FL-NA-m13”).

[00155] As Figuras 31A e 31B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CSO1m?23 (SEQ ID NO: 91) que codifica uma variante do

Fator VIII com os conjuntos de mutacdo m2 e m3 de acordo com algumas
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modalidades (“CSO1-FL-NA-m23”).

[00156] As Figuras 32A e 32B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CSO1m3 (SEQ ID NO: 92) que codifica uma variante do
Fator VIII com substitui¢des de aminoicidos m3 de acordo com algumas
modalidades (“CSO1-FL-NA-m3”).

[00157] As Figuras 33A e 33B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CSO1m2 (SEQ ID NO: 93) que codifica uma variante do
Fator VIII com as substituicdes de aminoacidos do conjunto de mutacdes m2
(I105V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) de acordo com algumas
modalidades (“CSO1-FL-NA-m2”).

[00158] As Figuras 34A e 34B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CS04m2 (SEQ ID NO: 94) que codifica uma variante do
Fator VIII com as substituicoes de aminoacidos das mutacdes m2
(I105V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) de acordo com algumas
modalidades (“CSO1-FL-NA-m2”).

[00159] As Figuras 35A e 35B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CS04m3 (SEQ ID NO: 95) que codifica uma variante do
Fator VIII com substitui¢des de aminoicidos m3 de acordo com algumas
modalidades (“CS04-FL-NA-m3”).

[00160] As Figuras 36A e 36B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS04m?23 (SEQ ID NO: 96) que codifica uma variante do
Fator VIII com 0 conjunto de mutacgoes m?2
(I1T05V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) e substituicdes de aminoacido
m3 de acordo com algumas modalidades (“CS04-FL-NA-m23”).

[00161] As Figuras 37A e 37B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CS04ml1 (SEQ ID NO: 97) que codifica uma variante do
Fator VIII com uma substituicdo de aminoacidos ml (F328S) de acordo com
algumas modalidades (“CS04-FL-NA-m1”).

[00162] As Figuras 38A e 38B mostram a sequéncia nucleotidica
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alterada por cédon CS04m13 (SEQ ID NO: 98) que codifica uma variante do
Fator VIII com substituicdes de aminoacidos ml e m3 de acordo com
algumas modalidades (“CS04-FL-NA-m13”)

[00163] As Figuras 39A e 39B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS23m13 (SEQ ID NO: 99) que codifica uma variante do
Fator VIII com substituicdes de aminoacidos ml e m3 de acordo com
algumas modalidades (“CS23m13-FL-NA”).

[00164] As Figuras 40A e 40B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS23m3 (SEQ ID NO: 100) que codifica uma variante do
Fator VIII com substitui¢des de aminoicidos m3 de acordo com algumas
modalidades (“CS23-FL-NA-m3”)

[00165] As Figuras 41A e 41B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada do c6don CS23m2 (SEQ ID NO: 101) codificando uma variante do
Fator VIII com o conjunto mutante m2 (substituicdes de aminoacidos
I[105V/A127S/G151K/M166T/LL171P) de acordo com algumas modalidades
(“CS23-FL-NA-m2”).

[00166] As Figuras 42A e 42B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS23m1 (SEQ ID NO: 102) que codifica uma variante do
Fator VIII com uma substituicio de aminoacidos (F328S) de acordo com
algumas modalidades (“CS23-FL-NA-m1”).

[00167] As Figuras 43A e 43B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CS23m23 (SEQ ID NO: 103) que codifica uma
variante do Fator VIII com o conjunto de mutacdes m2
(I105V/A127S/G151K/M166T/L171P (SPI)) e substituicdes de aminoacido
m3 de acordo com algumas modalidades (“CS23-FL-NA-m23”).

[00168] A Figura 44 descreve a clonagem dos construtos de pCS, feitas
através da inser¢do de BDD-FVIII sintético do tipo Refacto, transportando
diferentes mutacdes (ver tabela inserida) na estrutura principal do vetor pCh-

BBO1 através dos locais de restricao Ascl e Notl.
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[00169] A Figura 45 representa a andlise de proteinas de preparagdes
de vetores de AAV por PAGE e coloracdo com prata. Pista 1, marcador
proteico (M); pista 2, vCSO1, pista 3, vCS17; pista 4, vCS19; pista 5, vCS20;
pista 6, vCS40; pista 7, vCS04; pista 8, vCS17; pista 9, construto vCS24.
Todos os construtos possuem os mesmos capsideos AAVS8 consistindo em
VP1, VP2 e VP3 (setas do lado direito). A escala no lado esquerdo indica o
tamanho do marcador de proteina em quilodaltons (kDa).

[00170] A Figura 46 representa a integridade das preparacdes do
genoma do vetor AAV, conforme analisado por electroforese em gel de
agarose. Pista 1, marcador de DNA (M); pista 2, vCS04, pista 3, vCS17; pista
4, vCS20; pista 5, vCS24; pista 6, vCS16; pista 7, construto vCS40. A carga
vetorial é de 1,5E10 vg por pista. Os vetores de AAV possuem os genomas do
mesmo tamanho, migrando a aproximadamente 5 kb (seta, lado direito). A
escala do lado esquerdo indica o tamanho dos fragmentos de DNA em
quilobases (kb).

[00171] A Figura 47 mostra a porcdo da sequéncia nucleotidica
alterada por codon CSO1 (SEQ ID NO: 24) que codifica a cadeia pesada de
uma variante do Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CSO1-HC-
NA”).

[00172] A Figura 48 mostra a porcdo da sequéncia nucleotidica
alterada por cédon CSO1 (SEQ ID NO: 25) que codifica a cadeia leve de uma
variante do Fator VIII de acordo com algumas modalidades (“CSO1-LC-
NA”).

[00173] As Figuras 49A e 49B mostram a sequéncia nucleotidica
CSO1A(760-1667) (SPI; CSO1A(741-1648), SPE) alterada por c6don (SEQ ID
NO: 26) codificando uma variante de cadeia simples de Fator VIII de acordo
com algumas modalidades ("CSO1-SC1-NA").

[00174] As Figuras 50A e 50B mostram a sequéncia nucleotidica
CSO01A(772-1667) (SPI; CSO1A(753-1648), SPE) alterada por codon (SEQ ID
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NO: 27) codificando uma variante de cadeia simples de Fator VIII de acordo
com algumas modalidades ("CS01-SC2-NA").

[00175] As Figuras 51A e 51B mostram a sequéncia nucleotidica
CS23A(760-1667) (SPI; CS23A(741-1648), SPE) alterada por c6don (SEQ ID
NO: 28) codificando uma variante de cadeia simples de Fator VIII de acordo
com algumas modalidades ("CS23-SC1-NA").

[00176] As Figuras 52A e 52B mostram a sequéncia nucleotidica
CS23A(772-1667) (SPI; CS23A(753-1648), SPE) alterada por c6don (SEQ ID
NO: 29) codificando uma variante de cadeia simples de Fator VIII de acordo
com algumas modalidades ("CS23-SC2-NA").

[00177] A Figura 53 mostra a sequéncia de aminoicidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 104) codificada pela sequéncia de nucleotideos
alterada pelo cédon CSOIm23 de acordo com algumas modalidades
(“CSO01m23-FL-AA”).

[00178] A Figura 54 mostra a sequéncia de aminodcidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 105) codificada pela sequéncia de nucleotideos
alterada pelo codon CS04m3 de acordo com algumas modalidades
(“CSO01m23-FL-AA”).

[00179] A Figura 55 mostra a sequéncia de aminoicidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 106) codificada pela sequéncia de nucleotideos
alterada pelo cédon CSOIml2 de acordo com algumas modalidades
(“CS01m12-FL-AA”).

[00180] A Figura 56 mostra a sequéncia de aminoicidos da variante do
Fator VIII (SEQ ID NO: 107) codificada pela sequéncia de nucleotideos
alterada pelo coédon CS04ml2 de acordo com algumas modalidades
(“CS04m12-FL-AA”).

[00181] As Figuras 57A e 57B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CSO1m12 (SEQ ID NO: 108) que codifica uma variante do

Fator VIII com substitui¢cdes de ml (F328S) e m2 de aminoacidos de acordo
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com algumas modalidades (“CSO1-FL-NAm12”).

[00182] As Figuras 58A e 58B mostram a sequéncia nucleotidica
alterada por c6don CS04m12 (SEQ ID NO: 109) que codifica uma variante do
Fator VIII com substituicdes de ml (F328S) e m2 de aminoacidos de acordo
com algumas modalidades (“CS04-FL-NAm12”).

DESCRICAO DETALHADA DA DIVULGACAO

I. Introducao

[00183] A terapia genética baseada em AAV € uma grande promessa
para o tratamento de hemofilicos. Para a hemofilia B, os primeiros dados
clinicos sdo encorajadores em que niveis FIX de cerca de 10% podem ser
mantidos em pelo menos alguns pacientes por mais de um ano. Para a
hemofilia A, no entanto, alcancgar niveis de expressdo terapéutica de 5-10%
com os vetores de AAV permanece desafiador por vérias razdes. Primeiro, a
sequéncia de codificagdo do Fator VIII é muito grande para os vetores
convencionais baseados em AAV. Em segundo lugar, os construtos
manipulados do Fator VIII deletados ou truncados no dominio B sofrem de
fraca expressdo in vivo, mesmo quando se otimiza o cddon. Em terceiro lugar,
estes construtos variantes do Fator VIII suprimidos ou truncados no dominio
B tém meias-vidas curtas in vivo, exacerbando os efeitos da expressdo fraca.
Quarto, mesmo quando expresso, o FVIII ndo é eficientemente secretado
pelas células, assim como outros fatores de coagulacao, como o Fator IX.
[00184] Além disso, esses desafios ndao podem ser resolvidos pela
simples administracdo de doses mais altas do construto de terapia génica. De
acordo com o conhecimento atual, a dose vetorial de um vetor de terapia
génica baseada em AAV deve ser aumentada acima de 2x10'? vg/kg de peso
corporal. Isto porque, em doses tdo elevadas, desencadeia-se uma resposta
imunitaria de células T, que destr6i as células transduzidas e, como
consequéncia, a expressdo do transgene € reduzida ou mesmo eliminada.

Portanto, estratégias para melhorar a expressdo de FVIII sdo necessérias para
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tornar a terapia génica com FVIII uma opg¢ao terapéutica vidvel para pacientes
com hemofilia A.

[00185] A presente divulgacdo refere-se a descoberta de sequéncias
codificantes variantes do Fator VIII alteradas por cddons que resolvem estes e
outros problemas associados a terapia génica do Fator VIII. Por exemplo, os
polinucleotideos divulgados neste documento fornecem uma expressao
marcadamente melhorada em células de mamifero e exibem um melhor
empacotamento de virions devido a interagcdes de empacotamento
estabilizadas. Em algumas implementacdes, essas vantagens sdo realizadas
usando sequéncias de codificacdo para as cadeias pesada e leve do Fator VIII
com alta identidade de sequéncia para os construtos CS01, CS04 e CS23
alterados por cddon (por exemplo, com alta identidade de sequéncia para uma
das CSO1-HC, Sequéncias de codificacao da cadeia pesada CS04-HC e CS23-
HC e elevada identidade de sequéncias com uma das sequéncias codificadoras
da cadeia leve CSO1-LC, CS04-LC e CS23-LC).

[00186] Em algumas implementacdes, as moléculas do Fator VIII
codificadas pelos polinucleotideos descritos neste documento foram
encurtadas por truncagem, eliminacdo ou substituicio do dominio B de tipo
selvagem. Como tal, os polinucleotideos sdo mais adequados para expressar o
Fator VIII através de vetores de terapia génica convencionais, que expressam
ineficazmente polipeptideos maiores, tais como o Fator VIII de tipo selvagem.
[00187] Vantajosamente, é aqui mostrado que as sequéncias de
codificacdo da variante do Fator VIII alteradas pelo cédon CSO1, CS04 e
CS23 fornecem expressao superior de um construto do Fator VIII deletado no
dominio B in vivo. Por exemplo, ¢ demonstrado no Exemplo 2 e Exemplo
que a administra¢do intravenosa de vetores de terapia gé€nica baseados em
AAV possuindo a sequéncia CS01 (SEQ ID NO: 13), CS04 (SEQ ID NO: 1)
e CS23 (SEQ ID NO: 20) de codificacao fornece um aumento de 18 vezes, 74

vezes e 30 vezes na expressao do Fator VIII, em relacdo ao construto CS40
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correspondente codificada com a sequéncia polinucleotidica do tipo selvagem
(SEQ ID NO: 17), em camundongos knock-out do Fator VIII (Tabela e
Tabela ).

[00188] Além disso, também se mostrou neste documento que as
sequéncias codificadoras da variante do Fator VIII CS01 e CS04 alteram o
empacotamento do virion e a producdo de virus. Por exemplo, € demonstrado
em Exemplo 1 que os construtos de vetor AAV contendo os construtos CSO1
e CS04 forneceram 5 a 7 vezes mais rendimento viral, em relacdo ao
construto CS40 correspondente codificado com a sequéncia de
polinucleotideo de tipo selvagem, quando isolado da mesma quantidade de
sedimento celular.

[00189] Vantajosamente, os Depositantes também descobriram que a
atividade melhorada do Fator VIII gerada a partir das sequéncias alteradas do
c6don CSO1, CS04 e CS23 podem ainda ser potencializadas introduzindo na
sequéncia polipeptidica subjacente do Fator VIII. Por exemplo, como
demonstrado em Exemplo , as mutagcdes F328S, X5 e X1, sozinhas e em
combinacdo umas com as outras, aumentaram ainda mais a atividade de FVIII
quando expressas in vivo no cédon CSO1 ou CS04 de fundo alterado 2 a 7
vezes, em relacdo aos construtos alteradas por coédon (Tabela ). Mais
surpreendentemente, estas sequéncias codificadas alteradas, codificando os
mutantes do Fator VIII, forneceram um aumento de mais 246 vezes em
comparagdo com a construto CS40 correspondente codificada com a
sequéncia polinucleotidica de tipo selvagem (Tabela ).

IIL. Definicoes

[00190] Como usado neste documento, os seguintes termos tém o
significado atribuido a eles menos que especificado de outra forma.

[00191] Como usado neste documento, os termos "Fator VIII" e
"FVIII" sdao usados de forma intercambidvel, e referem-se a qualquer proteina

com atividade de Fator VIII (por exemplo, FVIII ativo, frequentemente
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referido como FVIIIa) ou precursor de proteina (por exemplo, pré-proteina ou
pré-pro-proteina) de uma proteina com atividade de Fator VIII,
particularmente atividade do cofator do Fator IXa. Numa modalidade
exemplificativa, um polipeptideo de Fator VIII refere-se a um polipeptideo
que tem sequéncias com elevada identidade de sequéncia (por exemplo, pelo
menos 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 99% ou mais) para as cadeias
pesadas e leves de um polipeptideo de Fator VIII do tipo selvagem. Em
algumas modalidades, o dominio B de um polipeptideo de Fator VIII €
deletado, truncado ou substituido por um polipeptideo ligante para reduzir o
tamanho do polinucleotideo que codifica o polipeptideo de Fator VIII. Numa
modalidade exemplificativa, os aminoacidos 20-1457 da SEQ ID NO: 2
constituem um polipeptideo de Fator VIIL.

[00192] Exemplos nao limitativos de polipeptideos do Fator VIII de
tipo selvagem incluem o pré-pro-Fator VIII humano (por exemplo, no nos de
acesso do GenBank. AAAS52485, CAA25619, AAAS58466, AAAS52484,
AAAS52420, AAV85964, BAF82636, BAG36452, CAI41660, CAI41666,
CAI41672, CAI43241, CAO03404, EAW72645, AAH22513, AAH64380,
AAH98389, AAIl11968, AAI11970, ou AAB61261), pré-Fator VIII
correspondente, e variantes naturais do mesmo; pré-pré-Fator VIII suino (por
exemplo, nos numeros de acesso UniProt. F1RZ36 ou K7GSZ5),
correspondentes ao pré-Fator VIII e variantes naturais do mesmo; pré-pro-
fator VIII de camundongo (p. ex., n° de acesso do GenBank. AAA37385,
CAM15581, CAM26492, ou EDL.29229), correspondente ao pré-Fator VIII, e
variantes naturais do mesmo; pré-pro-Fator VIII de rato (por exemplo, acesso
GenBank no. AAQ21580), correspondente ao prd-Fator VIII, e variantes
naturais do mesmo; pré-pro-Fator VIII de rato; e outros homologos do Fator
VIII de mamifero (por exemplo, macaco, macaco, hamster, porquinho da
india, etc.).

[00193] Como utilizado neste documento, um polipeptideo de Fator

Peticaio 870180039850, de 14/05/2018, pég. 60/255



46/ 136

VIII inclui variantes naturais e construtos artificiais com atividade de cofator
do Fator IX. Como utilizado na presente divulgacdo, o Fator VIII abrange
quaisquer variantes naturais, sequéncias alternativas, isoformas ou proteinas
mutantes que retenham alguma atividade de cofator do Fator IX basal (por
exemplo, pelo menos 5%, 10%, 25%, 50%, 75%, ou mais da atividade de tipo
selvagem correspondente). Exemplos de variacdes de aminoacidos do Fator
VII (em relacdo a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19)) encontrados na
populacdo humana incluem, sem limitacdo, S19R, R22T, Y24C, Y25C,
L26P/R, E30V, W33G, Y35C/H, G41C, R48C/K, K67E/N, L69P, E72K,
D75E/V/Y, P83R, G89D/V, G92A/V, A97P, E98K, V99D, D101G/H/V,
V104D, K108T, M110V, A111T/V, H113R/Y, L117F/R, G121S, E129V,
GI130R, E132D, YI133C, D135G/Y, TI137A/I, S138R, El141K, DI145H,
V147D, Y155H, V159A, N163K, G164D/V, P165S, C172W, S176P, S179P,
VI8IE/M, K185T, DI186G/N/Y, S189L, L191F, G193R, L195P, C198G,
S202N/R, F214V, L217H, A219D/T, V220G, D222V, E223K, G224W,
T2521, V253F, N2541, G255V, L261P, P262L, G263S, G266F, C267Y,
W274C, H275L, G278R, G280D, E284K, V285G, E291G/K, T2941, F295L,
V297A, N2991, R301C/H/L, A303E/P, 1307S, S308L, F312S, T314A/l,
A315V, G323E, L326P, L327P/V, C329F, 1331V, M339T, E340K, V345A/L,
C348R/S/Y, Y365C, R391C/H/P, S392L/P, A394S, W401G, I405F/S,
E409G, W412G/R, K4271, LA31F/S, R437P/W, 1438F, G439D/S/V, Y442C,
K444R, Y450D/N, T4541, FAS5C, G466E, P470L/R/T, G474E/R/V, E475K,
G477V, D478N, T479R, F484C, A488G, R490G, Y492C/H, Y492H, 1494T,
P496R, G498R, R503H, G513S/V, 1522Y, K529E, W532G, P540T, T541S,
D544N, R546W, RS550C/G/H, S553P, S554C/G, V556D, RS560T,
D561G/H/Y, 1567T, PS69R, S577F, V578A, D579A/H, N583S, Q584H/K/R,
IS85R/T, M586V, D588G/Y, L594Q, S596P, N601D/K, R602G, S603I/R,
W604C, Y605H/S, N6091, R612C, N631K/S, M6331, S635N, N637D/I/S,
Y639C, L644V, L650F, V653A/M, L659P, A663V, Q664P, F677L, M6811,
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V682F, Y683C/N, T686R, F698L, M699T/V, M701I, G705V, G710W,
N7131, R717L/W, G720D/S, M7211/L, A723T, L725Q, V727F, E739K,
Y742C, R795G, P947R, V1012L, E1057K, H1066Y, D1260E, K1289Q,
Q1336K, N1460K, L1481P, A1610S, 11698T, Y1699C/F, E1701K, Q1705H,
R1708C/H, T1714S, RI1715G, A1720V, EI1723K, DI1727V, Y1728C,
R1740G, K1751Q, F1762L, R1768H, G1769R, L1771P, L1775F/V, L1777P,
GI1779E/R, P1780L, 11782R, DI1788H, MI791T, A1798P, S1799H,
R1800C/G/H, PI1801A, YI1802C, S1803Y, F1804S, LI1808F, M1842I,
P1844S, TI1845P, E1848G, A1853T/V, S1858C, KI1864E, DI1865N/Y,
H1867P/R, G1869D/V, G1872E, P1873R, L1875P, V1876L, C1877R/Y,
L1882P, R1888I, E1894G, I1901F, E1904D/K, S1907C/R, WI1908L,
Y1909C, A1939T/V, N1941D/S, G1942A, M1945V, L1951F, R1960L/Q,
L1963P, S19651, M19661/V, G1967D, S1968R, N1971T, H1973L, G1979V,
H1980P/Y, F19821, R1985Q, LL1994P, Y1998C, G2000A, T2004R, M20071,
G2013R, W2015C, R2016P/W, E2018G, G2022D, G2028R, S2030N,
V2035A, Y2036C, N2038S, 2040Y, G2045E/V, 12051S, 12056N, A2058P,
W2065R, P2067L, A2070V, S2082N, S2088F, D2093G/Y, H2101D,
T2105N, Q2106E/P/R, G2107S, R2109C, 12117F/S, Q2119R, F2120C/L,
Y2124C, R2135P, S2138Y, T2141N, M2143V, F2145C, N2148S, N2157D,
P2162L, R2169C/H, P2172L/Q/R, T2173A/1, H2174D, R2178C/H/L,
R2182C/H/P, M2183R/V, L2185S/W, S21921, C2193G, P2196R, G2198V,
E2200D, 12204T, I12209N, A2211P, A2220P, P22241., R2228G/L/P/Q,
L2229F, V2242M, W2248C/S, V2251A/E, M2257V, T2264A, Q2265R,
F2279C/T, 12281T, D2286G, W2290L, G2304V, D2307A, P2319L/S,
R2323C/G/H/L, R2326G/L/P/Q, Q2330P, W2332R, I2336F, R2339T,
G2344C/D/S e C2345S/Y. As proteinas do Fator VIII também incluem
polipeptideos contendo modificacdes pos-traducao.

[00194] Geralmente, os polinucleotideos que codificam o Fator VIII

codificam para um polipeptideo de cadeia simples inativa (por exemplo, uma
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pré-pro-proteina) que sofre processamento pds-tradu¢do para formar uma
proteina Fator VIII ativa (por exemplo, FVIIla). Por exemplo, referindo-se a
Figura 1, a pré-pro-proteina do Fator VIII humano do tipo selvagem ¢é
primeiro clivada para liberar o peptideo sinal codificado (ndo mostrado),
formando uma primeira pré-proteina de cadeia simples (mostrada como “tipo
selvagem humano” FVIII). A prd-proteina € entdo clivada entre os dominios
B e A3 para formar um primeiro polipeptideo que inclui a cadeia pesada do
Fator VIII (por exemplo, os dominios Al e A2) e o dominio B, e um segundo
polipeptideo que inclui a cadeia leve do Fator VIII (por exemplo, incluindo os
dominios A3, C1 e C3). O primeiro polipeptideo € adicionalmente clivado
para remover o dominio B, e também para separar os dominios Al e A2, que
permanecem associados a cadeia leve do Fator VIII na proteina do Fator VIIla
maduro. Para revisdo do processo de maturacao do Fator VIII, ver Graw et al.,
Nat Rev Genet., 6 (6): 488-501 (2005), cujo conteido € incorporado neste
documento por referéncia na sua totalidade para todos os fins.

[00195] No entanto, em algumas modalidades, o polipeptideo de Fator
VIII € um polipeptideo de Fator VIII de cadeia simples. Os polipeptideos do
Fator VIII de cadeia simples sio manipulados para remover locais de
clivagem natural e, opcionalmente, remover, truncar ou substituir o dominio
B do Fator VIII. Como tal, eles ndo sdo amadurecidos por clivagem (além da
clivagem de um sinal opcional e/ou peptideo lider) e sdo ativos como uma
cadeia simples. Exemplos ndo limitantes de polipeptideos do Fator VIII de
cadeia simples sdo descritos em Zollner et al. (Thromb Res, 134 (1): 125-31
(2014)) e Donath et al. (Biochem J., 312 (1): 49-55 (1995)), cujas divulgacdes
sdo incorporadas neste documento por referéncia na sua totalidade para todos
os fins.

[00196] Como utilizado neste documento, os termos "cadeia pesada do
Fator VIII", ou simplesmente "cadeia pesada", referem-se ao agregado dos

dominios Al e A2 de um polipeptideo de Fator VIII. Numa modalidade
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exemplificativa, os aminodcidos 20-759 de CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2)
constituem uma cadeia pesada de Fator VIII.

[00197] Como utilizado neste documento, o termo "cadeia leve do
Fator VIII", ou simplesmente "cadeia leve", refere-se ao agregado dos
dominios A3, Cl e C2 de um polipeptideo de Fator VIII. Numa modalidade
exemplificativa, os aminoacidos 774-1457 CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2)
constitui uma cadeia leve do Fator VIII. Em algumas modalidades, uma
cadeia leve do Fator VIII exclui o peptideo acidico a3, que € liberado durante
a maturacao in vivo.

[00198] Geralmente, as cadeias pesadas e leves do Fator VIII sdo
expressas como uma Unica cadeia polipeptidica, por exemplo, juntamente
com um ligante opcional do dominio B ou do dominio B substituido. No
entanto, em algumas modalidades, uma cadeia pesada do Fator VIII e uma
cadeia leve do Fator VIII sdo expressas como cadeias polipeptidicas separadas
(por exemplo, coexpressas) e reconstituidas para formar uma proteina Fator
VIII (por exemplo, in vivo ou in Vitro).

[00199] Como usado neste documento, os termos "ligante substituido
no dominio B" e "Ligante Fator VIII" sdo usados de forma intercambiavel, e
referem-se a versdes truncadas de um dominio B do Fator VIII do tipo
selvagem (por exemplo, aminoicidos 760-1667 de FVIII-FL- AA (SEQ ID
NO: 19)) ou peptideos manipulados para substituir o dominio B de um
polipeptideo de Fator VIII. Como utilizado neste documento, um ligante do
Fator VIII esta posicionado entre o terminal C de uma cadeia pesada do Fator
VIII e o terminal N de uma cadeia leve do Fator VIII num polipeptideo
variante do Fator VIII de acordo com algumas modalidades. Exemplos nao
limitantes de ligantes substituidos no dominio B estdo descritos nas Patentes
US n° 4.868.112, 5.112.950, 5.171.844, 5.543.502, 5.595.886, 5.610.278,
5.789.203, 5.972.885, 6.048.720, 6.060.447, 6.114.148, 6.228.620, 6.316.226,
6.346.513, 6.458.563, 6.924.365, 7.041.635 e 7.943.374; Publicacdo do
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Pedido de Patente US n°® 2013/024960, 2015/0071883 e 2015/0158930; e
Publicacao PCT n° WO 2014/064277 e WO 2014/127215, cujas divulgacdes
sdo incorporadas neste documento por referéncia, na integra, para todos os
fins.

[00200] A menos que especificado neste documento de outro modo, a
numeracdo de aminoacidos do Fator VIII refere-se ao aminoacido
correspondente na sequéncia do Fator VIII humano de tipo selvagem de
comprimento total (FVIII-FL-AA), apresentada como SEQ ID NO: 19 na
Figura 22. Como tal, quando se refere a uma substituicio de aminodcidos
numa proteina variante do Fator VIII divulgada neste documento, o nimero
de aminoécidos referido refere-se ao andlogo (por exemplo, estruturalmente
ou funcionalmente equivalente) e/ou homologo (por exemplo, evolutivamente
conservado no aminoicido primario sequéncia) aminoicido na sequéncia do
Fator VIII de tipo selvagem completa. Por exemplo, uma substituicio de
aminodcido T2105N refere-se a uma substituicdo de T para N na posi¢ao
2105 da sequéncia de Fator VIII humana de tipo selvagem completa (FVIII-
FL-AA; SEQ ID NO: 19), uma substitui¢do de T para N na posicao 1211 da
proteina variante do Fator VIII codificada por CS04 (CS04-FL-AA; SEQ ID
NO: 2) e uma substituicdo de T para N na posicdo 1212 da variante do Fator
VIII codificada por CS04m3 (CS04m3-FL-AA; SEQ ID NO: 105).

[00201] Como descrito neste documento, o sistema numérico de
aminoacidos do Fator VIII depende da inclusdo do peptideo de sinalizacdo do
Fator VIII (por exemplo, aminodcidos 1-19 da sequéncia do Fator VIII
humano de tipo selvagem completo). Quando o peptideo de sinal € incluido, a
numeracdo referida como "peptideo de sinal inclusivo” ou "SPI". Quando o
peptideo sinal ndo esta incluido, a numeracao é chamada de “peptideo de sinal
exclusivo” ou “SPE”. Por exemplo, F328S ¢ a numeracdo SPI para o mesmo
aminodcido que F309S, na numeracao SPE. Salvo indicacdo em contrério,

toda a numeragdo de aminoacidos refere-se ao aminoacido correspondente na
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sequéncia do Fator VIII humano de tipo selvagem de comprimento total
(FVIII-FL-AA), apresentada como SEQ ID NO: 19 na Figura 22.

[00202] Como descrito neste documento, os polinucleotideos alterados
por cddons fornecem uma expressdo aumentada do Fator VIII transgénico in
vivo (por exemplo, quando administrados como parte de um vetor de terapia
génica), em comparacdo com o nivel de expressiao do Fator VIII fornecido por
um construto de Fator VIII codificada de forma nativa (por exemplo, um
polinucleotideo que codifica 0 mesmo construto do Fator VIII utilizando os
c6dons humanos do tipo selvagem). Como utilizado neste documento, o
termo "expressdo aumentada” refere-se a um nivel aumentado de atividade do
Fator VIII transgénico no sangue de um animal administrado com o
polinucleotideo alterado de codons codificando Fator VIII, em comparacdo
com o nivel de atividade do Fator VIII transgénico no sangue de um animal
administrou um construto de Fator VIII codificada de forma nativa. Os niveis
de atividade podem ser medidos utilizando qualquer atividade do Fator VIII
conhecida na técnica. Um ensaio exemplificativo para determinar a atividade
do Fator VIII é o ensaio Technochrome FVIII (Technoclone, Viena, Austria).
[00203] Em algumas modalidades, expressdo aumentada refere-se a
atividade pelo menos 25% maior do Fator VIII transgénico no sangue de um
animal administrado o polinucleotideo do Fator VIII alterado pelo c6don, em
comparagdo com o nivel de atividade do Fator VIII transgénico no sangue de
um animal administrado com polinucleotideo do Fator VIII codificado de
forma nativa. Em algumas modalidades, expressao aumentada refere-se a pelo
menos 50% maior, pelo menos 75% maior, pelo menos 100% maior, pelo
menos 3 vezes maior, pelo menos 4 vezes maior, pelo menos 5 vezes maior,
pelo menos 6 dobrar maior, pelo menos 7 vezes maior, pelo menos 8 vezes
maior, pelo menos 9 vezes maior, pelo menos 10 vezes maior, pelo menos 15
vezes maior, pelo menos 20 vezes maior, pelo menos 25- dobrar maior, pelo

menos 30 vezes maior, pelo menos 40 vezes maior, pelo menos 50 vezes
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maior, pelo menos 60 vezes maior, pelo menos 70 vezes maior, pelo menos
80 vezes maior, pelo menos 90 vezes maior, pelo menos 100 vezes maior,
pelo menos 125 vezes maior, pelo menos 150 vezes maior, pelo menos 175
vezes maior, pelo menos 200 vezes maior, pelo menos 225 vezes maior, ou
pelo menos 250 vezes maior atividade do Fator VIII transgénico no sangue de
um animal que recebeu o polinucleotideo do Fator VIII alterado pelo cédon,
em comparacdo com o nivel de atividade do fator VIII transgénico no sangue
de um animal administrado com polinucleotideo do Fator VIII.

[00204] Como descrito neste documento, os polinucleotideos alterados
por coédons fornecem producdo de vetor aumentada, em comparacdo com o
nivel de producdo de vetor fornecido por um construto de Fator VIII
codificada de forma nativa (por exemplo, um polinucleotideo codificando o
mesmo construto do Fator VIII utilizando c6dons humanos de tipo selvagem).
Tal como utilizado neste documento, o termo “producdo aumentada de virus”
refere-se a um rendimento de vetor aumentado em cultura de células (por
exemplo, titulo por litro de cultura) inoculado com o polinucleotideo alterado
codificando o Fator VIII, em comparagdo com o rendimento do vetor em
cultura celular inoculada com um construto do Fator VIII codificado de forma
nativa. Os rendimentos do vetor podem ser medidos utilizando qualquer
ensaio de titulo de vetor conhecido na técnica. Um ensaio exemplificativo
para determinar o rendimento do vetor (por exemplo, de um vetor AAV) é
gPCR direcionado para as repeticoes terminais invertidas AAV2
(Aurnhammer, Human Gene Therapy Methods: Part B 23: 18-28 (2012)).
[00205] Em algumas modalidades, a produ¢do aumentada de virus
refere-se a rendimento pelo menos 25% maior de vetor alterado por codons,
quando comparado com o rendimento de um construto de Fator VIII
codificada de forma nativa no mesmo tipo de cultura. Em algumas
modalidades, o aumento da producdo de vetores refere-se a pelo menos 50%

maior, pelo menos 75% maior, pelo menos 100% maior, pelo menos 3 vezes
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maior, pelo menos 4 vezes maior, pelo menos 5 vezes maior Nimero 6 vezes
maior, pelo menos 7 vezes maior, pelo menos 8 vezes maior, pelo menos 9
vezes maior, pelo menos 10 vezes maior, pelo menos 15 vezes maior ou pelo
menos 20 vezes maior vector rendimento, em comparacdo com o rendimento
de um construto do Fator VIII codificada de forma nativa no mesmo tipo de
cultura.

[00206] Como utilizado neste documento, o termo "hemofilia" refere-
se a um grupo de estados patologicos amplamente caracterizados por
coagulacdo ou coagulacdo sanguinea reduzida. A hemofilia pode se referir a
hemofilia do Tipo A, Tipo B ou Tipo C, ou ao composto de todos os trés tipos
de doencas. A hemofilia tipo A (hemofilia A) é causada por uma reducio ou
perda de atividade do Fator VIII (FVIII) e é o mais proeminente dos subtipos
de hemofilia. A hemofilia do tipo B (hemofilia B) resulta da perda ou reducdo
do fator IX (FIX) funcdo de coagulacdo. A hemofilia do tipo C (hemofilia C)
¢ uma consequéncia da perda ou redugdo da atividade de coagulacdo do fator
XI (FXI). A hemofilia A e B sdo doencas ligadas ao cromossomo X, enquanto
a hemofilia C é autossomica. Os tratamentos convencionais para hemofilia
incluem administragdo profilatica e sob demanda de fatores de coagulacio,
como o FVIII, FIX, incluindo Bebulin® — VH e FXI, bem como infusdes de
FEIBA-VH, desmopressina e plasma.

[00207] Como utilizado neste documento, o termo terapia génica com
FVIII inclui qualquer abordagem terapéutica de fornecer um acido nucleico
codificando Fator VIII a um paciente para aliviar, diminuir ou prevenir a
recorréncia de um ou mais sintomas (por exemplo, fatores -clinicos)
associados a hemofilia. O termo abrange a administracdo de qualquer
composto, droga, procedimento ou regime compreendendo um acido nucleico
que codifica uma molécula de Fator VIII, incluindo qualquer forma
modificada do Fator VIII (por exemplo, variante do Fator VIII), para manter

ou melhorar a saide de um individuo com hemofilia. Um versado na técnica
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apreciard que o curso da terapia com FVIII ou a dose de um agente
terapéutico com FVIII pode ser alterada, por exemplo, com base nos
resultados obtidos de acordo com a presente divulgacao.

[00208] Como utilizado neste documento, o termo "terapia de bypass"
inclui qualquer abordagem terapé€utica de fornecer agentes hemostaticos,
compostos ou fatores de coagulacdo sem Fator VIII a um paciente para
aliviar, diminuir ou prevenir a recorréncia de um ou mais sintomas (por
exemplo, fatores clinicos) associados a hemofilia. Os compostos que nio sao
do Fator VIII e os fatores de coagulacdo incluem, mas ndo estdo limitados a,
Atividade de Bypass do Inibidor do Fator VIII (FEIBA), fator ativado
recombinante VII (FVIla), concentrados de complexos de protrombina e
concentrados de complexos de protrombina ativados. Estes compostos que
ndo sao do Fator VIII e fatores de coagulacdo podem ser recombinantes ou
derivados do plasma. Um versado na técnica apreciard que o curso da terapia
com bypass ou a dose de terapia com bypass pode ser alterada, por exemplo,
com base nos resultados obtidos de acordo com a presente divulgagao.
[00209] Como utilizado neste documento, uma ‘“terapia de
combinacdo” incluindo administracdo de um acido nucleico codificando uma
molécula de Fator VIII e um agente terapéutico de hemofilia A convencional
inclui qualquer abordagem terapéutica de fornecer um &cido nucleico
codificando uma molécula de Fator VIII e uma molécula de Fator VIII e/ou
agente hemostitico nao-Fator VIII (por exemplo, agente terapéutico de
bypass) a um paciente para aliviar, diminuir ou prevenir a recorréncia de um
ou mais sintomas (por exemplo, fatores clinicos) associados a hemofilia. O
termo abrange a administragdo de qualquer composto, droga, procedimento
ou regime incluindo um ido nucleico que codifica uma molécula de Fator
VIII, incluindo qualquer forma modificada de Fator VIII, que seja util para
manter ou melhorar a saide de um individuo com hemofilia e inclua qualquer

dos agentes terapéuticos descritos neste documento.
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[00210] Os termos "quantidade ou dose terapeuticamente eficaz" ou
"quantidade ou dose terapeuticamente suficiente" ou "quantidade ou dose
eficaz ou suficiente" referem-se a uma dose que produz efeitos terapéuticos
para os quais € administrada. Por exemplo, uma quantidade terapeuticamente
eficaz de uma droga util para o tratamento da hemofilia pode ser a quantidade
que é capaz de prevenir ou aliviar um ou mais sintomas associados a
hemofilia. A dose exata vai depender da finalidade do tratamento e vai ser
determinavel por um versado na técnica usando técnicas conhecidas (ver, por
exemplo, Lieberman, Pharmaceutical Dosage Forms (vols. 1-3, 1992); Lloyd,
The Art, Science and Technology of Pharmaceutical Compounding (1999);
Pickar, Dosage Calculations (1999); e Remington: The Science and Practice
of Pharmacy, 20* Edi¢do, 2003, Gennaro, Ed., Lippincott, Williams &
Wilkins).

[00211] Como utilizado neste documento, o termo "gene" refere-se ao
segmento de um DNA molécula que codifica uma cadeia polipeptidica (por
exemplo, a regido codificante). Em algumas modalidades, um gene ¢
posicionado por regides imediatamente precedendo, seguindo e/ou intervindo
na regido de codificacdo que estdo envolvidas na produgdo da cadeia
polipeptidica (por exemplo, elementos reguladores tais como um promotor,
potencializador, sequéncia de poliadenilacdo, regido nao traduzida 5°, Regido
3" nao traduzida ou intron).

[00212] Como utilizado neste documento, o termo "elementos
reguladores” refere-se a sequéncias nucleotidicas, tais como promotores,
intensificadores, terminadores, sequéncias de poliadenilacao, introns, etc., que
fornecem a expressao de uma sequéncia de codificacdo numa célula.

[00213] Como utilizado neste documento, o termo ‘‘elemento
promotor” refere-se a uma sequéncia nucleotidica que ajuda a controlar a
expressdo de uma sequéncia codificadora. Geralmente, os elementos

promotores estdo localizados 5 ' do local de inicio da tradu¢do de um gene.
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Contudo, em certas modalidades, um elemento promotor pode estar
localizado dentro de uma sequéncia intron, ou 3 ' da sequéncia de codificacio.
Em algumas modalidades, um promotor util para um vetor de terapia génica é
derivado do gene nativo da proteina alvo (por exemplo, um promotor do Fator
VIII). Em algumas modalidades, um promotor util para um vetor de terapia
génica € especifico para expressdo numa célula ou tecido particular do
organismo alvo (por exemplo, um promotor especifico do figado). Ainda
noutras modalidades, utiliza-se um de uma pluralidade de elementos
promotores bem caracterizados num vetor de terapia génica descrito neste
documento. Exemplos ndo limitativos de elementos promotores bem
caracterizados incluem o promotor precoce de CMV, o promotor de -actina e
o promotor de proteina de ligacdo a CpG de metil 2 (MeCP2). Em algumas
modalidades, o promotor € um promotor constitutivo, que conduz a expressao
substancialmente constante da proteina alvo. Noutras modalidades, o
promotor € um promotor induzivel, que dirige a expressdo da proteina alvo
em resposta a um estimulo particular (por exemplo, exposicao a um agente ou
tratamento particular). Para uma revisdo da concep¢do de promotores para
terapia génica mediada por AAV, ver Gray et al. (Human Gene Therapy 22:
1143-53 (2011)), cujos contetidos sdao expressamente incorporados por
referéncia na sua totalidade para todos os fins.

[00214] Como utilizado neste documento, o termo "vetor" refere-se a
qualquer veiculo usado para transferir um &4cido nucleico (por exemplo,
codificando um construto de terapia génica de Fator VIII) para uma célula
hospedeira. Em algumas modalidades, um vetor inclui um replicon, que
funciona para replicar o veiculo, juntamente com o &4cido nucleico alvo.
Exemplos ndo limitativos de vetores tteis para terapia génica incluem
plasmideos, fagos, cosmideos, cromossomos artificiais e virus, que funcionam
como unidades de replicacdo autdnomas in vivo. Em algumas modalidades,

um vetor é um veiculo viral para a introdu¢do de um acido nucleico alvo (por
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exemplo, um polinucleotideo alterado por cddon que codifica uma variante do
Fator VIII). Muitos virus eucaridticos modificados tteis para terapia génica
sdo conhecidos na técnica. Por exemplo, os virus adeno-associados (AAVs)
sdo particularmente adequados para uso em terapia génica humana porque os
seres humanos sdo um hospedeiro natural do virus, os virus nativos nao sao
conhecidos por contribuir para nenhuma doenca e os virus causam uma
resposta imune moderada.

[00215] Como utilizado neste documento, o termo “ilha CpG” refere-se
a uma regido dentro de um polinucleotideo possuindo uma densidade
estatisticamente elevada de dinucleotideos CpG. Como utilizado neste
documento, uma regidio de um polinucleotideo (por exemplo, um
polinucleotideo que codifica uma proteina do Fator VIII alterada por c6don) é
uma ilha CpG se, ao longo de uma janela de 200 pares de bases: (i) a regido
tem um teor de GC superior a 50% e (ii) a proporcao de dinucleotideos CpG
observados por dinucleotideos CpG esperados de pelo menos 0,6, como

definido pela relagao:

N[Cp5l=N[length of window] 06
>0,6.
NIC =N [6] -

[00216] Para obter informagdes adicionais sobre métodos para
identificar ilhas CpG, ver Gardiner-Garden M. et al., J Mol Biol., 196 (2):
261-82 (1987), cujo conteido € expressamente incorporado neste documento
por referéncia, na sua totalidade, para todos os fins.

[00217] Como utilizado neste documento, o termo "acido nucleico"
refere-se a desoxirribonucleotideos ou ribonucleotideos e polimeros dos
mesmos na forma de cadeia simples ou dupla e complementos dos mesmos. O
termo engloba 4cidos nucleicos contendo andlogos de nucleotideos ou
residuos ou ligagdes de espinha dorsal modificadas conhecidas, os quais sdo
sintéticos, de ocorréncia natural e de ocorréncia ndo natural, que tém
propriedades de ligacdo similares ao acido nucleico de referéncia e que sdo

metabolizados de um modo semelhantes aos nucleotideos de referéncia.
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Exemplos de tais andlogos incluem, mas ndo se limitam a fosforotioatos,
fosforamidatos, fosfonatos de metila, fosfonatos de metila quirais, 2-O-metil-
ribonucleotideos e dcidos nucleicos peptidicos (PNAs).

[00218] O termo "aminoacido" se refere a aminoacidos de ocorréncia
natural e ndo-natural, incluindo andlogos de aminoicidos e miméticos de
aminodcidos que funcionam de forma similar aos aminodcidos de ocorréncia
natural. Amino4cidos de ocorréncia natural incluem aqueles codificados pelo
codigo genético, bem como o0s aminodcidos que sdo posteriormente
modificados, por exemplo, hidroxiprolina, fy-carboxiglutamato e O-
fosfosserina. Os aminodcidos de ocorréncia natural podem incluir, por
exemplo, aminodcidos D e L. Os aminodcidos utilizados neste documento
também podem incluir amino4cidos nio naturais. Andlogos do 4cido aminado
referem-se aos compostos que possuem a mesma estrutura quimica basica
como um aminodcido que ocorre naturalmente, ou seja, qualquer carbono que
estd ligado a um hidrogénio, um grupo carboxila, um grupo amino e um grupo
R, por exemplo, Homosserina, norleucina, sulféxido de metionina ou sulfonio
metil de metionina. Tais andlogos tém grupos R modificados (por exemplo,
norleucina) ou estruturas peptidicas modificadas, mas mantém a mesma
estrutura quimica bésica que um aminoécido de ocorréncia natural. Miméticos
de aminoécido referem-se a compostos quimicos que tém uma estrutura que é
diferente da estrutura quimica geral de um aminoacido, mas que funcionam de
forma semelhante a um aminodcido que ocorre naturalmente. Os aminoacidos
podem ser referidos neste documento pelos seus simbolos de trés letras
comumente conhecidos ou pelos simbolos de uma letra recomendados pela
Comissdao de Nomenclatura Bioquimica ITUPAC-IUB. Os nucleotideos, da
mesma forma, podem ser referidos por seus cddigos de uma letra comumente
aceitos.

[00219] As sequéncias de nucleotideo que codificam os construtos

mutantes do Fator VIII neste documento podem ser idéntica a sequéncia de
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codificacdo fornecida neste documento ou podem ser uma sequéncia de
codificacdo diferente em que a sequéncia, em resultado da redundancia ou
degeneracdo do cddigo genético, codifica os mesmos polipeptideos como as
sequéncias de codificagdo fornecidas neste documento. Um dos versados na
técnica reconhecerd que cada cédon em um acido nucleico (exceto AUG, que
¢ geralmente o Unico cédon para metionina, e TGG, que é geralmente o tinico
cddon para triptofano) pode ser modificado para produzir uma molécula
funcionalmente idéntica. Assim, cada variagdo de um &cido nucleico que
codifica um polipeptideo estd implicita em cada sequéncia descrita em relacdo
ao produto de expressao, mas ndo em relacdo aos construtos de terapia génica
reais.

[00220] Tal como a sequéncias de aminoicidos, alguém de
conhecimento comum na técnica reconhecerd que substituicdes, exclusdes ou
adicoes individuais a um acido nucleico ou sequéncia de peptideo que altera,
adiciona ou exclui um aminodcido individual ou uma pequena porcentagem
de aminodcidos na sequéncia codificada é uma "variante conservativamente
modificada", onde a alteragdo resulta na substituicio de um aminoécido por
um aminodcido quimicamente semelhante. As tabelas de substituicdo
conservadoras fornecendo aminodcidos funcionalmente semelhantes sao
conhecidas na técnica. Tais variantes conservativamente modificadas sao
além de e ndo excluem variantes polimdrficas, homdlogos interespécies, e
alelos da divulgacao.

[00221] As substituicdes conservativas de aminoacidos fornecendo
aminoacidos funcionalmente semelhantes sdo bem conhecidas na técnica.
Dependendo da funcionalidade do aminoécido particular, por exemplo,
aminodcidos cataliticos, estruturais ou estericamente importantes, diferentes
agrupamentos de aminodcidos podem ser considerados substituicdes
conservativas um pelo outro. Tabela 1 fornece agrupamentos de aminoacidos

que sao considerados substituicdes conservativas com base na carga e
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polaridade do aminoacido, na hidrofobicidade do aminoécido, na exposic¢do a
superficie/natureza estrutural do aminoicido e na propensdao da estrutura
secundéaria do aminodcido.

Tabela 1. Agrupamentos de substituicdes conservativas de aminodcidos com

base na funcionalidade do residuo na proteina.
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[00222] Os termos "idéntico" ou "identidade" percentual, no contexto
de dois ou mais 4cidos nucleicos ou sequéncias de peptideos, referem-se a
duas ou mais sequéncias ou subsequéncias que sao a mesma ou tém uma
percentagem especificada de residuos de aminoacidos ou nucleotideos que
sdo iguais (ou seja, com cerca de 60% de identidade, de um modo preferido,
65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 91%, 92%, 93%, 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% ou mais identidade ao longo de uma regido especificada, em
comparagdo e alinhadas a correspondéncia maxima em uma regido designada
ou em uma janela de comparagdo), conforme medido utilizando algoritmos de
comparacdo de sequéncia BLAST ou BLAST 2.0 com parametros padrio
descritos abaixo, ou por alinhamento manual e inspecao visual.

[00223] Como € conhecido na técnica, podem ser utilizados varios
programas diferentes para identificar se uma proteina (ou 4cido nucleico

como discutido abaixo) tem identidade de sequéncia ou semelhanca com uma
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sequéncia conhecida. Sequéncias de identidade e/ou similaridade &
determinada através do uso de técnicas padrdo conhecidas na técnica,
incluindo, mas nao limitadas a, o algoritmo de identidade de sequéncia local
de Smith & Waterman, Adv. Appl. Math., 2:482 (1981), pela sequéncia de
identidade de alinhamento de algoritmo de Needleman & Wunsch, J. Mol.
Biol., 48:443 (1970), pela busca de método de similaridade de Pearson &
Lipman, Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A. 85:2444 (1988), implementacdes
computadorizadas desses algoritmos (GAP, BESTFIT, FASTA, and TFASTA
in the Wisconsin Genetics Software Package, Genetics Computer Group, 575
Science Drive, Madison, Wis.), o programa de sequéncia Best Fit descrita por
Devereux et al., Nucl. Acid Res., 12:387-395 (1984), preferencialmente,
usando as configuragdes padrdo ou por inspecdo. Preferencialmente, a
identidade percentual é calculada por FastDB com base nos seguintes
parametros: penalidade de incompatibilidade de 1; penalidade de lacuna de 1,
penalidade de tamanho de lacuna de 0,33; e penalidade de unido de 30,
"Current Methods in Sequence Comparison and Analysis," Macromolecule
Sequencing and Synthesis, Selected Methods and Applications, pp 127-149
(1988), Alan R. Liss, Inc, todos incorporados aqui por referéncia.

[00224] Um exemplo de um algoritmo ttil € PILEUP. O PILEUP cria
um alinhamento de sequéncia multiplo a partir de um grupo de sequéncias
relacionadas usando alinhamentos progressivos em pares. Também € possivel
plotar uma arvore mostrando as relagdes de agrupamento usadas para criar o
alinhamento. O PILEUP usa uma simplificacdo do método de alinhamento
progressivo de Feng & Doolittle, J. Mol. Evol. 35: 351-360 (1987); o método
¢ semelhante ao descrito por Higgins & Sharp CABIOS 5: 151-153 (1989),
ambos incorporados por referéncia. Parametros de PILEUP tteis, incluindo
um peso padrio de lacuna de 3,00, um peso de comprimento de lacuna padrao
de 0,10 e lacunas terminais ponderadas.

[00225] Outro exemplo de um algoritmo util é o algoritmo BLAST,
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descrito em: Altschul et al., J. Mol. Biol. 215, 403-410, (1990); Altschul et
al., Nucleic Acids Res. 25:3389-3402 (1997); and Karlin et al., Proc. Natl.
Acad. Sci. USA 90: 5873-5787 (1993), ambos incorporados por referéncia.
Um programa BLAST particularmente ttil é o programa WU-BLAST-2 que
foi obtido de Altschul et al., Methods in Enzymology, 266: 460-480 (1996);
http://blast.wustl/edu/blast/ README.html]. WU-BLAST-2 usa varios
parametros de pesquisa, a maioria dos quais sdo configurados para os valores
padrdo. Os parametros ajustaveis sdo definidos com os seguintes valores:
intervalo de sobreposi¢do = 1, fracdo de sobreposicao=0,125, limite de
palavra (T)=11. Os pardmetros HSP S e HSP S2 sdo valores dindmicos e sdo
estabelecidos pelo préprio programa dependendo da composicdo da sequéncia
em particular e da composi¢cao do banco de dados em particular em relacdo a
qual a sequéncia de interesse estd sendo pesquisada; no entanto, os valores
podem ser ajustados para aumentar a sensibilidade.

[00226] Um algoritmo ttil adicional é BLAST com lacunas (gapped
BLAST), como relatado por Altschul et al., Nucl. Acids Res., 25: 3389-3402,
incorporado por referéncia. O BLAST com lacunas usa escores de
substituicdo BLOSUM-62; parametro T de limite definido para 9; o método
de duas tentativas (two-hit method) para acionar extensdes sem lacunas,
comprimentos de lacunas de cargas de 10+k; Xu definido para 16, e Xg
definido para 40 para estigio de pesquisa em bando de dados e para 67 para o
estagio de resultado dos algoritmos. Alinhamentos com lacunas sdo acionados
por uma classifica¢do correspondente a ~22 bits.

[00227] Um valor de % de identidade de sequéncia de aminoécidos é
determinado pelo nimero de residuos idénticos coincidentes dividido pelo
nimero total de residuos da sequéncia "mais longa" na regido alinhada. A
sequéncia "mais longa" € a que tem a maioria dos residuos reais na regido
alinhada (lacunas introduzidas pelo WU-BLAST-2 para maximizar a

classificagdo do alinhamento sdo ignoradas). De uma maneira semelhante,
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“percentual (%) de identidade de sequéncia de acido nucleico” em relacdo a
sequéncia de acido nucleico dos polipeptideos identificados é definido como o
percentual de residuos de nucleotideos em uma sequéncia candidata que sdo
idénticas aos residuos de nucleotideos na sequéncia de codificacdo do ciclo
celular da proteina. Um método preferido utiliza 0 médulo BLASTN de WU-
BLAST-2 configurado para os pardmetros padrdo, com intervalo de
sobreposicdo e fracdo de sobreposicdo definidos como 1 e 0,125,
respectivamente.

[00228] O alinhamento pode incluir a introducdo de lacunas nas
sequéncias a serem alinhadas. Adicionalmente, para sequéncias que contém
mais ou menos aminoacidos do que a proteina codificada pela sequéncia da
Figura 2 (SEQ ID NO: 1), entende-se que numa modalidade, a percentagem
de identidade da sequéncia serd determinada com base na ndmero de
aminoacidos ou nucleotideos idénticos em relacio ao nudmero total de
aminoécidos ou nucleotideos. Assim, por exemplo, a identidade de sequéncia
de sequéncias mais curta que a mostrada na Figura 2 (SEQ ID NO: 1), como
discutido abaixo, serd determinada utilizando o nimero de nucleotideos na
sequéncia mais curta, numa modalidade. Nos calculos de porcentagem de
identidade o peso relativo ndo € atribuido a véarias manifestacdes de variacdo
de sequéncia, tais como, inserc¢des, dele¢des, substituicdes, etc.

[00229] Numa modalidade, somente identidades sdo classificadas
positivamente (+1) e a todas as formas de variacdo de sequéncia, incluindo
lacunas, é atribuido um valor de "0", o que evita a necessidade de uma escala
ou parametros ponderados, como descrito abaixo para os célculos de
semelhanca de sequéncia. A porcentagem de identidade de sequéncia pode ser
calculada, por exemplo, dividindo-se o numero de residuos idénticos
coincidentes pelo ndmero total de residuos da sequéncia "mais curta" na
regido alinhada e multiplicando-se por 100. A sequéncia "mais longa" é a que

tem a maioria dos residuos reais na regido alinhada.
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[00230] O termo ““variantes alélicas” refere-se a formas polimérficas de
um gene num determinado local genético, bem como a DNAc derivados de
transcritos de mRNA dos genes e aos polipeptideos codificados por eles. O
termo “‘cddon de mamifero preferido” refere-se a um subconjunto de c6dons
de entre o conjunto de cddons que codificam para um aminodcido que sao
mais frequentemente utilizados em proteinas expressas em células de
mamifero, conforme escolhido da seguinte lista: Gly (GGC, GGG); Glu
(GAG); Asp (GAC); Val (GTG, GTC); Ala (GCC, GCT); Ser (AGC, TCC);
Lys (AAG); Asn (AAC); Met (ATG); Ile (ATC); Thr (ACC); Trp (TGG); Cys
(TGC); Tyr (TAT, TAC); Leu (CTG); Phe (TTC); Arg (CGCAGG, AGA);
Gln (CAG); Dele (CAC); e Pro (CCC).

[00231] Como utilizado neste documento, o termo cddon alterado
refere-se a uma sequéncia polinucleotidica que codifica um polipeptideo (por
exemplo, uma proteina variante do Fator VIII), em que pelo menos um cdédon
do polinucleotideo nativo que codifica o polipeptideo foi alterado para
melhorar uma propriedade da sequéncia polinucleotidica. Em algumas
modalidades, a propriedade melhorada promove transcricio aumentada de
mRNA que codifica para o polipeptideo, estabilidade aumentada do mRNA
(por exemplo, meia-vida de mRNA melhorada), tradu¢do aumentada do
polipeptideo e/ou empacotamento aumentado do polinucleotideo no vetor.
Exemplos ndo limitativos de alteracdes que podem ser usadas para alcancar as
propriedades melhoradas incluem a alteracdo do uso e/ou distribuicdo de
cddons para determinados aminodcidos, ajustando o conteido global e/ou
local de GC, removendo sequéncias ricas em AT, removendo elementos de
sequéncia repetida, ajustando o contetido global e/ou local de dinucleotideos
CpG, removendo elementos reguladores cripticos (por exemplo, elementos
TATA box e CCAAT box), removendo os locais de splice de intron/exon,
melhorando as sequéncias regulatdrias (por exemplo, introducdo de uma

sequéncia de consenso Kozak) e removendo a sequéncia elementos capazes
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de formar estruturas secundérias (por exemplo, hastes-tronco) no mRNA
transcrito.

[00232] Como discutido neste documento, existem  varias
nomenclaturas para referir os componentes da divulgacdo neste documento.
"Nimero CS" (por exemplo, "CS04", "CS01", "CS23", etc.) referem-se a
polinucleotideos alterados por cédon que codificam polipeptideos de FVIII
e/ou aos polipeptideos codificados, incluindo variantes. Por exemplo, CS01-
FL se refere a sequéncia de polinucleotideos alterada por Cédon de
comprimento Completo CSO1 ou sequéncia de aminoécidos (por vezes
referida neste documento como “CSO1-FL-AA” para a sequéncia de Amino
Acido e “CS01-FL-NA” para a sequéncia de Acido Nucleico) codificada pela
sequéncia polinucleotidica CSO1. Similarmente, “CSO1-LC” refere-se a
sequéncia de 4cido nucleico alterada por cédon (“CSO1-LC-NA”) que
codifica a cadeia leve de um polipeptideo de FVIII ou a sequéncia de
aminoécidos (também por vezes referida neste documento como “CS01-LC-
AA ”) da cadeia leve de FVIII codificada pela sequéncia polinucleotidica
CSO1. Da mesma forma, CSO1-HC, CSO1-HC-AA e CSO1-HC-NA sio os
mesmos para a cadeia pesada de FVIIL. Como sera entendido pelos versados
na técnica, para construtos como CS01, CS04, CS23, etc., que sdo apenas
alteradas por coédon (por exemplo, ndo contém substituicdes adicionais de
aminoacidos em comparacido com Refacto), as sequéncias de amino4cidos ser
idéntico, pois as sequéncias de aminoicidos ndo sao alteradas pela otimizagao
do cédon. Assim, os construtos de sequéncias da divulgacdo incluem, mas nio
estdo limitadas a, CSO1-FL-NA, CSO1-FL-AA, CS01-LC-NA, CSO1-LC-AA,
CSO1-HC-AA, CSO01-HC-NA, CS04-FL-NA, CS04-FL-AA, CS04-LC-NA,
CS04-LC-AA, CS04-HC-AA, CS04-HC-NA, CS23-FL-NA, CS23-FL-AA,
CS23 -LC-NA, CS23-LC-AA, CS23-HC-AA e CS23-HC-NA.

[00233] Esta nomenclatura também se aplica a peptideos de

glicosilagdo, como mostrado na Figura 13, tal que "NGA1-AA" refere-se a
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sequéncia de aminoicidos e NGAI-NA refere-se a sequéncia de 4cido
nucleico.

[00234] A divulgacdo também inclui novas variantes adicionais do
Fator VIII, como descrito abaixo, com a nomenclatura apropriada.

II1. Variantes do Fator VIII Alteradas por Cédon

[00235] Em algumas modalidades, a presente divulgacdo fornece
polinucleotideos alterados por cédon que codificam variantes do Fator VIII.
Estes polinucleotideos alterados por cdédons fornecem uma expressiao
acentuada melhoria do Fator VIII quando administrados num construto de
terapia génica baseada em AAV. Os polinucleotideos alterados por cédons
também demonstram empacotamento de virion de AAV melhorado, em
comparacdo com construtos optimizados por coédon convencionalmente.
Como demonstrado em Exemplo 2 e Exemplo os requerentes alcancaram
estas vantagens através da descoberta de trés polinucleotideos alterados por
cédon (CSO1-FL-NA, CS04-FL-NA e CS23-FL-NA) que codificam um
polipeptideo de Fator VIII com Fator VIII selvagem e pesado do tipo
selvagem humano cadeias e um ligante substituido de dominio B de 14
aminoacidos curto (o ligante "SQ") contendo um sitio de clivagem de furina
para facilitar a maturacdo de uma proteina FVIIIa ativa in vivo. Como
demonstrado em Exemplo , a incorporacdo de vérias combinacdes das
mutacoes de aminoacidos F328S, X5 e X1 na molécula de Fator VIII
codificada aumentou ainda mais a expressdo in vivo da atividade do Fator
VIIL

[00236] Numa modalidade, um polinucleotideo alterado por cddon
neste documento fornecido tem sequéncias nucleotidicas com elevada
identidade de sequéncias com, pelo menos, as sequéncias CSO01, CS04 ou
CS23 (SEQ ID NOS 13, 1 e 20, respectivamente) que codificam a cadeia
pesada do Fator VIII e cadeias leves do Fator VIII. Como é conhecido na

técnica, o dominio B do Fator VIII é dispensavel para atividade in vivo.
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Assim, em algumas modalidades, os polinucleotideos alterados por c6don
fornecidos neste documento carecem completamente de um dominio B do
Fator VIII. Em algumas modalidades, o dominio B do Fator VIII nativo é
substituido por um ligante de aminodcido curto contendo um sitio de
clivagem da furina, por exemplo, o ligante “SQ” consistindo nos amino4cidos
760-773 do CSO1, CS04 ou CS23 (SEQ ID NOS 2, 2 e 21, respectivamente).
O ligante “SQ” € também referido como BDLOO04, (-AA para a sequéncia de
aminoacidos e -NA para a sequéncia nucleotidica mostrada na Figura 6).
[00237] Numa modalidade, as cadeias pesada e leve do Fator VIII
codificadas pelo polinucleotideo alterado pelo cdédon sdo cadeias pesada e
leve do Fator VIII, respectivamente. Noutras modalidades, as cadeias pesadas
e leves do Fator VIII codificadas pelo polinucleotideo alterado pelo cddon sao
sequéncias da cadeia pesada e leve de outro mamifero (por exemplo, Fator
VIII suino). Ainda noutras modalidades, as cadeias pesada e leve do Fator
VIII sdo cadeias pesada e leve quiméricas (por exemplo, uma combinagao de
sequéncias humanas e de segundos mamiferos). Ainda noutras modalidades,
as cadeias pesadas e leves do Fator VIII sdo versdes humanizadas das cadeias
pesada e leve de outro mamifero, por exemplo, sequéncias da cadeia pesada e
leve de outro mamifero nas quais os residuos humanos sao substitui¢cdes em
posi¢des selecionadas para reduzir a imunogenicidade do peptideo resultante
quando administrado a um ser humano.

[00238] O conteudo GC dos genes humanos varia amplamente, de
menos de 25% a mais de 90%. No entanto, em geral, os genes humanos com
maior conteido de GC sdo expressos em niveis mais elevados. Por exemplo,
Kudla et al. (PLoS Biol., 4 (6): 80 (2006)) demonstram que o aumento do teor
de GC num gene aumenta a expressdo do polipeptideo codificado,
principalmente aumentando a transcricio e efetuando um maior nivel de
estado estaciondrio do transcrito de mRNA. Geralmente, o conteido GC

desejado de um construto genético otimizada por cédon € igual ou superior a
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60%. No entanto, os genomas de AAV nativos tém um conteido de GC de
cerca de 56%.

[00239] Consequentemente, em  algumas  modalidades, os
polinucleotideos alterados por cédon fornecidos neste documento tém um
contetido CG que corresponde mais de perto ao teor GC dos virions AAV
nativos (por exemplo, cerca de 56% GC), que € inferior ao contetido preferido
de CG dos polinucleotideos que sdo convencionalmente cédon otimizado para
expressdo em células de mamiferos (por exemplo, em ou acima de 60% GC).
Como delineado no Exemplo 1, o CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1), que possui
um teor de GC de cerca de 56%, possui um empacotamento de virion
melhorado em comparacdo com sequéncias de codificacdo alteradas por
codon semelhantes com maior conteudo GC.

[00240] Assim, em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € inferior a 60%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € inferior a 59%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € inferior a 58%. Assim, em algumas modalidades, o teor total de GC de
um polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € inferior a 57%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII ndo maior que 56%.

[00241] Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII de 54% a 59%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € de 55% a 59%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um

polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator

Peticaio 870180039850, de 14/05/2018, pég. 83/255



69/ 136

VIII de 56% a 59%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII de 54% a 58%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € de 55% a 58%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII de 56% a 58%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII de 54% a 57%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € de 55% a 57%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII de 56% a 57%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII de 54% a 56%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € de 55% a 56%.

[00242] Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII ¢é de 56+0,5%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € de 56+0,4%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII € de 56+0,3%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cddon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII ¢é de 56+0,2%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um
polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator
VIII é de 56+0,1%. Em algumas modalidades, o teor total de GC de um

polinucleotideo alterado por cédon que codifica um polipeptideo de Fator

Peticaio 870180039850, de 14/05/2018, pég. 84/255



70/ 136

VIII é de 56%.

A. Substituicoes de aminoacidos do Fator VIII

[00243] Para aumentar ainda mais a eficiéncia da expressao baseada
em vetores AAV dos construtos do Fator VIII descrita neste documento, as
substituicdes de aminodcidos que se sabe melhorar a secre¢do, aumentar a
atividade especifica e/ou melhorar a estabilidade do Fator VIII sao
incorporadas em algumas implementacdes. Foram identificadas vérias
variantes potenciais que aumentam os niveis plasmaticos da atividade do
FVIII a uma dada dose vetorial. Essas variantes incluem aquelas com um
peptideo de sinal mais eficiente, substituicdes de aminodcidos que impedem
interacdes BiP, substituicdes de aminodcidos lembrando ort6logos de Fator
VIII secretados mais eficientemente (por exemplo, Fator VIII suino),
variantes de Fator VIII de cadeia simples e substitui¢cdes de aminodcidos que
estabilizam Fator VIII e/ou reduzir a dissociacao da subunidade.

[00244] A mutacdo dos residuos A108, R121 e L2302 (SPE),
localizada na interface entre os dominios Al e C2, aumenta a estabilidade do
Fator VIII. Por exemplo, a substitui¢do de aminoacidos A108I introduz um
residuo hidrofébico que preenche melhor o espaco entre dominios,
estabilizando a interacdo. Do mesmo modo, uma substituicio de aminoacido
duplo R121C/LL2302C (SPE) introduz uma ligacdo dissulfureto que abrange
os dominios A1-C2, estabilizando ainda mais a interacdo. Em conjunto, todas
as trés substituicdes de aminoadcidos aumentam a estabilidade térmica do
Fator VIII em 3 a 4 vezes. Para revisao, ver Wakabayashi et al., J Biol Chem.
286(29):25748-55 (2011) and Wakabayashi et al., Thromb Haemost.
10(3):492-95 (2012). Por conseguinte, em algumas modalidades, o
polipeptideo de Fator VIII codificado inclui substituicdes de aminoacidos
A108I e/ou R121C/L2302C.

[00245] A mutacdo de E113 (SPE), localizada dentro do dominio de

ligacdo a célcio do Fator VIII, aumenta a atividade especifica de coagulacdo
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de FVIII. Por exemplo, E113A parece aumentar a formacdo de FXase através
de uma afinidade aumentada de FVIII para o Fator [Xa. Especificamente, a
substituicdo de aminoacido E113A aumenta duas vezes a atividade de
coagulacdo de FVIII especifica e aumenta em quatro vezes a afinidade para o
Fator IXa (Biochemistry, 41: 8485 (2002); J. Biol. Chem., 279:12677 (2004);
and Biochemistry, 44:10298 (2005)). Por conseguinte, em algumas
modalidades, os polipeptideos codificados do Fator VIII incluem uma
substituicdo de aminoacidos E113A.

[00246] Substituicdo de um ou mais residuos de aminoacidos em torno
do fator VIII APC sitio de clivagem (resuos 331-341 (SPE)) reduz a
inativacdo do Fator VIIIa pela proteina C ativada, sem afetar a atividade do
FVIIL. Por exemplo, as substituicdes de aminoacidos de PQL333-335VDQ
(SPE) reduzem a inativacdo do Fator VIII em 16 vezes. Do mesmo modo, as
substituicoes de aminoacidos MKN336-339GNQ reduzem a inativacdo do
Fator VIII em 9 vezes. Quando combinadas, as duas substituicoes de
aminodcidos triplos (por exemplo, PQLRMKN333-339VDQRGNQ) (SEQ ID
NOS 34 e 35, respectivamente) reduzem a inativa¢do do Fator VIII em 100
vezes (J. Biol. Chem., 282:20264 (2007). Por conseguinte, em algumas
modalidades, o polipeptideo de Fator VIII codificado inclui substituicdes de
aminoacidos de PQL333-335VDQ e/ou MKN337-339GNQ (SPE).

[00247] Mutacoes dentro da interface do dominio A2 também
aumentam a estabilidade do Fator VIII. Especificamente, os residuos
carregados com mutacdo nas interfaces do dominio Al-A2 e A2-A3
aumentam a estabilidade e a retencao da subunidade A2 no Fator VIIIa. Por
exemplo, a mutacdo de D519, E665 e E1984 a V ou A produz uma
estabilidade até 2 vezes maior no Fator VIII e uma estabilidade até 5 vezes no
Fator VIIIa. Especificamente, as substitui¢des de aminoacidos D519A/E665V
fornecem um aumento de 3 vezes na estabilidade; as substituicdes de

aminoacidos D519V/E665V fornecem um aumento de 2 vezes na
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estabilidade, um decréscimo de 8 vezes na dissociacao de A2 e um aumento
de 2-4 vezes no potencial de geracdo de trombina; as substituicOes de
aminoicidos D519V/E1984A fornecem um aumento de 2 vezes na
estabilidade; e a substituicao de aminoacidos D519V/E665V/E1984A fornece
um aumento de 2 vezes na estabilidade (Blood 112: 2761-69 (2008); J.
Thromb. Haemost., 7: 438-44 (2009)). Por conseguinte, em algumas
modalidades, os polipeptideos do Fator VIII codificados incluem uma ou mais
das substituicdes de aminoacidos D519A/V, E665A/V e E1984A/V.

[00248] De particular relevancia para a presente divulgacao sdo varias
mutacdes especificas que podem ser incluidas separadamente ou em
combinacdes com outras variantes descritas neste documento. Estas variantes
sdo codificadas da seguinte forma: “ml1” refere-se a uma unica alteracdo de
aminoacido, “m2” é um conjunto de 5 variantes de aminoécidos, “m3” é uma
combinacdo de uma delecdo de 7 aminoacidos e uma insercao de Seis
aminodcidos abrangem a juncdo entre o ligante polipeptidico e a cadeia
pesada, “m4” € uma combina¢do da mutacdo Unica ml e da mutagdo dupla
mS e “m5” € um conjunto de duas ablagdes de cisteina. Essas mutagdes sdo
descritas abaixo. Estes podem ser incluidos em qualquer construto particular,
isoladamente ou em combinacdo com outras variantes, € sdo codificados em
conformidade. Por exemplo, “m23” € uma combinagdo das variantes m2 e m3
em um andaime particular, como descrito aqui; assim, “CS01m23-FL-NA” ou
“CSO01-FL-NAm23” refere-se a sequéncia polinucleotidica alterada por c6don
CSO01 com os nucleotideos que codificam as mutagdes m2 e m3 incluidas, e
“CSO01m23-FL-AA” ou “CSO1-FL- AAm23 ’refere-se a sequéncia de
aminodcidos. Como o CS01 ¢ alterado por cddon mas ndo altera a sequéncia
de aminoécidos do Refacto, estes podem ser considerados no nivel de
aminoiacidos como mutacdes em comparacdo com a sequéncia de
aminoacidos do Refacto de CSO1-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[00249] Em muitas modalidades, os polipeptideos da divulgacdo sdo
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feitos com a variante “ml” incluida. Muta¢des dentro de uma folha [
hidrofébica de 11 aminoicidos no dominio Al, que interage com BiP,
aumentam a secrecdo do Fator VIII. Por exemplo, uma substituicdo de
aminoacidos F328S (SPI, F309S SPE) dentro da bolsa aumentou 3 vezes a
secrecao do Fator VIII. A variante F328S é referida neste documento como a
mutacdo “ml” e estd dentro da cadeia pesada. Novamente, como descrito
neste documento, o nimero das variantes pode ser feito inclusive do peptideo
sinal, “Sinal de Peptideo Inclusive ”, ou* SPI 7, ou a partir da sequéncia
proteica final processada,“Sinal de Peptideo Exclusivo “ou* SPE . Assim,
utilizando a numeragao SPI, a mutacao F328S é a mesma que a mutante SPE
F309. Geralmente, a especificacdo utiliza a numeracdo de SPI, mas, como
serd apreciado pelos versados na técnica, qualquer sistema de numeracdo
resulta na (s) mesma (s) mutacao (0es).

[00250] Consequentemente, incluidos na presente divulgacdo sao
polipeptideos que incluem a mutagdo ml, incluindo CSO1-FL-AAml, CSO1-
HC-AAml, CS04-FL-AAml, CS04-HC-AAm1 CS23-FL-AAml1, CS23-HC-
AAml, CS40-FL-AAml e CS40-HC-AAml (todos os quais codificam as
mesmas sequéncias proteicas correspondentes).

[00251] Além disso, incluidos na presente divulgacdo ndo estdo apenas
sequéncias polipeptidicas que incluem a mutacdo mutante, mas também
aquelas sequéncias polinucleotidicas alteradas por cédons que codificam
proteinas com a mutacdo ml, tais como CSO1-FL-NAm1, CSOI-HC-NAmlI,
CS04. -FL-NAmIl, CS04-HC-NAml, CS23-FL-NAml, CS23-HC-NA-M1,
CS40-FL-NAmI e CS40-HC-NAmI.

[00252] Em muitas modalidades, os polipeptideos da divulgacdo sdo
feitos com o conjunto variante '
1105V/A127S/G151K/M166T/L171P (numeracdo SPI; a numeracdo SPE é
V86I/S108A/K132G/T147M/P152L, respectivamente). O conjunto de

'm2" incluido, que sdo as mutacdes

mutacdo m2 baseia-se no fato de a substituicio dos aminoacidos suinos 82-
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176 pelos aminodcidos humanos correspondentes num construto de terapia
génica com delecdo do dominio B, aumentar a atividade do Fator VIII quando
expressa em células HEK293 (W. Xiao, comunicacdo). Id. A mutacdo reversa
de aminodcidos isolados suinos no construto de BDD-FVIII humano
identificou cinco aminoicidos dentro do dominio Al que contribuem para
esse fendomeno: 1105V, A127S, G151K, M166T e L171P (SPI). A introducao
da combinagdo destas mutacdes no construto humano recapitulou a atividade
melhorada da substitui¢do suina maior. Id. Consequentemente, em algumas
modalidades, os polipeptideos do Fator VIII codificados incluem uma ou mais
substituicdoes de aminoacidos selecionadas de 1105V, A127S, G151K, M166T
e L171P, com o conjunto completo de 5 aminoicidos, m2, encontrando
utilizacdo particular em muitas modalidades. Quanto a mutacdo ml, as
variantes m2 estdo na cadeia pesada, e assim a presente divulgacdo inclui
polipeptideos que incluem a mutagdo m2, incluindo CSO1-FL-AAm?2, CSO1-
HC-AAm2, CS04-FL-AAm2, CS04-HC -AAm2, CS23-FL-AAm2, CS23-
HC-AAm2, CS40-FL-AAm2 e CS40-HC-AAm?2 (todos os quais codificam as
mesmas sequéncias de proteinas correspondentes).

[00253] Além disso, incluidos na presente divulgacdo ndo estdo apenas
sequéncias polipeptidicas que incluem a mutacdo mutante, mas também
aquelas sequéncias polinucleotidicas alteradas por cddons que codificam
proteinas com a mutacdo m2, tais como CSO1-FL-NAm2, CSO1-HC-NAm2,
CS04-FL-NAm2, CS04-HC-NAm2, CS23-FL-NAm2, CS23-HC-NA-m2,
CS40-FL-NAm2 e CS40-HC-NAm2.

[00254] Em  modalidades  adicionais, os  polipeptideos e
polinucleotideos da divulgacdo incluem mutacdes m3. m3 € a substitui¢ao de
sete aminoacidos por seis através da interface do dominio HC-B que introduz
um local de glicosilacdo adicional introduzido préximo da interface.
Consequentemente, em algumas modalidades, m3 € a delecio dos

aminoacidos AIEPRSF755-761 e a insercdo de aminoacidos TTYVNRSL
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(SEQ ID NO: 33) ap6és N754, em relacao a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19)
(AIEPRSF755-761TTYVNRSL) ("TTYVNRSL" divulgada como SEQ ID
NO: 33). Os residuos AIEPR755-759, relativos a SEQ ID NO: 19, situam-se
no final da cadeia pesada, enquanto os residuos S760 e F761 caem dentro do
dominio B. Em algumas modalidades, em que o dominio B de FVIII €
eliminado, truncado ou substituido, os residuos S760 e F761 podem nio estar
presentes na sequéncia de aminodcidos subjacente a sofrer mutacdo.
Consequentemente, em algumas modalidades, m3 € a delecio dos
aminoacidos AIEPR755-759 e a insercao de aminoacidos TTYVNRSL (SEQ
ID NO: 33) apdés N754, em relacao a FVIII-FL-AA (SEQ ID NO: 19)
(AIEPR755-759TTYVNRSL) ("TTYVNRSL" divulgada como SEQ ID NO:
33)

[00255] As variantes m3 estdo na jun¢do entre a cadeia pesada e o
dominio B e, assim, a presente divulgacdo inclui polipeptideos que incluem a
mutacdo m3, incluindo CSO1-FL-AAm3, CSO1-HC-AAm3, CS04-FL-AAm3,
CS04- HC-AAm3, CS23-FL-AAm3, CS23-HC-AAm3, CS40-FL-AAm3 e
CS40-HC-AAm3 (todos os quais codificam as mesmas sequéncias proteicas
correspondentes).

[00256] Além disso, incluidos na presente divulgacdo ndo estdo
sequéncias polipeptidicas que incluem a mutacdo m3, mas também aquelas
sequéncias polinucleotidicas alteradas por cédon que codificam proteinas com
as mutacdes m3, tais como CSO1-FL-NAm3, CSO1-HC-NAm3, CS04. -FL-
NAm3, CS04-HC-NAm3, CS23-FL-NAm3, CS23-HC-NA-m3, CS40-FL-
NAm3 e CS40-HC-NAm3.

[00257] Em  modalidades  adicionais, os  polipeptideos e
polinucleotideos da divulgacdo incluem mutacdes m4. A eliminacdo da
ligacdo dissulfureto C1899-C1903 no Fator VIII também aumentou a
secrecdo. Além disso, os aumentos na secre¢do do Fator VIII sdo aditivos para

a combinacdo de substituicoes de aminoacidos F328S (SPI, F309S SPE) e
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C1918G/C1922G (Miao et al., Blood, 103: 3412-19 (2004); Selvaraj et al. J.
Thromb. Haemost., 10: 107-15 (2012)). Consequentemente, em algumas
modalidades, os polipeptideos do Fator VIII codificados incluem mutacdes
m4, que sdo as substituicdes de aminoacidos F328S (SPI, F309S SPE) e
C1918G/C1922G (SPI). Como a variante F328S estid na cadeia pesada e as
duas variantes de cisteina estdo na cadeia leve, as sequéncias polipeptidicas
que incluem mutacdes m4 sao CSO1-FL-AAm4, CSO1-HC-AAm4, CS01-LC-
AAm4, CS04-FL-AAm4 CS04-HC-AAm4, CS04-LC-AAm4, CS23-FL-
AAm4, CS23-HC-AAm4 e CS23-LC-AAm4.

[00258] Adicionalmente, incluidos na presente divulgacdo ndo estio
sequéncias polipeptidicas que incluem a mutacdo m4, mas também aquelas
sequéncias polinucleotidicas alteradas por cédon que codificam proteinas com
as mutacdes m4, tais como CSO1-FL-NAm4, CSO1-HC-NAm4, CSO1. -LC-
NAm4, CS04-FL-NAm4, CS04-HC-NAm4, CS04-LC-NAm4, CS23-FL-
NAm4, CS23-HC-NAm4, CS23-LC-NAm4, CS40-FL-NA-m4, CS40 -HC-
NA-m4 e CS40-LC-NA-m4.

[00259] Em  modalidades  adicionais, os  polipeptideos e
polinucleotideos da divulgacdo incluem mutacdes mS. Tal como acima, a
eliminacdo da ligacdo dissulfureto C1899-C1903 no Fator VIII também
aumentou a secrecdo. Substituicdes de aminoacidos C1918G/C1922G (SPI),
contidas na cadeia leve, referidas neste documento como o conjunto de
mutacoes mS.

[00260] As variantes m5 estdo na cadeia leve e, assim, a presente
divulgacdo inclui polipeptideos que incluem a mutacdo m5, incluindo CSO1-
FL-AAmS5, CSO1-LC-AAmS5, CS04-FL-AAmS, CS04-LC-AAmS5, CS23-FL -
AAmS, CS23-LC-AAmS5, CS40-FL-AAmS5 e CS40-LC-AAmS5 (todos os
quais codificam as mesmas sequéncias proteicas correspondentes).

[00261] Adicionalmente, incluidos na presente divulgacdo ndo estio

sequéncias polipeptidicas que incluem a mutacdo mS, mas também aquelas
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sequéncias polinucleotidicas alteradas por cédon que codificam proteinas com
as mutacoes m5, tais como CSO1-FL-NAmS5, CS01-LC-NAm5, CS04. -FL-
NAmS, CS04-LC-NAmS, CS23-FL-NA-m5, CS23-LC-NA-m5, CS40-FL-
NA-m5 e CS40-LC-NA-mS.

[00262] Para além de construtos especificas (aminodcidos e &acidos
nucleicos) que incluem ml, m2, m3, m4 e m5 individualmente, podem ser
feitas combinacdes de conjuntos de mutacdes, como delineado neste
documento. Como observado neste documento, eles sdo indicados como
“ml12”, que € a combinacdo de conjuntos ml e m2, ou “ml123”, que € a
combinacdo de conjuntos ml, m2 e m3. Assim, incluo na divulgacio
combinagdes duplas incluindo m12, m13, m14, m15, m23, m24, m25, m34,
m35 e m45. Também estdo incluidas combinacgdes triplas, m123, m124,
ml25, m234, m235 e m345. Além disso, estdo incluidas as combinagdes
quéadruplas, m1234, m1235, m1345 e a combinacdo m12345. De particular
interesse em algumas modalidades sdo os seguintes conjuntos de mutagao:
ml, m2, m3 e m4, m23, m123 e m234.

B. Ligantes substituidos no dominio B do Fator VIII

[00263] Em algumas modalidades, a ligacdo entre a cadeia pesada de
FVIII e a cadeia leve (por exemplo, o dominio B no Fator VIII do tipo
selvagem) € ainda alterada. Devido a restricdes de tamanho da capacidade de
empacotamento de AAV, as variantes de dominio B apagadas, truncadas e/ou
substituidas por ligante devem melhorar a eficicia do construto de terapia
génica de FVIIIL. O ligante substituido de dominio B mais convencional € o de
SQ FVIII, que retém apenas 14 aminoacidos do dominio B como sequéncia
ligante. Outra variante de VIII suino (“OBI-1 ” descrito na Patente US no
6.458.563) é bem expresso em células CHO e tem um ligante ligeiramente
mais longo de 24 aminoicidos. Em algumas modalidades, os construtos do
Fator VIII codificadas pelos polinucleotideos alterados por cédon descritos

neste documento incluem uma sequéncia ligante do dominio B do tipo SQ.
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Noutras modalidades, os construtos do Fator VIII codificadas pelos
polinucleotididos alterados por cédon descritos neste documento incluem uma
sequéncia ligante do dominio B do tipo OBI-1.

[00264] Em algumas modalidades, os polipeptideos codificados do
Fator VIII descritos neste documento incluem um ligante do dominio B do
tipo SQ, incluindo os aminoacidos 760-762/1657-1667 do dominio B do Fator
VIII humano de tipo selvagem (FVIII-FL-AA; SEQ ID NO: 19) (Sandberg et
al. Thromb. Haemost. 85:93 (2001)). Em algumas modalidades, o ligante de
dominio B do tipo SQ tem uma substituicdo de aminoicido relativamente a
sequéncia do tipo selvagem correspondente. Em algumas modalidades, o
ligante do dominio B do tipo SQ tem duas substituicdes de aminoicidos em
relacdo a sequéncia do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades, um peptideo de glicosila¢do € inserido no ligante do dominio B
do tipo SQ. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo ¢é
selecionado entre os apresentados na Figura 13 (SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67,69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢ao).
[00265] Em algumas modalidades, os polipeptideos codificados do
Fator VIII descritos neste documento incluem um ligante do dominio B do
tipo Greengene, incluindo os aminodcidos 760/1582-1667 do dominio B do
Fator VIII humano de tipo selvagem (FVIII-FL-AA; SEQ ID NO: 19) (Oh et
al., Biotechnol. Prog., 17: 1999 (2001)). Em algumas modalidades, o ligante
de dominio B do tipo Greengene tem uma substituicdo de aminoicido
relativamente a sequéncia do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades, o ligante do dominio B do tipo Greengene tem duas
substituicdes de aminoadcidos em relagdo a sequéncia do tipo selvagem
correspondente. Em algumas modalidades, um peptideo de glicosilacdo é
inserido no ligante do dominio B do tipo Greengene. Em algumas
modalidades, o peptideo de glicosilagdo € selecionado entre os apresentados

na Figura 13 (SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
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respectivamente, em ordem de aparicao).

[00266] Em algumas modalidades, os polipeptideos do Fator VIII
codificados descritos neste documento incluem um ligante do dominio B de
tipo SQ prolongado (SFSQNPPVLKRHQR; BDL-SQ-AA; SEQ ID NO: 30),
incluindo os aminodcidos 760-769/1657-1667 da do dominio B do Fator VIII
humano (FVIII-FL-AA; SEQ ID NO: 19) (Thim et al., Haemophilia, 16: 349
(2010)). Em algumas modalidades, o ligante de dominio B do tipo SQ
estendido tem uma substituicdo de aminoacido relativamente a sequéncia do
tipo selvagem correspondente. Em algumas modalidades, o ligante do
dominio B do tipo SQ estendido tem duas substituicdes de aminoacidos em
relacdo a sequéncia do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades, um peptideo de glicosila¢do € inserido no ligante do dominio B
do tipo SQ estendido. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilagao é
selecionado entre os apresentados na Figura 13 (SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67,69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢ao).
[00267] Em algumas modalidades, os polipeptideos codificados do
Fator VIII descritos neste documento incluem um ligante do dominio B do
tipo OBI-1 suino, incluindo 0S aminoacidos
SFAQNSRPPSASAPKPPVLRRHQR (SEQ ID NO: 31) do dominio de Fator
VIII B suino do tipo selvagem (Toschi et al., Curr. Opin. Mol. Ther. 12:517
(2010)). Em algumas modalidades, o ligante de dominio B do tipo OBI-1
suino tem uma substitui¢do de aminodcido relativamente a sequéncia do tipo
selvagem correspondente. Em algumas modalidades, o ligante do dominio B
do tipo OBI-1 suino tem duas substituicdes de aminoacidos em relagdo a
sequéncia do tipo selvagem correspondente. Em algumas modalidades, um
peptideo de glicosilagdo € inserido no ligante do dominio B do tipo OBI-1
suino. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilagdao € selecionado
entre os apresentados na Figura 13 (SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63,
65, 67,69, 71,73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢ao).
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[00268] Em algumas modalidades, os polipeptideos codificados do
Fator VIII descritos neste documento incluem um ligante do dominio B do
tipo OBI-1, incluindo os aminoécidos 760-772/1655-1667 do dominio B do
Fator VIII humano de tipo selvagem (FVIII-FL-AA; SEQ ID NO: 19). Em
algumas modalidades, o ligante de dominio B do tipo OBI-1 humano tem uma
substituicdo de aminodcido relativamente a sequéncia do tipo selvagem
correspondente. Em algumas modalidades, o ligante do dominio B do tipo
OBI-1 humano tem duas substituicdes de aminoacidos em relacdo a sequéncia
do tipo selvagem correspondente. Em algumas modalidades, um peptideo de
glicosilagdo € inserido no ligante do dominio B do tipo OBI-1 humano. Em
algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo € selecionado entre os
apresentados na Figura 13 (SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67,
69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢ao).

[00269] Em algumas modalidades, os polipeptideos codificados do
Fator VIII descritos neste documento incluem um ligante do dominio B do
tipo O8, incluindo os aminoidcidos SFSQNSRHQAYRYRRG (SEQ ID NO:
32) do dominio de Fator VIII B suino do tipo selvagem (Toschi et al., Curr.
Opin. Mol. Ther. 12:517 (2010)). Em algumas modalidades, o ligante de
dominio B do tipo OBI-1 suino tem uma substituicio de aminoacido
relativamente a sequéncia do tipo selvagem correspondente. Em algumas
modalidades, o ligante do dominio B do tipo OBI-1 suino tem duas
substituicdes de aminoadcidos em relagdo a sequéncia do tipo selvagem
correspondente. Em algumas modalidades, um peptideo de glicosilacdo é
inserido no ligante do dominio B do tipo OBI-1 suino. Em algumas
modalidades, o peptideo de glicosilacio € selecionado entre os apresentados
na Figura 13 (SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de aparicao).

[00270] A remocdo do dominio B dos construtos do Fator VIII ndo

parece afetar a atividade da enzima ativada (por exemplo, FVIlla),
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presumivelmente porque o dominio B é removido durante a ativagdo. No
entanto, o dominio B do Fator VIII contém varios residuos que sdo
modificados pés-traducdo, por exemplo, por glicosilacdo ligada a N ou O. A
andlise in silico (Prediction of N-glycosylation sites in human proteins, R.
Gupta, E. Jung and S. Brunak, in preparation (2004)) do dominio B do Fator
VIII do tipo selvagem, prevé que pelo menos quatro desses locais sao
glicosilados in vivo (Figura 14). Pensa-se que estas modificacdes no dominio
B contribuem para a regulacio pos-traducional e/ou meia-vida do Fator VIII
in vivo.

[00271] Enquanto o dominio B do Fator VIII est4 ausente na proteina
madura do Fator VIlla, a glicosilagdo no dominio B da molécula precursora
do Fator VIII pode aumentar a semivida de circulagdo da proteina antes da
ativacdo. Assim, em algumas modalidades, o ligante polipeptidico dos
construtos codificadas do Fator VIII descritas neste documento inclui uma ou
mais sequéncias de glicosilagdo, para permitir a glicosilagdo in vivo. Em
algumas modalidades, o agente de ligacdo polipeptidico inclui pelo menos
uma sequéncia de consenso de glicosilagdo (por exemplo, uma sequéncia de
consenso de glicosilagdo ligada a N ou O). Em algumas modalidades, o
agente de ligacdo polipeptidica inclui pelo menos duas sequéncias de
glicosilagdo de consenso. Em algumas modalidades, o agente de ligacao
polipeptidico inclui pelo menos trés sequéncias de glicosilacdo de consenso.
Em algumas modalidades, o agente de ligacdo polipeptidico inclui pelo menos
quatro sequéncias de glicosilacdo de consenso. Em algumas modalidades, o
agente de ligacdo polipeptidica inclui pelo menos cinco sequéncias de
glicosilagdo de consenso. Em algumas modalidades, o agente de ligacao
polipeptidico inclui pelo menos 6, 7, 8, 9, 10 ou mais sequéncias de
glicosilacdo de consenso.

[00272] Em algumas modalidades, o ligante polipeptideo contém pelo

menos uma sequéncia N-X-S/T de glicosilagao ligada a N, onde X é qualquer
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aminoicido diferente P, S ou T. Em algumas modalidades, o ligante
polipeptideo contém glicosilacdo ligadas a N pelo menos duas sequéncias N-
X-S/T, onde X é qualquer aminoicido diferente P, S ou T. Em algumas
modalidades, o ligante polipeptideo contém pelo menos trés sequéncias N-X-
S/T de glicosilagao ligadas a N, onde X é qualquer aminoacido diferente P, S
ou T. Em algumas modalidades, o ligante de polipeptideo contém pelo menos
quatro sequéncias N-X-S/T de glicosilacdo ligadas a N, onde X é qualquer
aminoicido diferente P, S ou T. Em algumas modalidades, o ligante
polipeptidico contém pelo menos cinco sequéncias N-X-S/T de glicosilacdo
ligadas a N, onde X é qualquer aminoécido diferente P, S ou T. Em algumas
modalidades, o ligante polipeptidico contém pelo menos 6, 7, 8, 9, 10, ou
mais sequéncias N-X-S/T de glicosilacdo ligadas a N, onde X é qualquer
aminoacido diferente P, S ou T.

[00273] Em algumas modalidades, o ligante polipeptidico inclui um
peptideo de glicosilacdo com elevada identidade de sequéncia com qualquer
uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B. Em algumas modalidades, o polipeptideo de glicosilagdo tem pelo
menos 92% de identidade com qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de aparicdo,
como mostrado nas Figuras 13A-13B. Em algumas modalidades, o peptideo
de glicosilacdo ndo tem mais do que duas substitui¢cdes de aminodcidos em
relacdo a qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67,
69, 71, 73 e 75, respectivamente, por ordem de aparecimento, como mostrado
nas Figuras 13A-13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilagao
ndo tem mais do que uma substituicdo de aminodcido relativamente a
qualquer das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-

13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacio possui uma
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sequéncia de aminodcidos selecionada de qualquer uma das SEQ ID NOS 51,
53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, por ordem de
apari¢ao, como mostrado nas Figuras 13A-13B.

[00274] Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilagdao tem pelo
menos 92% de identidade com qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢ao,
como mostrado nas Figuras 13A-13B e sdo codificadas por uma sequéncia
polinucleotidica possuindo pelo menos 90% de identidade com uma
sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a partir da SEQ ID NOS
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, como
mostrado nas Figuras 13A-13B. Em algumas modalidades, o peptideo de
glicosilacdo tem pelo menos 92% de identidade com qualquer uma das SEQ
ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente,
em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-13B e sdo
codificadas por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos 95%
de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a
partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem pelo menos
92% de identidade com qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59,
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢do, como
mostrado nas Figuras 13A-13B e € codificado por uma sequéncia
polinucleotidica possuindo pelo menos 98% de identidade com uma
sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a partir da SEQ ID NOS
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, em ordem
de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-13B.

[00275] Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem nao
mais do que duas substituicdes de aminoacidos em relacdo com qualquer uma

das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
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respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B
e sdo codificadas por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos
90% de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente
selecionada a partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
72 e 74, respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras
13A-13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem niao mais
do que duas substituicdes de aminoicidos em relacdo com qualquer uma das
SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B
e € codificado por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos 95%
de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a
partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem ndo mais do
que duas substituicdes de aminoicidos em relacio com qualquer uma das
SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B
e € codificado por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos 98%
de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a
partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B.

[00276] Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem ndo
mais do que uma substituicdo de aminodcido em relagdo com qualquer uma
das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B
e sdo codificadas por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos
90% de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente

selecionada a partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70,
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72 e 74, respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras
13A-13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem niao mais
do que uma substitui¢do de aminoicido em relagdo com qualquer uma das
SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B
e € codificado por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos 95%
de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a
partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem ndo mais do
que uma substituicdo de aminoacido em relacdo com qualquer uma das SEQ
ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente,
em ordem de apari¢cdo, como mostrado nas Figuras 13A-13B e € codificado
por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos 98% de identidade
com uma sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a partir da SEQ
ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente,
em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B.

[00277] Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilagao tem uma
sequéncia selecionada com qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59,
61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢do, como
mostrado nas Figuras 13A-13B e € codificado por uma sequéncia
polinucleotidica possuindo pelo menos 90% de identidade com uma
sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a partir da SEQ ID NOS
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, em ordem
de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-13B. Em algumas modalidades,
o peptideo de glicosilacao tem uma sequéncia selecionada com qualquer uma
das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, em ordem de apari¢do, como mostrado nas Figuras 13A-13B

e € codificado por uma sequéncia polinucleotidica possuindo pelo menos 95%
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de identidade com uma sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a
partir da SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B. Em algumas modalidades, o peptideo de glicosilacdo tem uma sequéncia
selecionada com qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63,
65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, em ordem de apari¢cdo, como
mostrado nas Figuras 13A-13B e € codificado por uma sequéncia
polinucleotidica possuindo pelo menos 98% de identidade com uma
sequéncia nucleotidica correspondente selecionada a partir da SEQ ID NOS
50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, em ordem
de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-13B.

[00278] Em algumas modalidades, o polipeptideo de Fator VIII
codificado por um polinucleotideo alterado por coédon descrito neste
documento tem um ligante substituido no dominio B em que um peptideo de
glicosilagdo € inserido na sequéncia ligante SQ (aminodcidos 760-773 de
CS04-FL-AA; SEQ ID NO: 2). Numa modalidade especifica, o peptideo de
glicosilagdo selecionado dentre qualquer uma das SEQ ID N 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, por ordem de apari¢ao,
como mostrado nas Figuras 13A-13B, um peptideo de glicosilacdo com pelo
menos 92% de identidade com qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75, respectivamente, por ordem de aparecicio,
como mostrado nas Figuras 13A-13B, um peptideo de glicosilacio com ndo
mais de duas substitui¢des de aminoicidos em relacdo a qualquer uma das
SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57, 59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73 e 75,
respectivamente, por ordem de aparicdo, como mostrado nas Figuras 13A-
13B, e um peptideo de glicosilacdo que ndo tem mais do que uma substitui¢ao
de aminoicido com relacdo a qualquer uma das SEQ ID NOS 51, 53, 55, 57,
59, 61, 63, 65, 67, 69, 71, 73, e 75, respectivamente, em ordem de apari¢do,

como mostrado nas Figuras 13A-13B. Em algumas modalidades, o peptideo
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de glicosilagdo € inserido no peptideo SQ entre os residuos N768 e P769
(relativamente a CS04-FL-AA; SEQ ID NO: 2).

[00279] Em algumas modalidades, o ligante polipeptidico do construto
do Fator VIII € codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica possuindo
uma identidade de sequéncia elevada a qualquer uma das apresentadas na
Figura 6 (SEQ ID NOS 5-7 e 36-48, respectivamente, por ordem de apari¢ao).
Em algumas modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos
95% de identidade com qualquer uma das mostradas na Figura 13 (SEQ ID
NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, em
ordem de aparicio). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia
nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com qualquer uma das
mostradas na Figura 13 (SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68,
70, 72 e 74, respectivamente, em ordem de aparicdo). Em algumas
modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com qualquer uma das mostradas na Figura 13 (SEQ ID NOS 50,
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, em ordem de
apari¢cdo). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 98% de identidade com qualquer uma das mostradas na Figura 13
(SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de apari¢do). Em algumas modalidades, a terceira
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99% de identidade com qualquer uma
das mostradas na Figura 13 (SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66,
68, 70, 72 e 74, respectivamente, em ordem de aparicdo). Em algumas
modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com qualquer uma das mostradas na Figura 13 (SEQ ID NOS 50,
52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74, respectivamente, em ordem de
apari¢cdo). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 99,9% de identidade com qualquer uma das mostradas na Figura

13 (SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
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respectivamente, em ordem de apari¢do). Em algumas modalidades, a terceira
sequéncia nucleotidica € idéntica a qualquer uma das mostradas na Figura 13
(SEQ ID NOS 50, 52, 54, 56, 58, 60, 62, 64, 66, 68, 70, 72 e 74,
respectivamente, em ordem de aparicao).

C. Polinucleotideos alterados por codon que Codificam uma Variante do
Fator VIII com um Ligante Clivavel

Polinucleotideos CS04 Alterados por Cédon

[00280] Numa modalidade, os polinuclotideos alterados por cddon
fornecidos neste documento incluem uma sequéncia nucleotidica codificando
um polipeptideo variante do Fator VIII com um ligante que € clivdvel in vivo.
O polipeptideo de Fator VIII inclui um Fator VIII de cadeia leve, um Fator
VIII de cadeia pesada e um ligante polipeptidico que une o terminal C da
cadeia pesada ao terminal N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII é codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo
uma identidade de sequéncia elevada com CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3),
que € a por¢ao de CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1) codificando para uma cadeia
pesada do Fator VIII. A cadeia leve do polipeptideo de Fator VIII é codificada
por uma segunda sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), que € a por¢ao de CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1) codificacdo para uma cadeia leve do Fator VIII. O ligante
polipeptidico inclui um sitio de clivagem da furina, que permite a maturacao
in vivo (por exemplo, apds a expressdo in vivo ou a administragdo do
polipeptideo precursor).

[00281] Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias
nucleotidicas t€ém pelo menos 95% de identidade de sequéncia com CS04-
HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas
modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos
96% de identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID

NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
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sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 97% de identidade de sequéncia
com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 98% de identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-LC-
NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99% de
identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3
e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99,5% de identidade de sequéncia
com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 99,9% de identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-
LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas sido idénticas a CS04-HC-NA e
CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente.

[00282] Em algumas modalidades, o ligante polipepeptidico do
construto do Fator VIII codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica
possuindo uma identidade de sequéncia elevada para BDLO04 (SEQ ID NO:
6), que codifica o ligante de 14 aminoécidos correspondente aos aminoacidos
760-773 de CS04. -FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a
terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com
BDLO04 (SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia
nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com BDLO04 (SEQ ID NO:
6). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo
menos 97% de identidade com BDLOO04 (SEQ ID NO: 6). Em algumas
modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de
identidade com BDLOO0O4 (SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, a
terceira sequéncia de nucleotideos € idéntica a BDLOO04 (SEQ ID NO: 6).

[00283] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
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codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS04-FL-NA
(SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo
menos 96% de identidade com CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). Em algumas
modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de identidade
com CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS04-FL-NA (SEQ ID
NO: 1). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos
99% de identidade com CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). Em algumas
modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de identidade
com CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CS04-FL-NA (SEQ
ID NO: 1). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica é idéntica a
CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1).

[00284] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo alterado pelo cédon tem uma sequéncia de aminoacidos
com identidade de sequéncia elevada para CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 97% de
identidade com CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a
sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 98% de identidade com CS04-FL-
AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos
tem pelo menos 99% de identidade com CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a
sequéncia de aminoécidos tem pelo menos 99,9% de identidade com CS04-
FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a sequéncia de
aminoacidos € idéntica a CS04-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[00285] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
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pelo polinucleotideo CS04, tendo uma alta homologia de sequéncia com
CS04-FL-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos
selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00286] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS04 compreende uma substituicio de aminodcidos ml.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS04 compreende uma substituicdo de aminodcidos m2. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende uma
substituicdo de aminoacidos m3. Numa modalidade, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m4. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS04 compreende uma substituicdo de aminodcidos mS.
[00287] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de aminodcidos m12. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04
compreende substitui¢cdes de aminodcidos m13. Numa modalidade, a variante
do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes
de aminoédcidos m23. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de aminodcidos m24.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS04 compreende substitui¢des de aminodcidos m25. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende
substituicoes de aminoacidos m34. Numa modalidade, a variante do Fator
VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de
aminoacidos m35.

[00288] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS04 compreende substitui¢des de aminodcidos m123. Numa

modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04
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compreende substituicdes de aminodcidos m234. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende
substitui¢cdes de aminoacidos m125.

Polinucleotideos CS01 Alterados por Cédon

[00289] Numa modalidade, os polinuclotideos alterados por cddon
fornecidos neste documento incluem uma sequéncia nucleotidica codificando
um polipeptideo variante do Fator VIII com um ligante que € clivdvel in vivo.
O polipeptideo de Fator VIII inclui um Fator VIII de cadeia leve, um Fator
VIII de cadeia pesada e um ligante polipeptidico que une o terminal C da
cadeia pesada ao terminal N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII € codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo
uma identidade de sequéncia elevada com CSO1-HC-NA (SEQ ID NO: 24),
que é a porcdao de CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13) codificando para uma
cadeia pesada do Fator VIII. A cadeia leve do polipeptideo de Fator VIII é
codificada por uma segunda sequéncia nucleotidica com uma identidade de
sequéncia elevada para CSO1-LC-NA (SEQ ID NO: 25), que é a por¢ao de
CSO01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) codificagao para uma cadeia leve do Fator
VIII. O ligante polipeptidico inclui um sitio de clivagem da furina, que
permite a maturagdo in vivo (por exemplo, apds a expressdo in vivo ou a
administracao do polipeptideo precursor).

[00290] Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias
nucleotidicas t€ém pelo menos 95% de identidade de sequéncia com CSO1-
HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente. Em
algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€ém pelo
menos 96% de identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA
(SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 97% de
identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24

e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
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sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 98% de identidade de sequéncia
com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CS01-LC-
NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€m pelo menos 99,5% de
identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24
e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99,9% de identidade de sequéncia
com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas sdo
idénticas a CSOI-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25),
respectivamente.

[00291] Em algumas modalidades, o ligante polipepeptidico do
construto do Fator VIII codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica
possuindo uma identidade de sequéncia elevada para BDLO04 (SEQ ID NO:
6), que codifica o ligante de 14 aminoécidos correspondente aos aminoacidos
760-773 de CSO1. -FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a
terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com
BDLOO04 (SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia
nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com BDLO04 (SEQ ID NO:
6). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo
menos 97% de identidade com BDLOO04 (SEQ ID NO: 6). Em algumas
modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de
identidade com BDLOO0O4 (SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, a
terceira sequéncia de nucleotideos € idéntica a BDLOO04 (SEQ ID NO: 6).
[00292] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia

elevada para CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13). Em algumas modalidades, a
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sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CSO1-FL-NA
(SEQ ID NO: 13). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 96% de identidade com CSOI1-FL-NA (SEQ ID NO: 13). Em
algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CSO1-FL-NA
(SEQ ID NO: 13). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 99% de identidade com CSOI1-FL-NA (SEQ ID NO: 13). Em
algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CSO1-FL-
NA (SEQ ID NO: 13). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica é
idéntica a CSO1-FL-NA (SEQ ID NO: 13).

[00293] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo alterado pelo cédon tem uma sequéncia de aminoacidos
com identidade de sequéncia elevada para CSO1-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 97% de
identidade com CSO1-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a
sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 98% de identidade com CSO1-FL-
AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoécidos
tem pelo menos 99% de identidade com CSO1-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 99,5% de
identidade com CSO1-FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a
sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 99,9% de identidade com CSO1-
FL-AA (SEQ ID NO: 2). Em algumas modalidades, a sequéncia de
aminoacidos € idéntica a CSO01-FL-AA (SEQ ID NO: 2).

[00294] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CSO1, tendo uma alta homologia de sequéncia com

CSO01-FL-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
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ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos
selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00295] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CSO1 compreende uma substituicio de aminodcidos ml.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CSO01 compreende uma substituicdo de aminodcidos m2. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende uma
substituicdo de aminoacidos m3. Numa modalidade, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo CSOl1 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m4. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CSO1 compreende uma substituicdo de aminodcidos mS.
[00296] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de aminodcidos m12. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1
compreende substitui¢des de aminodcidos m13. Numa modalidade, a variante
do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende substitui¢cdes
de aminoédcidos m23. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de aminoacidos m24.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CSO01 compreende substitui¢des de aminodcidos m25. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende
substituicoes de aminoacidos m34. Numa modalidade, a variante do Fator
VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de
aminoacidos m35.

[00297] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS01 compreende substitui¢des de aminodcidos m123. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1
compreende substituicdes de aminodcidos m234. Numa modalidade, a

variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende
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substitui¢coes de aminoacidos m125.

Polinucleotideos CS23 Alterados por Cédon

[00298] Numa modalidade, os polinuclotideos alterados por cddon
fornecidos neste documento incluem uma sequéncia nucleotidica codificando
um polipeptideo variante do Fator VIII com um ligante que € clivdvel in vivo.
O polipeptideo de Fator VIII inclui um Fator VIII de cadeia leve, um Fator
VIII de cadeia pesada e um ligante polipeptidico que une o terminal C da
cadeia pesada ao terminal N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo
de Fator VIII é codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo
uma identidade de sequéncia elevada com CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22),
que é a porcdo de CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20) codificando para uma
cadeia pesada do Fator VIII. A cadeia leve do polipeptideo de Fator VIII é
codificada por uma segunda sequéncia nucleotidica com uma identidade de
sequéncia elevada para CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23), que é a por¢ao de
CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20) codificagao para uma cadeia leve do Fator
VIII. O ligante polipeptidico inclui um sitio de clivagem da furina, que
permite a maturagdo in vivo (por exemplo, apds a expressdo in vivo ou a
administracao do polipeptideo precursor).

[00299] Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias
nucleotidicas t€ém pelo menos 95% de identidade de sequéncia com CS23-
HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente. Em
algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€ém pelo
menos 96% de identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA
(SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 97% de
identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22
e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 98% de identidade de sequéncia

com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente.
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Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-
NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€m pelo menos 99,5% de
identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22
e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99,9% de identidade de sequéncia
com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas sdo
idénticas a CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23),
respectivamente.

[00300] Em algumas modalidades, o ligante polipepeptidico do
construto do Fator VIII codificado por uma terceira sequéncia nucleotidica
possuindo uma identidade de sequéncia elevada para BDLO04 (SEQ ID NO:
6), que codifica o ligante de 14 aminodcidos correspondente aos aminoacidos
760-773 de CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). Em algumas modalidades, a
terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com
BDLO04 (SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia
nucleotidica tem pelo menos 96% de identidade com BDLOO04 (SEQ ID NO:
6). Em algumas modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo
menos 97% de identidade com BDLOO04 (SEQ ID NO: 6). Em algumas
modalidades, a terceira sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de
identidade com BDLOO0O4 (SEQ ID NO: 6). Em algumas modalidades, a
terceira sequéncia de nucleotideos é idéntica a BDLOO04 (SEQ ID NO: 6).
[00301] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS23-FL-NA

(SEQ ID NO: 20). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem
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pelo menos 96% de identidade com CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). Em
algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS23-FL-NA
(SEQ ID NO: 20). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 99% de identidade com CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). Em
algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CS23-FL-
NA (SEQ ID NO: 20). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica é
idéntica a CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20).

[00302] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo alterado pelo cédon tem uma sequéncia de aminoacidos
com identidade de sequéncia elevada para CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21).
Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoécidos tem pelo menos 97%
de identidade com CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
com CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminodcidos tem pelo menos 99% de identidade com CS23-FL-AA (SEQ
ID NO: 21). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 99,5% de identidade com CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 99,9% de
identidade com CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21). Em algumas modalidades, a
sequéncia de aminoacidos € idéntica a CS23-FL-AA (SEQ ID NO: 21).
[00303] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS23, tendo uma alta homologia de sequéncia com
CS23-FL-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos

selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.
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[00304] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS23 compreende uma substituicio de aminodcidos ml.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS23 compreende uma substituicdo de aminodcidos m2. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende uma
substituicdo de aminoacidos m3. Numa modalidade, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m4. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS23 compreende uma substituicdo de aminodcidos mS.
[00305] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de aminodcidos m12. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23
compreende substitui¢des de aminodcidos m13. Numa modalidade, a variante
do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes
de aminoédcidos m23. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de aminodcidos m24.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS23 compreende substituicdes de aminodcidos m25. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende
substituicoes de aminoacidos m34. Numa modalidade, a variante do Fator
VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de
aminoacidos m35.

[00306] Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de aminoacidos m123. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23
compreende substituicdes de aminodcidos m234. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende
substitui¢coes de aminoacidos m125.

D. Polinucleotideos alterados por cédon que codificam uma proteina de
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fator VIII de cadeia inica

[00307] Os construtos do fator VIII em que o sitio de clivagem da
furina localizado na extremidade do terminal C do dominio B removido retém
a atividade como um polipeptideo de cadeia simples, apesar de que a
maturacdo normal da molécula do Fator VIII ndo possa ocorrer (Leyte et al.
(1991)). Analogamente, um construto do Fator VIII deletado do dominio B
com um sitio de furina atenuado (contendo uma substituicio de aminoacido
R1664H) é mais biologicamente ativa do que o construto correspondente do
Fator VIII com um sitio de clivagem de furina de tipo selvagem (Siner et al.
(2013)). Consequentemente, em algumas modalidades, os polinucleotideos
alterados por cddon aqui proporcionados incluem uma sequéncia nucleotidica
que codifica um polipeptideo variante do Fator VIII de cadeia unica. O
polipeptideo de Fator VIII de cadeia tnica inclui um Fator VIII de cadeia
leve, um Fator VIII de cadeia pesada e um ligante polipeptidico que une o
terminal C da cadeia pesada ao terminal N da cadeia leve. O ligante
polipeptidico ndo inclui um sitio de clivagem de furina.

Polinucleotideos com Cédon CS04 de Cadeia Unica

[00308] Em uma modalidade, os polinucleotideos alterados por c6don
aqui proporcionados incluem uma sequéncia nucleotidica que codifica um
polipeptideo variante do Fator VIII de cadeia tnica. O polipeptideo de Fator
VIII inclui um Fator VIII de cadeia leve, um Fator VIII de cadeia pesada e um
ligante polipeptidico opcional que une o terminal C da cadeia pesada ao
terminal N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII é
codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo uma identidade
de sequéncia elevada com CS04-HC-NA (SEQ ID NO: 3), que € a porcao de
CS04-FL-NA (SEQ ID NO: 1) codificando para uma cadeia pesada do Fator
VIII. A cadeia leve do polipeptideo de Fator VIII é codificada por uma
segunda sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia elevada

para CS04-LC-NA (SEQ ID NO: 4), que € a por¢ao de CS04-FL-NA (SEQ
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ID NO: 1) codificagdo para uma cadeia leve do Fator VIII. O ligante
polipeptidico opcional ndo inclui um sitio de clivagem de furina.

[00309] Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias
nucleotidicas t€ém pelo menos 95% de identidade de sequéncia com CS04-
HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas
modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos
96% de identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID
NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 97% de identidade de sequéncia
com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 98% de identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-LC-
NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99% de
identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3
e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99,5% de identidade de sequéncia
com CS04-HC-NA e CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 99,9% de identidade de sequéncia com CS04-HC-NA e CS04-
LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas sio idénticas a CS04-HC-NA e
CS04-LC-NA (SEQ ID NOS 3 e 4), respectivamente.

[00310] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS04-SCI-NA (SEQ ID NO: 9). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS04-SC1-
NA (SEQ ID NO: 9). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 96% de identidade com CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). Em
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algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS04-SC1-
NA (SEQ ID NO: 9). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem
pelo menos 99% de identidade com CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). Em
algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CS04-SC1-
NA (SEQ ID NO: 9). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica é
idéntica a CS04-SC1-NA (SEQ ID NO: 9).

[00311] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS04-SC2-
NA (SEQ ID NO: 11). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 96% de identidade com CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS04-SC2-
NA (SEQ ID NO: 11). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 99% de identidade com CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CS04-
SC2-NA (SEQ ID NO: 11). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica € idéntica a CS04-SC2-NA (SEQ ID NO: 11).

[00312] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
simples codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cédon tem uma

sequéncia de aminodcidos com elevada identidade de sequéncia com CS04-
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SC1-AA (SEQ ID NO: 10; Fator Humano VIIIA (760-1667) (SPI; HsFVIIIA
(741-1648), SPE)). Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cddon tem uma sequéncia de
aminoacidos com identidade de sequéncia elevada para CS04-SC1-AA (SEQ
ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoicidos tem pelo
menos 97% de identidade com CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
com CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminoacidos tem pelo menos 99% de identidade com CS04-SC1-AA (SEQ
ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia de aminoicidos tem pelo
menos 99,5% de identidade com CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 99,9% de
identidade com CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades,
a sequéncia de aminoacidos € idéntica a CS04-SC1-AA (SEQ ID NO: 10).
[00313] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS04-SC1, tendo uma alta homologia de sequéncia com
CS04-SC1-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos
selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00314] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
simples codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cdédon tem uma
sequéncia de aminodcidos com elevada identidade de sequéncia com CS04-
SC2-AA (SEQ ID NO: 12; Fator Humano VIIIA (772-1667) (SPI; HsFVIIIA
(753-1648), SPE)). Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cddon tem uma sequéncia de
aminoacidos com identidade de sequéncia elevada para CS04-SC2-AA (SEQ
ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 97% de identidade com CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas

modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
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com CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminoacidos tem pelo menos 99% de identidade com CS04-SC2-AA (SEQ
ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 99,5% de identidade com CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 99,9% de
identidade com CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas modalidades,
a sequéncia de aminoacidos € idéntica a CS04-SC2-AA (SEQ ID NO: 12).
[00315] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
Unica codificada pelo polinucleotideo CS04-SC2, tendo uma alta homologia
de sequéncia com CS04-SC2-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais
substitui¢cdes de aminoacidos selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00316] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m1. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS04 compreende uma substituicio de aminodcidos m?2.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS04 compreende uma substituicdo de aminodcidos m3. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende uma
substituicdo de aminoacidos m4. Numa modalidade, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m5.

[00317] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de
aminoacidos m12. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de aminodcidos m13. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04
compreende substitui¢des de aminodcidos m23. Numa modalidade, a variante

do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes
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de aminoédcidos m24. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de aminodcidos m25.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS04 compreende substitui¢des de aminodcidos m34. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende
substitui¢cdes de aminoacidos m35.

[00318] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de
aminoicidos m123. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS04 compreende substituicdes de aminodcidos m234.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS04 compreende substituicdes de aminoacidos m125.

Polinucleotideos com Cédon CSO0I de Cadeia Unica

[00319] Em uma modalidade, os polinucleotideos alterados por c6don
aqui proporcionados incluem uma sequéncia nucleotidica que codifica um
polipeptideo variante do Fator VIII de cadeia tnica. O polipeptideo de Fator
VIII inclui um Fator VIII de cadeia leve, um Fator VIII de cadeia pesada e um
ligante polipeptidico opcional que une o terminal C da cadeia pesada ao
terminal N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII é
codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo uma identidade
de sequéncia elevada com CSO1-HC-NA (SEQ ID NO: 24), que € a porcdo de
CSO01-FL-NA (SEQ ID NO: 13) codificando para uma cadeia pesada do Fator
VIII. A cadeia leve do polipeptideo de Fator VIII é codificada por uma
segunda sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia elevada
para CSO1-LC-NA (SEQ ID NO: 25), que € a porcao de CSO1-FL-NA (SEQ
ID NO: 13) codificacdo para uma cadeia leve do Fator VIII. O ligante
polipeptidico opcional ndo inclui um sitio de clivagem de furina.

[00320] Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias

nucleotidicas t€ém pelo menos 95% de identidade de sequéncia com CSO1-

Peticao 870180039850, de 14/05/2018, pag. 120/255



106 /136

HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente. Em
algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo
menos 96% de identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA
(SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 97% de
identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24
e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 98% de identidade de sequéncia
com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-
NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€ém pelo menos 99,5% de
identidade de sequéncia com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24
e 25), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99,9% de identidade de sequéncia
com CSO1-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas sdo
idénticas a CSOI-HC-NA e CSO1-LC-NA (SEQ ID NOS 24 e 25),
respectivamente.

[00321] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CSO1-SCI1-NA (SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS01-SC1-
NA (SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 96% de identidade com CSO01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS01-SCI1-NA (SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades,

a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS01-SC1-
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NA (SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 99% de identidade com CSO01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS01-SCI1-NA (SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CSO1-
SCI-NA (SEQ ID NO: 26). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica € idéntica a CS01-SC1-NA (SEQ ID NO: 26).

[00322] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS01-SC2-
NA (SEQ ID NO: 27). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 96% de identidade com CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS01-SC2-
NA (SEQ ID NO: 27). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 99% de identidade com CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CSO1-
SC2-NA (SEQ ID NO: 27). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica € idéntica a CS01-SC2-NA (SEQ ID NO: 27).

[00323] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
simples codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cdédon tem uma
sequéncia de aminodcidos com elevada identidade de sequéncia com CSO1-
SC1-AA (SEQ ID NO: 10; Fator Humano VIIIA (760-1667) (SPI; HsFVIIIA
(741-1648), SPE)). Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII

codificada pelo polinucleotideo alterado pelo c6don tem uma sequéncia de
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aminoacidos com identidade de sequéncia elevada para CSO1-SC1-AA (SEQ
ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 97% de identidade com CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
com CSO1-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminoacidos tem pelo menos 99% de identidade com CSO1-SC1-AA (SEQ
ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 99,5% de identidade com CSOI1-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 99,9% de
identidade com CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades,
a sequéncia de aminoacidos € idéntica a CS01-SC1-AA (SEQ ID NO: 10).
[00324] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS01-SC1, tendo uma alta homologia de sequéncia com
CS01-SC1-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos
selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00325] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
simples codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cdédon tem uma
sequéncia de aminodcidos com elevada identidade de sequéncia com CSO1-
SC2-AA (SEQ ID NO: 12; Fator Humano VIIIA (772-1667) (SPI; HsFVIIIA
(753-1648), SPE)). Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo alterado pelo c6don tem uma sequéncia de
aminoacidos com identidade de sequéncia elevada para CSO1-SC2-AA (SEQ
ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 97% de identidade com CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
com CSO1-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminoacidos tem pelo menos 99% de identidade com CSO01-SC2-AA (SEQ

ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
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menos 99,5% de identidade com CSO01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminoacidos tem pelo menos 99,9% de
identidade com CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas modalidades,
a sequéncia de aminoacidos é idéntica a CS01-SC2-AA (SEQ ID NO: 12).
[00326] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
Unica codificada pelo polinucleotideo CS01-SC2, tendo uma alta homologia
de sequéncia com CSO01-SC2-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais
substitui¢cdes de aminoacidos selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00327] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CSOl1 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m1. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CSO1 compreende uma substituicio de aminodcidos m?2.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CSO01 compreende uma substituicio de aminodcidos m3. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende uma
substituicdo de aminoacidos m4. Numa modalidade, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo CSOl1 compreende uma substituicdo de
aminoacidos mS3.

[00328] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de
aminoacidos m12. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de aminodcidos m13. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1
compreende substitui¢des de aminodcidos m23. Numa modalidade, a variante
do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes
de aminoacidos m24. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de aminodcidos m25.

Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
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CSO01 compreende substitui¢des de aminodcidos m34. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende
substitui¢coes de aminoacidos m35.

[00329] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de
aminoicidos m123. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CSO1 compreende substituicdes de aminodcidos m234.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CSO01 compreende substituicdes de aminoacidos m125.

Polinucleotideos com Cédon CS23 de Cadeia Unica

[00330] Em uma modalidade, os polinucleotideos alterados por c6don
aqui proporcionados incluem uma sequéncia nucleotidica que codifica um
polipeptideo variante do Fator VIII de cadeia tnica. O polipeptideo de Fator
VIII inclui um Fator VIII de cadeia leve, um Fator VIII de cadeia pesada e um
ligante polipeptidico opcional que une o terminal C da cadeia pesada ao
terminal N da cadeia leve. A cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII é
codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica possuindo uma identidade
de sequéncia elevada com CS23-HC-NA (SEQ ID NO: 22), que € a porcdo de
CS23-FL-NA (SEQ ID NO: 20) codificando para uma cadeia pesada do Fator
VIII. A cadeia leve do polipeptideo de Fator VIII é codificada por uma
segunda sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia elevada
para CS23-LC-NA (SEQ ID NO: 23), que € a porcao de CS23-FL-NA (SEQ
ID NO: 20) codificacdo para uma cadeia leve do Fator VIII. O ligante
polipeptidico opcional ndo inclui um sitio de clivagem de furina.

[00331] Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias
nucleotidicas t€ém pelo menos 95% de identidade de sequéncia com CS23-
HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente. Em
algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€ém pelo

menos 96% de identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA
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(SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 97% de
identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22
e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 98% de identidade de sequéncia
com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas tém
pelo menos 99% de identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-
NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a
primeira e segunda sequéncias nucleotidicas t€m pelo menos 99,5% de
identidade de sequéncia com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22
e 23), respectivamente. Em algumas modalidades, a primeira e segunda
sequéncias nucleotidicas tém pelo menos 99,9% de identidade de sequéncia
com CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23), respectivamente.
Em algumas modalidades, a primeira e segunda sequéncias nucleotidicas sdo
idénticas a CS23-HC-NA e CS23-LC-NA (SEQ ID NOS 22 e 23),
respectivamente.

[00332] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS23-SCI1-NA (SEQ ID NO: 28). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS23-SC1-
NA (SEQ ID NO: 28). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 96% de identidade com CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS23-SCI1-NA (SEQ ID NO: 28). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS23-SC1-
NA (SEQ ID NO: 28). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 99% de identidade com CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28).

Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
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identidade com CS23-SCI1-NA (SEQ ID NO: 28). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CS23-
SCI-NA (SEQ ID NO: 28). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica € idéntica a CS23-SC1-NA (SEQ ID NO: 28).

[00333] Em algumas modalidades, o polinucleotideo alterado por
codon tem uma sequéncia nucleotidica com uma identidade de sequéncia
elevada para CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades, a
sequéncia nucleotidica tem pelo menos 95% de identidade com CS23-SC2-
NA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 96% de identidade com CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 97% de
identidade com CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 98% de identidade com CS23-SC2-
NA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica
tem pelo menos 99% de identidade com CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29).
Em algumas modalidades, a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,5% de
identidade com CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades,
a sequéncia nucleotidica tem pelo menos 99,9% de identidade com CS23-
SC2-NA (SEQ ID NO: 29). Em algumas modalidades, a sequéncia
nucleotidica € idéntica a CS23-SC2-NA (SEQ ID NO: 29).

[00334] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
simples codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cédon tem uma
sequéncia de aminodcidos com elevada identidade de sequéncia com CS23-
SC1-AA (SEQ ID NO: 10; Fator Humano VIIIA (760-1667) (SPI;
CS04A(741-1648), SPE)). Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cddon tem uma sequéncia de
aminoacidos com identidade de sequéncia elevada para CS23-SC1-AA (SEQ
ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo

menos 97% de identidade com CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas
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modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
com CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminoacidos tem pelo menos 99% de identidade com CS23-SC1-AA (SEQ
ID NO: 10). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 99,5% de identidade com CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 99,9% de
identidade com CS23-SCI1-AA (SEQ ID NO: 10). Em algumas modalidades,
a sequéncia de aminoacidos € idéntica a CS23-SC1-AA (SEQ ID NO: 10).
[00335] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS23-SC1, tendo uma alta homologia de sequéncia com
CS23-SC1-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%, 98%, 99%, 99,5%
ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais substituicdes de aminoacidos
selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00336] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
simples codificada pelo polinucleotideo alterado pelo cdédon tem uma
sequéncia de aminodcidos com elevada identidade de sequéncia com CS23-
SC2-AA (SEQ ID NO: 12; Fator Humano VIIIA (772-1667) (SPI; HsFVIIIA
(753-1648), SPE)). Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo alterado pelo c6édon tem uma sequéncia de
aminoacidos com identidade de sequéncia elevada para CS23-SC2-AA (SEQ
ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 97% de identidade com CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas
modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 98% de identidade
com CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia
de aminoacidos tem pelo menos 99% de identidade com CS23-SC2-AA (SEQ
ID NO: 12). Em algumas modalidades, a sequéncia de amino4cidos tem pelo
menos 99,5% de identidade com CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em
algumas modalidades, a sequéncia de aminodcidos tem pelo menos 99,9% de

identidade com CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12). Em algumas modalidades,
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a sequéncia de aminoacidos € idéntica a CS23-SC2-AA (SEQ ID NO: 12).
[00337] Em algumas modalidades, a variante do Fator VIII de cadeia
unica codificada pelo polinucleotideo CS23-SC2, tendo uma alta homologia
de sequéncia com CS23-SC2-AA (por exemplo, pelo menos 95%, 96%, 97%,
98%, 99%, 99,5% ou 99,9% identidade), compreende uma ou mais
substitui¢cdes de aminoacidos selecionadas de m1, m2, m3, m4 e m5.

[00338] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende uma substituicdo de
aminoacidos m1. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS23 compreende uma substituicio de aminodcidos m?2.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS23 compreende uma substituicdo de aminoacidos m3. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende uma
substituicdo de aminoacidos m4. Numa modalidade, a variante do Fator VIII
codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende uma substituicdo de
aminoacidos mS3.

[00339] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de
aminoacidos m12. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo
polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de aminodcidos m13. Numa
modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23
compreende substitui¢des de aminodcidos m23. Numa modalidade, a variante
do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes
de aminoédcidos m24. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de aminoacidos m25.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS23 compreende substituicdes de aminodcidos m34. Numa modalidade, a
variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende

substituicoes de aminoacidos m35.
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[00340] Numa modalidade, a variante do Fator VIII de cadeia unica
codificada pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de
aminoicidos m123. Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada
pelo polinucleotideo CS23 compreende substituicdes de aminodcidos m234.
Numa modalidade, a variante do Fator VIII codificada pelo polinucleotideo
CS23 compreende substituicdes de aminoacidos m125.

E. Vetores de Expressao do Fator VIII

[00341] Em algumas modalidades, os polinucleotideos alterados por
cddon aqui descritos sdo integrados em vetores de expressdao. Exemplos nao
limitativos de vetores de expressdo incluem vetores virais (por exemplo,
vetores adequados para terapia génica), vetores plasmideo, vetores de
bacteriéfago, cosmideos, fagemideos, cromossomas artificiais e semelhantes.
[00342] Exemplos ndo limitativos de vetores virais incluem: retrovirus,
por exemplo, virus da leucemia murina de Moloney (MMLYV), virus do
sarcoma murino Harvey, virus do tumor maméario murino e virus do sarcoma
de Rous; adenovirus, virus adeno-associados; Vus do tipo SV40;
poliomavirus; Virus Epstein-Barr; virus do papiloma; virus do herpes; virus
vaccinia; e virus da poliomielite.

[00343] Em algumas modalidades, os polinucleotideos alterados por
co6don aqui descritos sdo integrados num vetor de terapia génica. Em algumas
modalidades, o vetor de terapia genética € um retrovirus e, particularmente,
um retrovirus deficiente na replicacdo. Os protocolos para a produgdo de
retrovirus deficientes na replicacdo sd@o conhecidos na técnica. Para revisio,
ver Kriegler, M., Gene Transfer and Expression, A Laboratory Manual, W.H.
Freeman Co., New York (1990) and Murry, E. J., Methods in Molecular
Biology, Vol. 7, Humana Press, Inc., Cliffton, N.J. (1991).

[00344] Numa modalidade, o vetor de terapia génica € um vetor de
terapia genética baseado no virus adeno-associado (AAV). Os sistemas AAV

foram descritos anteriormente e sdo geralmente bem conhecidos na técnica
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(Kelleher and Vos, Biotechniques, 17(6):1110-17 (1994); Cotten et al., Proc
Natl Acad Sci USA, 89(13):6094-98 (1992); Curiel, Nat Immun, 13(2-3):141-
64 (1994); Muzyczka, Curr Top Microbiol Immunol, 158:97-129 (1992); and
Asokan A, et al., Mol. Ther.,, 20 (4): 699-708 (2012), cada um aqui
incorporado por referéncia na sua totalidade para todos os fins). Detalhes
relativos a geracdo e utilizagdo de vetores de rAAV sdo descritos, por
exemplo, nas Patentes US n° 5.139.941 e 4.797.368, cada uma aqui
incorporada por referéncia na sua totalidade para todos os fins. Em uma
modalidade particular, o vetor AAV € um vetor AAV-8.

[00345] Em algumas modalidades, os polinucleotideos alterados por
coddon aqui descritos sdo integrados num vetor de expressdo retroviral. Estes
sistemas foram descritos anteriormente e sdo geralmente bem conhecidos na
técnica (Mann et al., Cell, 33:153-159, 1983; Nicolas and Rubinstein, In:
Vectors: A survey of molecular cloning vectors and their uses, Rodriguez and
Denhardt, eds., Stoneham: Butterworth, pp. 494-513, 1988; Temin, In: Gene
Transfer, Kucherlapati (ed.), Nova York: Plenum Press, pp. 149-188, 1986).
Numa modalidade especifica, o vetor retroviral € um vetor lentiviral (veja, por
exemplo, Naldini et al., Science, 272(5259):263-267, 1996; Zufferey et al.,
Nat Biotechnol, 15(9):871-875, 1997, Blomer et al., J Virol., 71(9):6641-
6649, 1997; U.S. Pat. 6.013.516 e 5.994.136).

[00346] Pode ser utilizada uma grande variedade de vetores para a
expressdo de um polipeptideo de Fator VIII a partir de um polipeptideo
alterado no c6édon em cultura de células, incluindo vetores de expressao
eucaridticos e procaridticos. Em certas modalidades, um vetor plasmidico é
contemplado para utiliza¢do na expressao de um polipeptideo de Fator VIII na
cultura de células. Em geral, vetores plasmidicos contendo replicacdo e
sequéncias de controle que derivam de espécies compativeis com a célula
hospedeira sdo utilizados em ligacdo com estes hospedeiros. O vetor pode

transportar um sitio de replicacdo, bem como sequéncias de marcacdo que sao
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capazes de proporcionar selecdo fenotipica em células transformadas. O
plasmideo incluird o polinucletideo alterado por cédon que codifica o
polipeptideo de Fator VIII, operativamente ligado a uma ou mais sequéncias
de controle, por exemplo, um promotor.

[00347] Exemplos ndo limitantes de vetores para expressao procariota
incluem plasmideos tais como pRSET, pET, pBAD, etc., em que os
promotores utilizados em vetores de expressdo procaridticos incluem lac, trc,
trp, recA, araBAD, etc. Exemplos de vetores para expressdao eucariota
incluem: (i) para expressdao em levedura, vetores tais como pAO, pPIC,
pYES, pMET, utilizando promotores tais como AOX1, GAP, GAL1, AUGI,
etc; (ii) para expressdo em células de inseto, vetores tais como pMT, pAcS,
pIB, pMIB, pBAC, etc., utilizando promotores tais como PH, p10, MT, AcS5,
OplE2, gp64, polh, etc., e (iii) para expressio em células de mamifero,
vetores tais como pSVL, pCMV, pRc/RSV, pcDNA3, pBPV, etc., e vetores
derivados de sistemas virais tais como virus vaccinia, virus adenoassociados,
virus herpes, retrovirus, etc., utilizando promotores como CMV, SV40, EF-1,
UbC, RSV, ADV, BPV e B-actina.

IV. Exemplos

Exemplo 1 - Construto de uma Sequéncia de Expressdo Variante de Fator
VIII Alterado por Codon

[00348] Dois obstiaculos tiveram que ser superados para criar uma
sequéncia codificadora do Fator VIII que seja eficaz para a terapia genética da
hemofilia A. Primeiro, por causa das limitagdes do tamanho gen6mico dos
vetores de entrega da terapia génica convencional (por exemplo, virions
AAV), o polipeptideo de Fator VIII codificado teve que ser encurtado
consideravelmente. Em segundo lugar, a sequéncia de codificagdo teve que
ser alterada para: (i) estabilizar as interagdes de empacotamento dentro do
vetor de distribuicdo, (ii) estabilizar o intermediario de mRNA e (iii) melhorar

a robustez da transcricao/traducao do mRNA.
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[00349] Para atingir o primeiro objetivo, os Requerentes comegaram
com um construto de variante do Fator VIII suprimido de dominio B, referida
aqui como “FVIII-BDD-SQ.” Neste construto, o dominio B é substituido por
uma sequéncia de catorze aminodcidos designada por sequéncia “SQ”. O
FVIII-BDD-SQ recombinante vendido sob a designacdo comercial
REFACTO®, e demonstrou ser eficaz no tratamento da hemofilia A. No
entanto, a sequéncia de codificacio nativa para o FVIII-BDD-SQ, que inclui o
acido nucleico do tipo selvagem humano. As sequéncias das cadeias pesada e
leve do Fator VIII sdo ineficazmente expressas em vetores de terapia génica.
[00350] Para abordar a expressao pobre do FVIII-BDD-SQ nativo, o
algoritmo de otimizacdo de cddon descrito em Fath et al. (PLoS 1, 6: e17596
(2011)), modificado como descrito em Ward et al. (Blood, 117: 798 (2011)) e
em Mclntosh et al. (Blood, 121, 3335-3344 (2013)), foi aplicado a sequéncia
de FVIII-BDD-SQ para criar a primeira sequéncia de codificacdo
intermedidria CS04a. No entanto, os Requerentes reconheceram que a
sequéncia CS04a criada utilizando o algoritmo modificado poderia ser
melhorada modificando ainda mais a sequéncia. Por conseguinte, o0s
Requerentes reintroduziram dinucleotideos CpG, reintroduziram c6don CGC
para arginina, alterou as distribuicdes de cddons de leucina e serina,
reintroduziu pares de cédons altamente conservados e removeu caixa criptico
TATA, caixa CCAAT e elementos de sitio de emenda, evitando ilhas CpG e
super-representacdo sitio de trechos ricos em AT e ricos em GC.

[00351] Em primeiro lugar, o algoritmo modificado substitui
sistematicamente cddons contendo CpG-dinucleotideos (por exemplo, cédons
de arginina) com co6dons ndo-CpG-dinucleotideos e elimina/evita
dinucleotideos CpG criados por cédons vizinhos. Este impedimento estrito de
dinucleotideos CpG ¢é geralmente feito para prevenir a imunidade induzida
por TLR apés injecdo intramuscular de vacinas de DNA. No entanto, isso

limita as possibilidades de otimiza¢do do c6édon. Por exemplo, o algoritmo
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modificado exclui o uso do conjunto completo de cédons CGX de arginina.
Isto é particularmente perturbador na codificacdo de genes para expressao em
células humanas, porque CGC € o cddon de arginina mais frequentemente
utilizado em genes humanos altamente expressos. Além disso, evitar a criacdo
de CpGs por cbédons vizinhos limita ainda mais as possibilidades de
otimizacdo (por exemplo, limita o nimero de pares de cddons que podem ser
usados juntos).

[00352] Como ndo se espera que a imunidade induzida por TLR seja
um problema associado a terapia génica baseada em AAV direcionada ao
figado, cdédons incluindo CpGs e cddons vizinhos criando CpGs, sao
reintroduzidos na sequéncia de codificacio intermedidria CS04a,
preferencialmente na codifica¢do de sequéncia para cadeia leve do Fator VIII
(por exemplo, no 3 ' final da sequéncia de codificacdao de FVIII-BDD-SQ).
Isto permitiu o uso mais frequente de c6dons humanos preferidos,
particularmente os da arginina. Foi tomado cuidado, no entanto, para evitar a
criacdo de ilhas CpG, que sdo regides de sequéncia codificadora com uma
elevada frequéncia de sitios CpG. Isso € contrdrio aos ensinamentos de
Krinner et al. (Nucleic Acids Res., 42 (6): 3551-64 (2014)), o que sugere que
os dominios CpG a jusante dos sitios de inicio da transcricdo promovem
niveis elevados de expressdo génica.

[00353] Segundo, o algoritmo modificado aplica certos cddons
exclusivamente, como CTG para leucina, GTG para valina e CAG para a
glutamina. No entanto, isto ofende os principios do uso de cd6dons
balanceados, por exemplo, como proposto em Haas et al. (Current Biology, 6
(3): 315-24 (1996)). Para contabilizar o uso excessivo de cddons preferidos
pelo algoritmo modificado, codons de leucina alternados foram reintroduzidos
onde permitido pelas outras regras aplicadas a alteracdo de codon (por
exemplo, frequéncia de CpG e contetdo de GC).

[00354] Terceiro, o algoritmo modificado substitui pares de cdédons
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sem considerar qudo conservados eles sdo na natureza, quando certos critérios
(por exemplo, a presenca de dinucleotideos-CG) sdo atendidos. Para ter em
conta as propriedades benéficas que podem ter sido conservadas pela
evolugdo, os pares de codons mais conservados que foram substituidos pelo
algoritmo e pelos pares de cddons preferidos mais conservados, por exemplo,
como descrito em Tats et al. (BMC Genomics 9: 463 (2008)), foram
analisados e ajustados onde permitido pelas outras regras aplicadas a alteragao
do cédon (por exemplo, frequéncia de CpG e conteido GC).

[00355] Em quarto lugar, os cdédons de serina utilizados na sequéncia
de codificacdo intermediaria foram também reprojetados. Especificamente, os
cddons de serina AGC, TCC, e TCT foram introduzidos na sequéncia de
codificacdo modificada com maior frequéncia, para melhor corresponder
globalmente a utilizacdo de c6dons humanos (Haas et al., supra).

[00356] Em quinto lugar, a caixa TATA, os elementos da caixa
CCAAT e os sitios de processamento intron/éxon foram rastreados e
removidos da sequéncia de codificacdo modificada. Ao modificar a sequéncia
de codificacdo, foi tomado o cuidado de evitar a super-representacao local de
trechos ricos em AT ou ricos em GC.

[00357] Finalmente, para além de otimizar a utilizacdo do c6édon na
sequéncia de codificagdo, os requisitos estruturais do virion de AAV
subjacente foram considerados quando se refinou ainda mais a sequéncia de
codificacdo intermédia CS04a. Os vetores AAV (por exemplo, a por¢io de
acido nucleico de um virion AAV) sio empacotados como moléculas de
cadeia tnica de DNA em seus capsideos (para revisdo, ver, Daya e Berns,
Clin. Microbiol Rev., 21 (4): 583-93 (2008)). Portanto, é provavel que o teor
de GC do vetor influencie o empacotamento do genoma e, assim, 0S
rendimentos do vetor durante a producdo. Como muitos algoritmos, o
algoritmo modificado usado aqui cria uma sequéncia genética otimizada com

um contetido de GC de pelo menos 60% (veja, Fath et al., PLoS One, 6 (3):
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el17596 (2011) (errata em: PLoS One, (6) 3 (2011)). No entanto, a proteina da
capsideo AAVS8 ¢ codificada por uma sequéncia de nucleotideos com um teor
de GC inferior de cerca de 56%. Assim, para mimetizar melhor a sequéncia
de codificacdo da proteina de capsideo AAVS8 nativa, o teor de GC da
sequéncia de codificagdo intermedidria CS04a foi reduzido para 56%.

[00358] A sequéncia de codificagdo CSO04 resultante, mostrada na
Figura 2, tem um conteido geral de GC de 56%. O conteido em
dinucleotideo CpG da sequéncia ¢ moderado. Contudo, os dinucleotideos
CpG estao predominantemente presentes na porcdo a jusante da sequéncia de
codificacdo, por exemplo, a por¢ao codificadora da cadeia leve do Fator VIIIL.
A sequéncia CS04 tem 79,77% de identidade de sequéncia nucleotidica com
as sequéncias de codificagdo correspondentes no Fator VIII de tipo selvagem
(acesso ao Genbank M14113).

[00359] Para fins de comparacdo, varios outros construtos ReFacto
otimizados por cédons foram preparados. CS0O1 foi construido aplicando o
algoritmo de otimiza¢do de cddons de Fath et al., Modificado por Ward et al.,
Como feito para CS04. No entanto, ao contrario do CS04, o CSO1 nado contém
ilhas CpG. O construto CS08 ReFacto foi optimizado por cdédon como
descrito em Radcliff PM et al., Gene Therapy, 15: 289-97 (2008), cujo
contedido € aqui expressamente incorporado por referéncia, na sua totalidade,
para todos os fins. O construto ReFacto otimizado para o cdédon CS10 foi
obtido da Eurofins Genomics (Ebersberg, Alemanha). O construto ReFacto
otimizado para c6don CS11 foi obtido da Integrated DNA Technologies, Inc.
(Coralville, EUA). O construto ReFacto otimizado para o c6don CH25 foi
obtido a partir dos servicos GeneArt da ThermoFischer Scientific
(Regensburg, Alemanha). O construto CS40 ReFacto consiste na sequéncia de
codificacao do Fator VIII do tipo selvagem. O algoritmo usado para construto
CS23 € baseado na ferramenta JCAT (www.jcat.de), uma ferramenta on-line

para otimizacdes de codons (Grote et al., 2005; Nucl. Acids Res. W526-31).
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A sequéncia foi modificada para refletir mais o uso de c6dons da superfamilia
de albumina (Mirsafian et al. 2014: Sc. Word Journal 2014, ID 639682). As
identidades de sequéncia compartilhadas entre cada uma das sequéncias de
codificacao do ReFacto sao mostradas em Tabela 2, abaixo.

Tabela 2 - Matriz de identidade percentual para construtos de Fator VIII

alterados por codon.

CSo1 CS04 CS08 | CS10 | CS11 CS40 CH25 CS23
CSO01 100%
CS04 93,0% 100%
CS08 80,7% | 82.2.% 100%
Cs10 79.1% | 79,4% 78.4% | 100%
Csl11 783% | 78.3% 78.1% | 77.5% | 100%
CS40 79.6% | 79,8% 76,7% | 77,6% | 75.4% 100%
CH25 81.3% | 85,1% 85.0% | 79.9% | 79.4% 75.8% 100%
CS23 843% | 89.2% 85.1% | 80.3% | 79.9 76,5% 93,2% 100%
[00360] Os plasmideos de cada construto foram construidos por

clonagem de fragmentos de DNA sintéticos diferentes no mesmo plasmideo
da estrutura principal do vetor (pCh-BB0O1). A sintese de DNA dos
fragmentos BDD-FVIII do tipo Refacto com sitios de restricdo de enzimas
Ascl e Notl flanqueantes foi realizada por ThermoFischer Scientific
(Regensburg, Alemanha). A estrutura principal do vetor contém duas
repeticdes terminais invertidas derivadas de AAV?2 (ITRs) que abrangem uma
sequéncia promotora/potencializadora derivada do gene de transtirretina
murino especifico para o figado, sitios de restricio Ascl e Notl para insercao
do respectivo tipo BDD-FVIII do tipo Refacto e um sitio poliA sintético.
Ap6s ligacdo da estrutura principal do vetor preparado e insercdes através dos
sitios Ascl e Notl, os plasmideos resultantes foram amplificados em escala de
miligramas. As sequéncias BDD-FVIII do tipo Refacto dos construtos foram
verificadas por sequenciacdo direta (Microsynth, Balgach, Suica). A
clonagem resultou em sete construtos plasmidicos diferentes denominadas
pCS40, pCS01, pCS04, pCS08, pCS10, pCS11 e pCh25 (Figura 23). Os

construtos t€ém a mesma estrutura principal do vetor e codificam a mesma
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proteina FVIII deletada no dominio B (tipo BDD-FVIII do Refacto), mas
diferem na sua sequéncia de codificagao do FVIIL.

[00361] Os vetores baseados em AAVS8 foram preparados pelo método
de transfeccdo, como descrito em Grieger JC, et al. (Vetores de virus
utilizando células HEK293 em suspensdo e colheita continua de vetores a
partir dos meios de cultura para GMP FIX e FLT1 Clinical Vector, Mol Ther.,
Out. 6 (2015) doi: 10.1038/mt.2015.187. [Publicacdo eletronica diante da
impressao]), cujo conteido é aqui expressamente incorporado por referéncia,
na sua totalidade, para todos os efeitos. Utilizaram-se células de suspensao
HEK293 para transfeccdes de plasmideo utilizando o plasmideo do vetor
FVIII correspondente, o plasmideo auxiliar pXX6-80 (transportador de genes
auxiliares adenovirais) e o plasmideo de empacotamento pGSK2/8
(contribuindo com os genes rep2 e cap8). Para isolar os construtos de AAVS,
as péletes de células de culturas de um litro foram processados usando
gradientes de iodixanol, como descrito em Grieger et al. (2015, supra). O
procedimento resultou em preparagdes vetoriais chamadas vCSO1, vCS04,
vCS08, vCS10, vCS11 e vCH25. Os vetores foram quantificados por qPCR
usando o procedimento qPCR universal visando as repeticdes terminais
invertidas AAV2 (Aurnhammer, Human Gene Therapy Methods: Parte B 23:
18-28 (2012)). Um plasmideo de vetor de controle contendo repeti¢cOes
terminais invertidas AAV?2 serviu para preparar a curva padrao. O construto
vCS04 resultante € apresentado como SEQ ID NO: 8 nas Figuras 7A-7C.
[00362] A integridade dos genomas do vetor foi analisada por
electroforese em gel de agarose AAV. A eletroforese foi realizada como
descrito em Fagone et al., Human Gene Therapy Methods 23: 1-7 (2012).
Resumidamente, as preparacdes de vetor AAV foram incubadas a 75° C
durante 10 minutos na presenca de SDS a 0,5% e depois arrefecidas até a
temperatura ambiente. Aproximadamente 1,5E10 genomas vector (vg) foram

carregados por pista num gel de agarose 1XTAE a 1% e sujeitos a eletroforese
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durante 60 min a 7 V/cm de comprimento de gel. O gel foi entdo corado em
2x solucao GelRed (Biotium Cat # 41003) e fotografado por
ChemiDocTMMP (Biorad). Os resultados mostrados na Figura 24
demonstram que os vetores virais vCSO1, vCS04 e vCS40 possuem o genoma
do mesmo tamanho, indicado por uma banda distinta na faixa de Skb (Figura
24, faixas 2-4). Apesar de um tamanho de vetor de aprox. 5,2 kb, o genoma
uma banda homogénea que confirma o empacotamento correto do genoma um
pouco exagerado (em relagdo a um genoma do tipo selvagem AAV de 4,7
kb). Todas as outras preparacdoes de vetor vCS mostram o mesmo tamanho
genOmico (dados nao mostrados).

[00363] De modo a confirmar o padrdo esperado das proteinas da
capsideo, o SDS-PAGE seguido de colora¢do prata foi realizado com os
vetores VCSO1, vCS04 e vCS40 (Figura 25). Como mostrado na figura, o
procedimento de purificagdo a jusante resultou em material altamente
purificado apresentando o padrao de proteina esperado de VP1, VP2 e VP3
(Figura 25, pistas 2-4). O mesmo padrdo foi observado com todas as outras
preparagdes virais (ndo mostrado). O procedimento SDS-PAGE das
preparacdes de AAV foi realizado de acordo com procedimentos padrdo.
Cada pista continha 1E10 vg do respectivo construto viral e foram separados
num gel Bis-Tris (NuPAGE® Novex, Life Technologies) a 4-12%, de acordo
com as instrucdes do fabricante. A coloracdo prata foi realizada com um kit
SilverQuestTM (Novex, Life Technologies) de acordo com as instru¢des do
fabricante.

[00364] Surpreendentemente, os vetores AAV vCSOl e vCS04
apresentaram maior empacotamento do virion, medido por rendimentos mais
elevados na producdo do virus AAV, em comparacdo com o construto de
codificacdo de tipo selvagem vCS40 e os outros construtos otimizados por
codon. Como mostrado em Tabela , os vetores vCSO1 e vCS04 replicaram

substancialmente melhor que vCS40, proporcionando um aumento de
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rendimento de 5-7 vezes no titulo de AAV.
Tabela 3 - Produz cultura de células por litro obtida com os construtos de

vetor AAV vCS01, vCS04 e vCD40, como purificado a partir de péletes

celulares.

Construto Concentracdo de vetor Rendimentos Aumento da
[vg/ml] [vg Nlitro] Dobra
x10E12 x10E12 Vs p

vCS40 2.0 11.0 -

vCSO01 9.2 51,4 4,7

vCS04 - amostra 1 17,6 79,2 72

vCS04 - amostra 2 15,9 58,8 5,4

Exemplo 2 - Expressdo In Vivo de Sequéncias de Expressdo Variante de
Fator VIII Alteradas por Cédon

[00365] Para testar a poténcia biol6gica das sequéncias variantes do
Fator VIII alteradas com cédon, os construtos de FVIII tipo ReFacto descritos
no Exemplo 1 foram administradas a camundongos sem o Fator VIIL
Resumidamente, os ensaios foram realizados em camundongos nocaute
(CS7BI/6FVIII (ko) (com 6-8 animais por grupo) por injecao na veia da cauda
de genomas vetoriais 4E12 (vg) por quilograma de peso corporal de
camundongo. O sangue foi retirado 14 dias apds a injecdo por pungdo retro-
orbital e o plasma foi preparado e congelado utilizando procedimentos
padrdo. Os niveis de expressdo no dia 14 foram escolhidos porque existe uma
influéncia minima de anticorpos inibidores neste momento, que sao vistos em
alguns animais deste modelo de camundongo em tempos posteriores. A
atividade de FVIII no plasma de camundongo foi determinada utilizando o
ensaio de Technochrome FVIII realizado, com apenas pequenas
modificacdes, como sugerido pelo fabricante (Technoclone, Viena, Austria).
Para o ensaio, as amostras de plasma foram apropriadamente diluidas e
misturadas com reagentes de ensaio, contendo trombina, fator IX ativado
(FIXa), fosfolipideos, fator X e célcio. Apds a ativacdo do FVIII pela
trombina, forma-se um complexo com FIXa, formam-se fosfolipideos e
célcio. Este complexo ativa o FX para o FX ativado (FXa) que, por sua vez,

cliva a para-nitroanilida (pNA) do substrato cromogénico. A cinética da

Peticao 870180039850, de 14/05/2018, pag. 140/255



126 / 136

formacdo de pNA é medida a 405 nm. A taxa é diretamente proporcional a
concentracao de FVIII na amostra. As concentracdes de FVIII sdo lidas a
partir de uma curva de referéncia e os resultados sdo dados em IU
FVIII/mililitro.

[00366] Os resultados, apresentados em Tabela 4 abaixo, demonstram
que as sequéncias alteradas por cédon concebidas utilizando algoritmos
comerciais (CS10, CS11 e CH25) proporcionaram apenas um aumento
modesto no Fator VIII de BDD (3-4 vezes) em compara¢ao com o construto
de Fator VIII BDD de tipo selvagem (CS40). Similarmente, o construto de
Fator VIII BDD alterado por c6don preparado como descrito em Radcliffe et
al. (CS08), proporcionaram apenas um aumento de 3-4 vezes na expressao de
BDD-FVIIIL. Este resultado € consistente com os resultados relatados em
Radcliff et al. Surpreendentemente, os construtos CSO01, CS04 e CS23
proporcionaram uma expressdo de BDD-FVIII muito mais elevados nos
ensaios de biopoténcia in vivo (aumentos de 18, 74 e 30 vezes,
respectivamente).

Tabela 4 - Expressdao de FVIII no plasma de camundongos nocaute para

FVIII induzidos por diferentes construtos de vetor AAV.

Construto | Algoritmo de Cédon Média de FVIII Desvio Numero de | Aumento
Expressao no | padrdao camundongos da Dobra
Dia 14 [IU/ml] Vs p
vCS40 Tipo selvagem humano | 0,03 0,03 12 -
vCSO01 Requerentes 0,55 0,28 22 18,3
vCS04 Requerentes 2,21 1,20 55 73.7
vCS08 Radcliffe et al. 0,11 0,01 6 3,6
vCS10 Eurofins 0,09 0,01 7 3,0
vCS11 IDT 0,08 0,02 8 2,7
vCH25 GeneArt 0,13 0,12 18 4,3
vCS23 Requerentes 0,91 0,32 5 30,3

Exemplo 3 - Projeto de peptideos de glicosilacdo para o ligante substituido
no dominio B
[00367] Outros demonstraram que a inclusdo de um pequeno peptideo

(o “peptideo V3”) contendo seis sitios de glicosilacao ligados por N putativos
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do dominio B do Fator VIII do tipo selvagem, num construto de terapia
genética com delecdo do dominio B, aumentou os niveis do Fator VIII no
plasma de camundongos (Mclntosh et al., Blood 121 (17): 3335-44 (2013)).
No entanto, a fim de manter o pequeno tamanho do ligante substituido com o
dominio B, os sitios de glicosilagao foram retirados do contexto do dominio B
de tipo selvagem. A previsdo in silico (Gupta et al., Supra) do agente de
ligacdo contendo o peptideo V3 sugere que apenas dois destes sitios de
glicosilagdo no peptideo V3 serdo modificados in vivo (Figura 15).

[00368] Assim, os Requerentes tentaram identificar peptideos de
glicosilacdo alternativos que suportariam niveis mais elevados de glicosilagdo
in vivo, que combinavam com a glicosilacdo de tipo selvagem mais perto do
que o peptideo V3. Os requerentes desenharam e testaram varios peptideos de
glicosilagdo alternativos, in silico. Véarios destes peptideos, mostrados nas
Figuras 13A-13B, foram previstos para terem igual ou maior glicosilacio in
vivo do que o peptideo V3, quando colocados entre os aminoacidos N768 e
P769 do ligante substituido no dominio B na SEQ ID NO: 2. Os resultados
das previsoes in silico sio mostrados em Tabela 5, abaixo. Tabela 5 também
reportam os resultados de experiéncias de expressdo realizadas para varios
construtos codificando uma proteina do Fator VIII do tipo ReFacto com um
peptideo de glicosilacdo incorporado no ligante substituido no dominio B,
num contexto otimizado de cédons CSO1.

Tabela 5 - Predi¢ao da glicosilacio N em peptideos ligantes substituidos no

dominio B e desempenho de construtos de vetores AAV in vivo.

Numero de sitios | Expressdo no Ntmero de | Tndice  de
Sequéncia de glicosilagio N | Dia 28 SD camundongos [n] aumento

previstos [TU/ml]
vCS01 0 0,74 0,52 5 21
vNG1/CS01 4 n.d. - - -
vNG4/CS01 3 1,93 0,57 6 55
vNG5/CS01 2 n.d. - - -
vNG6/CS01 1 0,80 0,67 5 23
vNG9/CS01 1 n.d. - - -
vNG10/CS01 2 2,66 0,52 6 76
vNG16/CS01 2 1,59 0,57 6 45
vNG17/CS01 2 n.d. - - -
vNG18/CS01 2 n.d. - - -
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Numero de sitios | Expressdo no Ntmero de | Tndice  de
Sequéncia de glicosilagio N | Dia 28 SD

previstos [1U/ml] camundongos [n] aumento
vNG19/CS01 2 0,88 0,25 5 25
vNG20/CS01 2 n.d. - - -
vNG21/CS01 2 n.d. - - -
vCS40 0 0,035 0,030 12 1
[00369] Os vetores AAV contendo as variantes NG foram construidos

como descrito no Exemplo 1 e testados em camundongos com eliminagao de
FVIII, como descrito no Exemplo 2. Todos os vetores de virus (exceto o vetor
de controle vCS40) Tabela 5 sdo baseados no algoritmo usado no vCS01. Um
conjunto paralelo de construtos usando o algoritmo de vCS04 também foi
preparado (série VNG/CS04) e € testado no modelo de camundongo. Os
resultados foram comparados com os niveis de expressdo alcangados com o
construto vCS40 do tipo selvagem. O dia 28 niveis de expressdo foram
escolhidos neste exemplo, porque os niveis de expressdo da maioria do
construto atingiram os niveis mais altos neste momento. Trés vetores de AAV
atingiram niveis de expressdo de FVIII maiores que 40 vezes incluindo
vNG4/CS01, vNG10/CSO01 e vNG16/CSO1 (Tabela 5). Espera-se que os
construtos correspondentes VNG4/CS04, vNG10/CS04 e vNG16/CS04
mostrem uma expressao ainda maior, porque eles sdo baseados no algoritmo
superior vCS04.

[00370] Surpreendentemente, os vetores AAV da série VNG/CSO1
tinham um maior empacotamento do virion, medido por rendimentos mais
elevados na producdo do virus AAV, em comparacdo com o construto de
codificacdo do tipo selvagem vCS40. Como mostrado em Tabela 6, os
vetores baseados em VNG/CSOl replicaram substancialmente melhor que
vCS40, proporcionando um aumento de rendimento de aproximadamente 3
vezes no titulo de AAV.

Tabela 2 - Produz cultura de células por litro obtida com os construtos de

vetor AAV como purificado a partir de péletes celulares.

Dobra o aumento vs

Sequéncia Vetor conc. [vg/ml] x10'> | Rendimentos [vg/litro] x10'? ;

tipo selvagem
vCSO1 9,17 51,35 4,7
vNG1/CS01 2,13 17,04 1,5
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Sequéncia Vetor conc. [vg/ml] x10'? | Rendimentos [vg/litro] x10'2 Dobra © aumento Vs
tipo selvagem

vNG4/CS01 5,74 33,01 3,0
vNG5/CS01 6,91 27,29 2,5
vNG6/CS01 7,01 40,66 3,7
vNG9/CS01 6,39 29,39 2,7
vNG10/CS01 8.57 37,71 3.4
vNG16/CS01 53 28.36 2,6
vNG17/CS01 4.24 32.22 2,9
vNG18/CS01 6.11 37,88 3.4
vNG19/CS01 9,42 39,56 3,6
vNG20/CS01 4,09 30,27 2,8
vNG21/CS01 n.d. - -

vCS40 2,03 11 1,0

Exemplo 4 - Construgdo de construtos mutantes de BDD-FVIII

[00371] Foram clonados e pesquisados numerosos construtos BDD-
FVIII tipo Refacto mutados, portadores de mutacdes de aminoacidos dentro
da cadeia pesada do Fator VIII e/ou ligante substituido no dominio B. Os
vetores correspondentes, como referido aqui como a série de "vCS" de
vetores, codificam variantes de BDD-FVIII no CS01, CS04 e CS23 cddon-
alterado em contextos. O método usado para construir os planos de fundo
CSO1 e CS04 ¢ descrito em Exemplo 1. O método usado para construir o
CS23 foi baseado na ferramenta JCAT (www.jcat.de), uma ferramenta on-line
para otimizacdes de codons (Grote et al., 2005; Nucl. Acids Res. W526-31).
A sequéncia foi ainda modificada para refletir mais o uso de cddons da
superfamilia de albumina (Mirsafian et al. Sc. Word Journal, ID 639682
(2014)), cujo conteddo é aqui expressamente incorporado por referéncia, em
sua totalidade, para todos os propdsitos.

[00372] Combinacdes de trés tipos de mutacdes foram incluidas nas
sequéncias FVIII da série de construtos vCS. A primeira alteracao de
aminoacidos introduzida na sequéncia de FVIII é a mutacao X1 (TTYVNRSL
(SEQ ID NO: 33); X. Xiao), que introduz um sitio de glicosilagao adicional
perto do ligante substituido no dominio-B. A muta¢do X1 é também referida
aqui como a muta¢do “m3”. A segunda alteracdo de aminoécidos feita na
sequéncia de FVIII inclui a mutacdo F328S (SPI, SP309S SPE), uma

alteracdo de aminoécidos conhecida por melhorar a secrecdo de FVIII
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(Swaaroop, J. Biol. Chem., 272: 24121-24 (1997)). Esta mutacdo € também
referida aqui como a mutagdo “ml”. A terceira alteracio € a chamada
mutacdo X5, que é uma combinacdo de cinco alteragdes de aminoicidos no
dominio A1l da cadeia pesada que melhora a atividade especifica e a secrecdo
de BDD-FVIII (Cao et al., 2014; ASGCT resumo # 460 detalhes de mutagdes
reveladas na apresentacdo oral). A mutacdo X5 é também referida aqui como
a mutacdo “m2”. Em seguida, foram feitas combinacdes de X1 e F328S (SPI,
F309S SPE), seguidas pelas combinacdes de X1 e X5, também referidas
como “X6”, e ainda outras combinacdes de X5 e F328S (SPI, F309S SPE)
foram feitas (Tabela 7).

[00373] Sintese de genes e clonagem dos plasmideos do vetor. Os
plasmideos foram construidos por clonagem de fragmentos de DNA sintéticos
diferentes no mesmo plasmideo da estrutura principal do vetor (pCh-BBO1).
A sintese de DNA dos fragmentos BDD-FVIII do tipo Refacto com sitios de
restricdo de enzimas Ascl e Notl flanqueantes foi realizada por ThermoFischer
Scientific (Regensburg, Alemanha). A estrutura principal do vetor contém
duas repeticdes terminais invertidas derivadas de AAV2 (ITRs) que abrangem
uma sequéncia promotora/potencializadora derivada do gene de transtirretina
murino especifico para o figado, sitios de restricdo Ascl e Norl para insercao
do respectivo tipo BDD-FVIII do tipo Refacto e um sitio poliA sintético.
Ap6s a ligagcdo da estrutura principal do vetor preparado e insercdes através
dos sitios Ascl e Notl, os plasmideos resultantes foram amplificados em escala
miligrama. As sequéncias BDD-FVIII do tipo Refacto dos construtos foram
verificadas por sequenciagdo direta (Microsynth, Balgach, Suica). A
clonagem resultou em diferentes construtos de plasmideos, como mostrado na
Figura 44.

[00374] Preparacoes de vetores em pequena escala e quantificacao
por PCR quantitativo (qPCR). Os vetores baseados em AAVS8 foram

preparados pelo método de transfec¢do essencialmente, como descrito em
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Grieger JC, et al. (2015, supra). Utilizaram-se células de suspensao HEK293
para transfeccdes de plasmideo utilizando o plasmideo do vetor FVIII
correspondente, o plasmideo auxiliar pXX6X80 (transportador de genes
auxiliares adenovirais) e o plasmideo de empacotamento pGSK2/8
(contribuindo com os genes rep2 e cap8). No processo a jusante, o sedimento
celular de uma cultura de um litro foi processado utilizando gradientes de
iodixanol, como descrito acima. O procedimento resultou em preparacdes de
vetores, conforme Tabela 8. Os vetores foram quantificados por qPCR
usando o procedimento qPCR universal visando as repeticdes terminais
invertidas AAV2 (Aurnhammer, HUMAN GENE THERAPY METHODS:
Part B 23:18-28 (2012)). Um plasmideo vetorial quantificado com precisio
contendo repeti¢des terminais invertidas AAV2 serviu para preparar a curva
padrao.

[00375] Caracterizacoes do vetor AAV. A integridade do genoma do
vetor foi analisada por electroforese em gel de agarose AAV. A eletroforese
foi realizada de forma semelhante a descrita em Fagone et al. (Human Gene
Therapy Methods, 23:1-7 (2012)). As preparagdes de vetor AAV foram
incubadas a 75° C durante 10 minutos na presenca de SDS a 0,5% e depois
arrefecidas até a temperatura ambiente. Aproximadamente 1,5E10 genomas
vector (vg) foram carregados por pista num gel de agarose 1XTAE a 1% e
sujeitos a eletroforese durante 60 min a 7 V/cm de comprimento de gel. O gel
foi entdo corado em 2x solu¢dao GelRed (Biotium Cat # 41003) e fotografado
por ChemiDoc™MP (Biorad). Os resultados de uma selecdo de vetores sdo
mostrados na Figura 45. Os vetores virais vCS04 (controle), vCS17, vCS20,
v(CS24, vCS16 e vCS40 (controle) mostram todo o genoma do mesmo
tamanho como uma banda distinta na faixa de Skb (Figura 45, pistas 2-7;
flecha no lado direito). Apesar de um tamanho de vetor de aprox. 5,2 kb, o
genoma uma banda homogénea que confirma o empacotamento correto do

genoma um pouco exagerado (em relacdo a um genoma do tipo selvagem
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AAYV de 4,7 kb).

[00376] A fim de confirmar a pureza do vetor e o padrdo esperado de
proteinas do capsideo, o SDS PAGE seguido de coloracio prata foi realizado
com os vetores, como mostrado na Figura 46. Como mostrado na figura, o
procedimento de purificacdo a jusante resultou em material altamente
purificado apresentando o padrao de proteina esperado de VP1, VP2 e VP3
(Figura 46, pistas 2-9; setas do lado direito). O procedimento SDS-PAGE das
preparacdes de AAV foi realizado de acordo com procedimentos padrdo. As
quantidades de 1E10 vg por pista foram separadas num gel de 4-12% de Bis-
Tris (NuPAGE® Novex, Life Technologies) de acordo com as instru¢des do
fabricante. Coloragdo prata foi realizada com um SilverQuest™ kit (Novex,
Life Technologies) de acordo com as instru¢des do fabricante.

[00377] Triagem de biopoténcia in vivo de vetores. Os diferentes
construtos BDD-FVIII do tipo Refacto foram pesquisados em camundongos.
O ensaio foi realizado em camundongos nocaute (C57BI/6FVIII (ko) (com 6-
8 animais por grupo) por injecdo na veia da cauda de genomas vetoriais 4E12
(vg) por quilograma de peso corporal de camundongo. O sangue foi retirado
14 dias apds a injecdo por puncdo retro-orbital e o plasma foi preparado e
congelado utilizando procedimentos padrdao. A atividade de FVIII no plasma
de camundongo foi determinada com um ensaio cromogénico de Technoclone
com pequenas modificagdes (Technochrome FVIII, Technoclone, Viena,
Austria). Em resumo, a amostra de plasma foi apropriadamente diluida e
misturada com reagentes de ensaio, contendo trombina, fator IX ativado
(FIXa), fosfolipideos, fator X e célcio. Apds a ativacdo do FVIII pela
trombina, forma-se um complexo com FIXa, formam-se fosfolipideos e
célcio. Este complexo ativa o FX para o FX ativado (FXa) que, por sua vez,
cliva a para-nitroanilida (pNA) do substrato cromogénico. A cinética da
formacdo de pNA ¢é medida a 405 nm. A taxa é diretamente proporcional a

concentracao de FVIII na amostra. As concentracdes de FVIII sdo lidas a
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partir de uma curva de referéncia e os resultados sdo dados em IU
FVII/mililitro.

[00378] Os resultados do ensaio de biopoténcia de camundongo (dados
de expressdao do dia 14 de FVIII em unidades internacionais por mililitro
[UI/ml] em plasma de camundongo e expressdo de dobra em comparagdo com
o controle de tipo selvagem vCS40) sdo apresentados em Tabela 7. Vetores
AAVvCS19, vCS26 e vCS32 contém todos o sitios de glicosilacdo X1 nos
fundos alterados de c6don CSO1, CS04 e CS23, respectivamente. Como visto
em Tabela 7, surpreendentemente altos niveis de expressdao foram obtidos,
em comparacdo com o construto do tipo selvagem vCS40 (nivel definido
como 1). O vCS26, por exemplo, expressou niveis 202 vezes mais altos em
comparacdo com o vetor vCS40 do tipo selvagem. Outro construto de
controle para a série de vetores X1, vCH111, que contém a mutacdo X1 no
contexto do cddon Geneart, mostrou um aumento mais modesto na expressao
(12 vezes).

[00379] VetoresvCS16, vCS28 e vCS34 todos contém a secrecdo que
aumenta a mutacao F328S (SPI, F309S SPE) nos fundos alterados de c6don
CS01, CS04 e CS23, respectivamente. Como visto em Tabela 7, altos niveis
de expressao (45-93 vezes maior que o controle p vCS40) foram obtidos com
vCS16 e vCS28.

[00380] VetoresvCS20, vCS24 e vCS33 contém a mutacdo X5 nos
planos de fundo alterados por cédon CSO1, CS04 e CS23, respectivamente. A
variante de melhor desempenho na série X5 foi vCS20, atingindo niveis > 3
unidades/ml apds o dia 14 e um aumento de 121 vezes em relagdo ao controle
p vCS40.

[00381] VetoresvCS17, vCS29 e vCS31 cont€ém a combinacdo das
mutacoes X1 e F328S (SPI, F309S SPE) nos fundos alterados de c6don CSO1,
CS04 e CS23, respectivamente (Tabela 6). Os construtos vCS17 e vCS29

atingiram niveis de expressao muito elevados nos estudos com camundongos
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(aumento de 115 a 246 vezes em relacdo ao controle vCS40). Notavelmente,
no modelo de camundongo FVIII KO utilizado, a maioria dos camundongos
tratados com o construto vCS17 ndo desenvolveu anticorpos neutralizantes ao
longo do tempo, evidenciada por niveis crescentes de FVIII em pontos de
tempo posteriores (por exemplo, dia 28 e dia 42; dados ndo apresentados).
Este ¢ um achado inesperado, porque em alguns outros construtos os niveis de
expressdo comegaram a diminuir com o tempo devido a formagdo de
anticorpos neutralizantes. O fundo CSOl combinado com as mutacdes de
aumento de secrecdo F328S (SPI, F309S SPE) e X1 resultou em baixa
indu¢do de imunogenicidade.

[00382] VetoresvCS18, vCS27 e vCS35 contém a combinacido das
mutacdes X1 e X5 nos planos de fundo alterados por cédon CSO1, CS04 e
CS23, respectivamente. A combinagcdo dessas duas mutacdes também foi
muito eficiente. Um aumento de 145 vezes sobre o controle vCS40 poderia
ser alcancado com vCS18, por exemplo (Tabela 7).

[00383] Os vetores vCS48 e v(CS49 contém a combinacdo das
mutacdes X5 e F328S (SPI, F309S SPE) nos fundos alterados para o cédon
CSO01 e CS04, respectivamente. A combinacio dessas duas mutagdes também
foi muito eficiente. Um dos maiores aumentos de todos os mutantes, um
aumento de 239 vezes sobre o controle vCS40, pode ser alcancado com
vCS49 confirmando o valor especial das combinagdes incluindo a mutacdo
F328S (SPI, F309S SPE).

[00384] Outra observacdao surpreendente foi que os vetores AAV
mutantes cresceram substancialmente melhor do que o construto vCS40
contendo os cédons BDD-FVIII do tipo selvagem. A otimizacdo da sequéncia
resultou em um aumento de rendimento de véarias vezes na producdo vetorial.
Em alguns dos melhores construtos expressando (por exemplo, vCS29,
vCS17, vCS20 e vCS26), o aumento nos rendimentos devido a alteracao do

cddon e/ou sequéncia mutante foi aproximadamente 3-5 vezes maior, em
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comparagao com o vetor do tipo selvagem. (Tabela 8).

[00385]

A expressio de BDD-FVIII no plasma de camundongos

nocaute de FVIII induzida pelos diferentes construtos de vetor AAV §é

mostrada em Tabela 7. Os construtos tém a mesma estrutura principal de

vetor, no entanto, codificam diferentes tipos de FVIII mutado, incluindo

diferentes origens de otimizacdo de cddons. Os niveis de expressdo no dia 14

foram escolhidos porque neste momento ndo existe uma influéncia minima de

anticorpos inibitérios normalmente vistos em alguns animais no modelo de

camundongo em tempos posteriores. N.d., ndo determinado.

Tabela 7 - Dados de biopoténcia in vivo de construtos de vCS.

Expressao Numero de Dobre
# Vetor Algoritmo, mutagdes do Dia 14 SD camundongos expressio
[TU/ml] [n]
1 vCS19 CS01, X1 2,34 1,10 13 78
2 vCS26 CS04, X1 6,07 2,72 12 202
3 vCS32 CS23, X1 n.d. - - -
4 vCS16 CS01, F328S 1,35 0,88 6 45
5 vCS28 CS04, F328S 2,78 0,92 7 93
6 vCS34 CS23, F328S n.d. - - -
7 vCS20 CS01, X5 3,62 1,96 21 121
8 vCS24 CS04, X5 0,79 0,89 18 26
9 vCS33 CS23, X5 n.d. - - n.d.
10 | vCS17 CS01, X1, F328S 3,44 1,92 20 115
11 | vCS29 CS04, X1, F328S 7,39 2,64 9 246
12 | vCS31 CS23, X1, F328S n.d. n.d.
13 | vCS18 CS01, X1 + X5 (X6) 4,34 2,50 6 145
14 | vCS27 CS04, X1 + X5 (X6) 8,03 3,97- 6- 268-
15 | vCS35 CS23, X1 + X5 (X6) n.d. - - -
19 | vCS48 CS01, X5, F328S 2,54 0,72 8 85
20 | vCS49 CS04, X5, F328S 7,17 1,30 7 239
controles
16 | vCS40 Tipo selvagem humano 0,03 0,03 12 1
17 | vCh25 Geneart 0,13 0,12 18 4
18 | vChll1 Geneart + X1 0,37 0,21 17 12

Tabela 8 - Produz a cultura de células por litro (eficiéncia de embalagem)

obtida com as diferentes construtos de vetores AAV. Os vetores foram

purificados a partir de péletes celulares; n.d., ndo determinado.

Vetor conc. Rendimentos Aumento da
Construto Algoritmo, mutacdes [vg/ml] [vg /litro] Dobra
x10'? x10 2 VS p
1 vCS19 CS01, X1 9,71 36 3,22
2 vCS26 CS04, X1 5,93 32 2,87
3 vCS32 CS23, X1 n.d. n.d. n.d.
4 vCS16 CS01, F328S 6.51 29 2,56
5 vCS28 CS04, F328S 5,85 32 2,88
6 vCS34 CS23, F328S n.d. n.d. n.d.
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7 [ vCS20 CS01, X5 9,90 50 4,48
8 | vCS24 CS04, X5 3,00 16 1,46
9 | vCS33 CS23, X5 n.d. n.d. n.d.
10 | vCS17 CS01, X1, F328S 8,94 37 3,34
11| vCS29 CS04, X1, F328S 7.42 53 472
12 | vCS31 CS23, X1, F328S n.d. n.d. n.d.
13 | vCS18 CS01, X1 + X5 (X6) 21,20 53 4,75
14| vCS27 CS04, X 1 + X5 (X6) 4,15 19 1,67
15 | vCS35 CS23, X1 + X5 (X6) n.d. n.d. n.d.
16 | vCS48 CS01, X5, F328S 7,14 42.1 3,77
17 | vCS49 CS04, X5, F328S 8,27 37,2 3.33
18 vCS40 Tipo selvagem humano 2,03 11 1,00
[00386] Entende-se que os exemplos e modalidades aqui descritos sdo

apenas para fins ilustrativos, e que varias modificacdes ou alteracdes a luz dos
mesmos serdo sugeridas para pessoas versadas na técnica e devem ser
incluidas dentro do espirito e alcance deste pedido e escopo das
reivindicacdes anexas. Todas as publicacdes, patentes e pedidos de patentes
citados aqui estdo incorporados em sua totalidade por meio deste por

referéncia para todos os efeitos.

Peticao 870180039850, de 14/05/2018, pag. 151/255



1/3

REIVINDICACOES

1. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que compreende
uma sequéncia nucleotidica codificando um polipeptideo de Fator VIII, o
polipeptideo de Fator VIII compreendendo uma cadeia leve, uma cadeia
pesada e um ligante polipeptidico que une o C terminal da cadeia pesada ao N
terminal da cadeia leve,

em que a cadeia pesada do polipeptideo de Fator VIII &
codificada por uma primeira sequéncia nucleotidica como estabelecido na
SEQ ID NO: 3, e sequéncias degenerativas possuindo pelo menos 99% de
identidade de sequéncia com a mesma, que codifica um polipeptideo
possuindo a sequéncia de aminodcidos dos aminoacidos 20-759 de SEQ ID
NO: 2;

em que cadeia leve do polipeptideo do Fator VIII € codificada
por uma segunda sequéncia nucleotidica como estabelecido na SEQ ID NO:
4, e sequéncias degenerativas possuindo pelo menos 99% de identidade de
sequéncia com a mesma, que codifica um polipeptideo possuindo a sequéncia
de aminoacidos dos aminoacidos 774-1457 de SEQ ID NO: 2; e

em que ligante polipeptidico compreende um sitio de clivagem
de furina e um peptideo de glicosilacdo, o peptideo de glicosilacdo tendo uma
sequéncia de aminodcido da SEQ ID NO: 55, em que o ligante polipeptidico é
codificado por uma terceira sequéncia de nucleotideos, conforme estabelecido
na SEQ ID NO: 38, e sequéncias degenerativas da mesma.

2. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacio 1,
caracterizado pelo fato de que o ligante polipeptidico € codificado por uma
terceira sequéncia nucleotidica sendo a SEQ ID NO: 38.

3. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacdo 1 ou 2,
caracterizado pelo fato de que:

a primeira sequéncia nucleotidica é a SEQ ID NO: 3; e

a segunda sequéncia nucleotidica é a SEQ ID NO: 4.
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4. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacio 4,
caracterizado pelo fato de que o ligante polipeptidico € codificado por uma
terceira sequéncia nucleotidica sendo a SEQ ID NO: 38.

5. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que compreende
uma sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO: 94, e sequéncias
degeneradas de pelo menos 99% de identidade com a mesma, que codifica um
polipeptideo de Fator VIII tendo a sequéncia de aminoacidos de SEQ ID NO:
2 com as substituicoes de aminoacidos 1105V, A127S, G151K, M166T e
L171P.

6. Polinucleotideo, caracterizado pelo fato de que compreende
uma sequéncia de acido nucleico de SEQ ID NO: 94, e sequéncias
degeneradas tendo pelo menos 99% de identidade com as mesmas, que
codifica um polipeptideo de Fator VIII tendo a sequéncia de aminoécidos da
SEQ ID NO: 2 com as substituicdes de aminoacidos 1105V, A127S, G151K,
M166T e L171P, em que o polipeptideo de Fator VIII compreende uma
cadeia leve, uma cadeia pesada e um ligante polipeptidico que une o C
terminal da cadeia pesada ao N terminal da cadeia leve, em queo ligante de
polipeptideo inclui um peptideo de glicosilacdo tendo uma sequéncia de
aminoacidos da SEQ ID NO: 55 inserido entre a cadeia pesada e a cadeia
leve, em que o ligante polipeptidico € codificado pela sequéncia de acido
nucleico da SEQ ID NO: 54 e sequéncias degeneradas da mesma.

7. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacio 6,
caracterizado pelo fato de que compreende a sequéncia nucleotidica da SEQ
ID NO: 94.

8. Polinucleotideo de acordo com qualquer uma das
reivindicagdes 1 a 7, caracterizado pelo fato de que compreende ainda um
elemento promotor operacionalmente ligado ao polinucleotideo que codifica o
polipeptideo de Fator VIIL.

9. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacio 8,
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caracterizado pelo fato de que o elemento promotor é uma sequéncia
promotora especifica do figado a montante da sequéncia nucleotidica que
codifica o polipeptideo de Fator VIII.

10. Polinucleotideo de acordo com a reivindicacdo 9,
caracterizado pelo fato de compreender ainda uma sequéncia de intron
posicionada entre a sequéncia promotora especifica do figado e a sequéncia
nucleotidica que codifica o polipeptideo de Fator VIII.

11. Vetor de virus adeno-associado (AAV), caraterizado pelo
fato de que compreende um polinucleotideo como definido em qualquer uma
das reivindicagdes 1 a 10.

12. Particula de wum virus adeno-associado (AAV),
caracterizada pelo fato de que compreende um polinucleotideo como definido
em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10.

13. Método para produzir uma particula de virus adeno-
associado (AAV), caracterizado pelo fato de que compreende introducdo de
um polinucleotideo como definido em qualquer uma das reivindicagdes 1 a 10
em uma célula hospedeira de mamifero, em que o polinucleotideo ¢é
competente para replicacdo na célula hospedeira de mamifero.

14. Uso de uma particula de virus adeno-associado (AAV)
como definida na reivindicagdo 12, caracterizado pelo fato de ser na
manufatura de um medicamento para tratar hemofilia A.

15. Meétodo para transduzir uma célula hospedeira,
caracterizado pelo fato de que compreende colocar em contato uma célula
hospedeira com uma particula de virus adeno-associado (AAV) como

definida na reivindicacao 12.
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CS804-FL~NA

atgcagattgagetgagecacctgettettectgtgectgetgaggtictgettctctgecaccagga
gatactacctgggggctgtggagctttcttgggactacatgecagtctgacctgggggagetgeectgt
ggatgccaggttcccacccagagtgeccaaatectteccattcaacacetetgtggtctacaagaaqg
accctetttgtggagttcactgaccacctgttcaacattgeccaaacecaggecacectggatgggac
tcctgggacccaccattcaggectgaggtgtatgacactgtggtcatcaccctcaagaacatggecte
ccaccctgtgagectgeatgetgtggaggtcaygctactggaaggectctgagyggggctgagtatygat
gaccagacctcccagagggagaaggaggatgacaaagtgttcecctgggggcagecacacctakgtgt
ggcaggtcctcaaggagaatggeccececatggectectgacccactectgeoctgacctactectacettte
tecatgtyggacctyggtecaaggacctecaactctggactgattggggecctgetggtgtgcagggaggge
tccectggccaaagagaagacccagacectgecacaagttecattetectgtttgetgtectttgatgagg
gcaagagectggcactctgaaaccaagaactceectgatgcaggacagggatgetgectetgeoecagygge
ctggcccaagatgcacactgtgaatggectatgtgaacaggagectgoectggactcattggetgecac
aggaaatctgtctactggcatgtgattggcatggggacaacccctgaggtgcactccattttectgg
agggccacaccttcetggtcaggaaccacagacaggccagectggagatcagececeocatcacettect
cactgcccagaccctgectgatggacctecggacagttectgetgtictgeccacatcagetcccaccag
catgatggcatggaggcctatgtcaaggtggacagetgccctgaggagecacagetcaggatgaaga
acaatgaggaggctgaggactatgatgatgacctgactgactetgagatggatgbggtecgetttga
tgatgacaacagcccatccttecattcagatcaggtctgtggccaagaaacaccecaagacctgagtyg
cactacattgctgctgaggaggaggactgggactatgececcactggtectyggecectgatgacagga
gctacaagagccagtacctcaacaatggocceccacagaggatitggacgcaagtacaagaaagtecaggtt
catggcctacactgatgaaaccttcaagaccagggaggccattcagecatgagtetggecatectggygce
ccactcectgtatggggaggtgggggacaccctygctecatcatcttcaagaaccaggectccaggeect
acaacatctacccacatggcatcactgatgtecaggececcctgtacagcecgecaggctgecaaaggggygt
gaaacacctecaaggactteocecattctgectyggggagatettcaagtacaagtggactytecactgty
gaggatyggaccaaccaaatctgaccceaggtgectecaccagatactactecagettgtgaacatgg
agagggacctggcctctggectgattggeccactgctcatectgectacaaggagtctgtggaccagag
gggaaaccagatcatgtctgacaagaggaatgtgattctigttctetgtetitgatgagaacaggage
tggtacctgactgagaacattcagecgcttectgeccaaceectgetggggtgecagetggaggaceetyg
agttccaggccagcaacatcatgcactccatcaatggctatgtgtttgacagectccagetttetgt
ctgectygeatgaggtggectactggtacattetttetattggggeccagactgactectttetgte
ttcttctetggetacaccticaaacacaagatggtgtatgaggacacectgacectettececatict
ctggyggagactgtagttcatgagcatggagaaccetggectgtggatictgggatgecacaactetga
cttecgecaacagygygeatgactgeectgetcaaagtectectecctygtgacaagaacactggggactac
tatgaggacagctatgaggacatctctgectacctygctcagecaagaacaatgccattgagececagyga
gcttcagccagaatccacctgtoctgaaacgccaccagagggagatcaccaggaccacectecagte
tgaccaggaggagattgactatgatgacaccatttctygtggagatgaagaaagaggactttgacate
tatgacgaggacgagaaccagagcccaaggagecticcagaagaagaccaggecactacticattgetyg
ctgbggagegectgtgggactatggeatgagetecageccceatgtectecaggaacagggeccagte
tggetetgtgecacagttcaagaaagtggteottccaagagttecactgatggecagettcacecagece
ctgtacagaggggagctgaatgagecacctgggactecetygggeccatacatcagggctgaggtggagy
acaacatcatggtgaccttccgcecaaccaggectecaggecctacagettetacagetececteatecag
ctatgagGaggaccagaggcagggggctgagccacgcaagaactttgtgaaacccaatgaaaccaaqg
acctacttctggaaagtccagcaccacatggecccccaccaaggatgagtttgactgcaaggectygg

(Continuagao)

Figura 2A
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cctacttctectgatgtggacctggagaaggatgtgcactctggectgattggeoecactectggtctg
ccacaccaacaccctgaaccctgcccatggaaggcaagtgactgtgcaggagtttgeectettette
accatcetttgatgaaaccaagagetggtactteactgagaacatggagegecaactgcagggecceat
gcaacattcagatggaggaccccaccttcaaagagaactaccgecttececatgececatcaatggetacat
catggacaccctgectgggctitgtcatggeccaggaccagaggatcaggtggtacctgetttctatyg
ggeteccaatgagaacattcactecateeacttetetgggeatgtettcactgligegcaagaaggagyg
agtacaagatggccctgtacaacctctacectggggtetttgagactgtggagatgctgecectecaa
agctggcatctggagggtggagtgectcattggggagcacctgecatgetggecatgagcaccctgtte
ctggtctacagcaacaagtgccagacccececcctgggaatggectectggecacatcagggacttecaga
tcactgccectectggeccagtatggeccagtgggecccccaagectggecaggectccactactctggatecat
caatgcctggagcaccaaggagecattcagetggatcaaagtggacetgetggeccecatgateate
catggcatcaagacccaggaggecaggcagaagttetecagectgtacatcagecagttecatecatea
tgtacagectggatggcaagaaatggcagacctacagaggcaactcecactggaacactecatggtett
ctttggecaatgtggacagctectyggecatcaagcacaacatctticaacceeecaatcateygeccagatac
atcaggctgcaccccacccactacagecatecgcagecaccctcaggatggagctgatgggctgtgace
tgaactcectgcagecatgeccetygggcatggagagecaaggecatttctgatgeccagatcactgecte
cagctacttcaccaacatgtttgceccacctyggagecccaagcaaggecaggectgocacctecagggaagg
agcaatgcctggaggeccccaggtcaacaacccaaaggagtggctgecaggtggactteccagaagacca
tgaaggtecactggggtgaccacccagggggtcaagagectgetecaccageatygtatgtgaaggagtt
cctgatcagcteccagecaggatggecaccagtggacecicttcttccagaatggcaaggtcaaggtyg
ttcecagggcaaccaggacagettcacCectgtggtgaacagectggacecocceeectcctgaccagat
acctgaggattceacecccagagetgggtecaccagattgecectgaggatggaggtectgggatgtga
ggcccaggacctgtactga (SEQ ID NO:1)

Figura 2B
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MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQOSDLGELPVDAR' FPPRVPKSFPENTSVVYK
TLEVEFTDHLFNIARPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWRASEGAEY
DDQTSQREKEDDKVEFPGGSHTYVWOVLKENGEPMASDPLCLTYSYLSHVDLVEKDLNSGLIGALLVCRE
GSLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNS LMQDRDAASARAWPEMHTVNGYVNRSLPGLIGC
HRKSVYWHYIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLIMDLGQFLLFCHISSH
QHDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMENNEEAEDYDDDLTDSEMDVVRIDDDNS PSEFIQIRSVARKKHPETW
VHY TAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYRKSQYLNNGPOQRIGRKYKKVRFMAY TDET FKTREATIQHESGIL
GPLLYGEVGDTLLIIFRENQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLKDFPILPGEIFKYKWTVT
VEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVIQRGNQIMSDERNVILFSVFDENR
SWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFCASNIMHSINGYVEFDSLQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLS
VEFSGYTFKHEMVYEDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWI LGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDENTGD
YYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSONPPVLRKRHOREITRTTLOSDOEEIDYDDTISVEMKKEDFED
IYDEDENQSPRSFORKKTRHY FIAAVERLWDYGMSSS PHVLRNRAQSGEVPQFKKVVEQEFTDGSFTQ
PLYRGELNEHLGLLGPY IRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQRQGAEPRKNEVKPNET
KTYFWEVQHHEMAPTKDE FDCKAWAY FSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGROQVTVOEFALE
FITIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHATNGY IMDTLPGLVMAQDOQRIRWYLLS
MGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYRMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTL
FLVYSNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGOWAFRLARLHYSGS INAWSTREPFSWIKVDLLAPMI
IHGIKTQGARQKFSSLYISQFI IMYSLDGKKWQTYRGNSTGTIMVEFGNVDSSGIKHNIFNPPIIAR
YIRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKATSDAQITASSYFTNMFPATWSPSKARLHLOG
RESNAWRPQVNNPREWLOVDFORKTMKVTGVTTQGVKSLLTSMYVKEFLISSSODGHOWTLFFONGKVK
VEQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY (SEQ ID NO:2)

Figura 3
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accaggagat
ggggagctge
acctectgtgg
gccaaaccce

gacactgtgyg
ggggtcaget
gagaadggagg
aaggagaatg
gtggacctgg
ggctcectgg
tttgatgagg
gctgectctg
ctgcciggac
acaacccctg
agacaggcca
gacctcggac
gcctatgtca
gaggctgagg
gatgacaaca
tgggtgcact
cctgatgaca
aagtacaaga
attcagcatg
ctcatcatct
gatgtcaggc
eocattctyge
accaaatctyg
gacctggcecet
aggggaaacc
aacaggagct
cagctggagy
tttgacagcce
attggggcce
atggtgtatg
atggagaacc
atgactgccc
agctatgagg

(SEQ ID NO:

actacctggg
ctgtggatgce
tctacaagaa
ggccacccetg
tcatcacccet
actggaaggc
atgacaaagt
gceccatgge
tcaaggacct
ccaaagagaa
gcaagagctyg
ccagggectg
tcattggcectyg
aggtgcactc
gcctggagat
agttcctget
aggtggacag
actatgatga
gccecatecett
acattgctgce
ggagctacaa
aagtcaggtt
agtctggcat
tcaagaacca
ccctgtacag
ctggggagat
accccaggtyg
ctggcctgat
agatcatgtc
ggtacctgac
accctgagtt
tccagettte
agactgactt
aggacaccct
ctggcctgtyg
tgctcaaagt
acatctctge
3)
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ggctgtggag
caggttcecca
gaccctcttt
gatgggactc
caagaacatg
ctctgagggy
gttccetaggg
ctctgaccea
caactctgga
gacccagacc
gcactctgaa
gcccaagatg
ccacaggaaa
cattttcectg
cagccecate
gttctgeccac
ctgccctgag
tgacctgact
cattcagatc
tgaggaggcag
gagccagtac
catggcctac
cctgggccea
ggcctccagg
ccgcaggctg
cttcaagtac
cctcaccaga
tggcccactyg
tgacaagadg
tgagaacatt
ccaggccagce
tgtctgectyg
cctttetgte
gaccctectte
gattctggga
ctcctecectgt
ctacctgctc

ctttcttggg
cccagagtge
gtggagttca
ctgggaccca
gecteeecace
gctgagtatyg
ggcagccaca
ctctgectga
ctgattgggy
ctgcacaagt
accaagaact
cacactgtga
tctgtctact
gagggccaca
accttccteca
atcagctccce
gagccacage
gactctgaga
aggtctgtgg
gactgggact
ctcaacaatyg
actgatgaaa
ctecctgtatyg
ccctacaaca
ccaaaggggg
aagtggactyg
tactactcca
ctcatctget
aatgtgattc
cagcgcttece
aacatcatgce
catgaggtgyg
ttcttctetyg
ccattctectyg
fgccacaact
gacaagaaca
agcaagaaca

Figura 4

actacatgca
ccaaatcctt
ctgaccacct
ccattcaggce
ctgtgagect
atgaccagac
cctatgtgtyg
cctactccta
ccctgctggt
tcattctect
ccectgatgea
atggctatgt
ggcatgtgat
ccticctggt
ctgcccagac
accagcatga
tcaggatgaa
tggatgtggt
ccaagaaaca
atgccceccact
gcccacagag
ccttcaagac
gggaggtggg
tctacccaca
tgaaacacct
tcactgtgga
gctttgtgaa
acaaggagte
tgttctctgt
tgcccaacce
actccatcaa
cctactggta
gctacacctt
gggagactgt
ctgactteccg
ctggggacta
atgccattga

gcc
gtctgacctg
ccecattcaac
gttcaacatt
tgaggtgtat
gcatgctgtyg
ctcccagagg
gcaggtccte
cctttcteat
gtgcagggayg
gtttgctgtc
ggacagggat
gaacaggagc
tggcatgggg
caggaaccac
cctgctgatg
tggcatggag
gaacaatgag
ccgcectttgat
cccoccaagace
ggtectgacce
gattggacgce
cagggaggcce
ggacaccctg
tggcatcact
caaggacttc
ggatggacca
catggagagg
tgtggaccayg
ctttgatgag
tgectggggty
tggctatgtyg
cattctttcet
caaacacaag
gttcatgage
caacaggggc
ctatgaggac
gcccagyg



CS04-LC-NA

cagtctgaco
gactttgaca
aggcactact
catgbcctca
caagagttca
ctygggactce
cgcaaccagyg
cagaggcagg
ttetggaaag
gectacttet
ctggtcigee
tttgecectet
gagcgcaact
taccgecttee
caggaccadga
atccacttet
tacaacctcet
tggagggtag
gtctacagea
cagatcactg
tctggateca
ctggceccea
ctgtacatca
agaggcaact
aagcacaaca
tacagcatcce
atgecccoctygg
ttcaccaaca
agcaatgccet
aagaccataga
tatgtgaagg
cagaatggca
agectggacce
cagattgcece
(SEQ ID NO

aggaggagat
tctatgacga
tecattgetge
ggaacagggc
ctgatggcag
tgggceccata
cctecaggec
gggctgagee
tccagcacca
ctgatgtgga
acaccaacac
tcttcaccat
gcagggcceoc
atgccatcaa
ggatecaggtg
ctgggcatgt
accetggggt
agtgccteat
acaagtgcca
cctetggeca
tcaatgectyg
tgatcatcca
gecagttcat
ccactggaac
tcttecaacce
gcagcacect
gcatggagag
tgtttgccac
ggaggcccca
aggtcactgyg
agttectgat
aggtcaaggt
ceeccetect
tgaggatgga
:4)
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tgactatgat
ggacgagaac
tgtggagcge
ccagtctgge
cttcacccag
catcagyggcet
ctacagcttc
acgcaagaac
catggecece
cctggagaag
cctgaaccct
ctttgatgaa
atgcaacatt
tggctacatc
gtacctgett
cttcactgtyg
ctttgagact
tggggagcac
gaccceectg
gtatggccag
gagcaccaaq
tggcatcaag
catcatgtac
actecatggtc
cccaatcate
caggatggag
caaggccatt
ctggagcceea
ggtcaacaac
ggtgaccacc
cagcteecage
gttccagggce
gaccagatac
ggtectggga

g
gacaccattt
cagagcccaa
ctgtgggact
tctgtgeecac
ccectgtaca
gaggtggagy
tacagctcee
tttgtgaaac
accaaggatyg
gatgtgcact
gcecatggaa
accaagaget
cagaltggagg
atggacaccc
tetatggget
cgcaagaady
gtggagatgc
ctgecatgcectyg
ggaztagect
tgggccceca
gagccattca
acccaggayd
agcctggatyg
ttetttggea
geccagataca
ctgatggget
tctgatgece
agcaaggeca
ccaazaggagt
cagggggtca
caggatggeco
aaccaggaca
ctgaggattc
tgtgaggcee

Figura 5

agatcaccayg
ctatggagat
ggagcttcca
atggcatygag
agtlcaagaa
gaggggagcet
acaacatcat
tcatcageta
ccaatgaaac
agtttgactyg
ctggectgat
ggcaagtgac
ggtacttcac
acecccacett
tgcctggget
ccaatgagas
aggagtacaa
tgccctecaa
geatgageac
ctggecacat
agctggecag
getggatecaa
ccaggcagaa
gcaagaaaty
atotogacag
tcaggectygea
gtgacctgaa
agatcactgce
ggctgcacct
ggctgcaggt
agagcctget
accagtggac
gettcacceo
accccecagaqg
aggacctgta

gaccaccctc
gaagaaagaqg
gaagaadgacce
ctcecagecce
agtggtcttc
gaatgagcac
gatgaccttc
tgaggaggac
caagacctac
caaggcctgyg
tggcccacte
tgtgcaggag
tgagaacatyg
canagagaac
tgtcatggce
cattecactec
gatggcectyg
agctggeate
cctgttectag
cagggactte
gctccactac
agtggacctyg
gttctccage
gcagacctac
ctctggcate
ccccacceac
ctectgecagc

tecagetac
ccagggaaygy
ggacttccag
caccagcatyg
cctettette
tgtggtgaac
ctgggtccac
o]
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1

121
181
Z41
301
361
421
481
541
601
661
721
781
g41
901
961
1g21
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
15861
1621
1681
1741
1801
186l
1921
1581
2041
2101
2161
2221
2281
2341
2401
24861

tegegogttt
cagcttgtct
ttggcgagtiy
accatatgcyg
attcgccatt
tacgccaget
ttteccagtc
tggcecactece
gacgcccgdg
ccaactccat
caggtcgagg
agacagagta
atceocgtet
aaggttcata
tcagcaggtt
aaaagcccect
gattgagctyg
gagatactac
gctgecetgiyg
tgtggtctac
acccaggceca
tgtggtcatc
cagctactgg
ggaggatgac
gaatggccce
cctggtcaag
cctggccaaa
tgagggcaay
ctectgecagyg
tggactcatt
ccctgaggtyg
ggccagectg
cggacagttc
tgtcaaggtg
tgaggactat
caacagccca
gcactacatt
tgacaggage
caagaaagtc
gecatgagtct
catcttcaag
caggcccctyg
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cggtgatgac
gtaagcygat
teggggetygy
gtgtgaaata
caggctgaogao
ggcgaaaggy
acgacgtigt
ctcectectgege
ctttgceccgg
cactaggggt
gcactgggag
ttaggacatg
gtetgecacat
tttgtgtagy
tggagtcagce
tcaccaggag
agcacctget
ctggggycty
gatgccaggt
aagaagaccc
ccotggatgg
accctcaaga
aaggcctcetyg
aaagtgttcce
atggcctcety
gacctcaact
gagaagaccec
agctggeact
gectggocca
ggctgccaca
cactccattt
gagatcagcce
ctgctgtict
gacagctgec
gatgatgacc
tecoctteatte
gectygctgagy
tacaagagcc
aggttcatgg
ggcatcctgy
aaccaggcct
tacagccgea

8/89

ggtgaaaacc
gocecgggagea
cttaactaty
cegeacagat
aactgttgygg
ggatgtgety
aaaacgacqgyg
gctcogektege
gcugactcay
tcctgagttt
gatgttgagt
tttgaacagqg
ttaegtagage
ttacttatte
ttggcaggga
aagocgtcac
tecttcctgty
tggagctttc
tececacceag
tetttgtaga
gactectgyg
acatggcctc
agggggctga
ctgggggcay
acccactecty
ctggactgat
agaccctgea
ctgaaaccaa
agatgcacac
ggaaatctgt
tectggagyg
ccatcacctt
gccacatcag
ctgaggagcee
tgactgactc
agatcaggtc
aggaggactg
agtacctcaa
cctacactga
gcccactcct
ccaggcccta
ggctgccaaa

tctgacacat
gacaageccy
cggcatcaga
gecgtaagoag
aagggcgatc
caaggcgatt
ccagtgaatt
tecactgagge
tgagcgadcy
aaacttegtce
aagatggaaa
ggecdggdcga
gagtgtteccg
tocectttitgtt
tcagcagect
acagactagy
cctgectgagy
ttgggactac
agtgcccaaa
gttcactgac
acccaccatt
ccaccctgtg
gtatgatgac
ccacacctat
cctgacctac
tggggecetg
caagttcatt
gaactccctg
tgtgaatggc
ctactggcat
ccacacctte
cctecactgcee
cteccaccay
acagctcagyg
tgagatggat
tgtggccaag
ggactatgec
caatggccca
tgaaaccttc

gtatggggay
caacatctac

gggggtgaaa

Figura 7A

gcagetoocy
tecaggycygcey
gcagattgta
aaaataccagc
ggtgcegggec
aagttgggta
cctegagatt
cgggegacca
agcgcgcaga
gacgattcga
actactgatg
tcagcaggta
atactctaat
gactaagtca
gggtiggaag
cgegecaccy
ttetgettcet
atgcagtctg
tcocttcoceat
cacctgttca
caggcetgady
agcctgcatg
cagaccteccee
gtatggcagy
tcctaccettt
ctggtgtgca
ctectgtttyg
atgcaggaca
tatgtgaaca
gtgattggea
ctggtcagga
cagaccctge
catgatggceca
atgaagaaca
gtggtcocygct
aaacacccoa
ccactggtce
cagaggattyg
aagaccaggg
gtaggggaca
ccacatggca
cacctcaagg

gagacggtca
teagegggty
ctgagagtgc
atcaggcgcce
teticgectat
acgccagggt
taaatgacgt
aaggtcgecce
gagggaghtag
getTgggcty
acccttgcag
gectctagagy
ctcectagge
ataatcagaa
gagggggtat
cecaccatgca
ctgccaccag
acctggggga
tcaacacctc
acattgccaa
tgtatgacac
ctgtgggagt
agagggagaa
tcectcaagga
ctcatgtgga
gggagggcetc
ctgtctttga
gggatgctge
ggagcctgece
tggggacaac
accacagaca
tgatggacct
tyggaggecta
atgaggagdc
ttgatgatga
agacctgggt
tggcceotga
gacgcaagta
aggccattca
ccetgcteat
tcactgatgt
acttccccat



2321
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2041
3001
3061
3121
3181
3241
3301
33€1
3421
3481
3541
3601
366l
3721
3781
3841
3801
39¢é1
4021
4081
4141
4201
4261
4321
4381
4441
4501
4561
4621
4681
4741
4801
4861
4821
4981

totgectagg
atctgaccce
ggcctetgge
aaaccagatc
gagctggtac
ggaggaccct
cagcctecay
ggcccagact
gtatgaggac
gaaccctgyc
tgcectgcete
tgaggacatc
ccagaatcca
tgaccaggady
tgacatctat
ctacttcatt
coctcaggaac
gttcactgat
actcctgggce
ccaggcctcee
gecaggggget
gaaagtccay
ctictctgat
ctgcecacacc
cctettette
caactgcagg
cttccatgee
ccagaggatc
cttotctggyg
cctectaccect
ggtggagtge
cagcaacaag
cactgcctct
atccatcaat
cceccatgatce
catcagccag
caactccact
caacatcttc
catccgecage
cctgggecatyg
caacatgttt

tgcctggayg
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gagatcttica
aggtgcctca
ctgattygec
atgtctgaca
ctgactgaga
gagttccagy
ctttctgtet
gacttcecttt
acectgacce
ctgtggattc
aaagtctcct
tectgectacc
cctgtectga
gagattgact
gacgaggacy
gctgctgtgg
agggcccagt
ggcagctica
ccatacatca
aqgccctaca
gagccacgca
caccacatgg
gtggaccigg
aacaccctga
accatctityg
gcceccatgca
atcaatggct
aggtggtacc
catgtcttca
ggggtcttty
ctcattgggyg
tgeccagacecce
ggeccagtatg
goctggagea
atccatggea
ttcatcatca
ggaacactca
aacceoccoaa
accctcagga
gagagcaagg
gocacctgga
coccaggtea

9/89

agtacaagtyg
ccagatacta
cactgctcat
agaggaatgt
acattcageg
ccagcaacat
gcectgcatga
ctgtcttett
tcticecatt
tgugatgcca
cctgtgacaa
tgctcagcaa
aacgccacca
atgatgacac
agaaccagag
agcgectgtg
ctggetctat
cccageccct
gggctgaggt
gcttcetacag
agaactttgt
ccoccaccaa
agaaggatgt
accctgceca
atgasaccaa
acattcagat
acatcatgga
tgetttctat
ctgtgcgeaa
agactgtgga
agcacctgca
ccctgggaat
gccagtggac
ccaaggagcece
tcaagaccca
tgtacagcct
tggtcecttett
tcatcgcecag
tggagctgat
ccatttctga
gocccaagcaa
aACaacCCCaaa

gactgtcact
ctccagettt
ctgctacaaqy
gattctgttc
cttcetgece
catgcactcc
ggtggcctac
ctctggctac
ctetggggay
caactctygac
gaacactyggyg
gaacaatgcc
gagggagatc
catttctgtyg
cccaagdgagce
ggactatgge
gecacagttoe
gtacagaggg
ggaggacaac
ctcceteate
gaaacccaat
ggatgagttt
gcactctggc
tggaagygcaa
gagctggtac
ggaggaccco
caccctgect
gagctcecaat
gaaggaggag
gatgctgcce
tgctggcatg
ggcctctgge
ccccaagety
attcagctgy
gggggccagqqy
ggatggcaag
tggcaatgtyg
atacatcagg
gggctgtgac
tgcccagatc
ggccaggety
agagtggety

Figura 7B

gtagaggaty
gtgaacatgg
gagtctgtygy
tctgtetttg
aaccctgelty
atcaatggoet
tggtacatte
accttcaaac
actgtgttca
ttecgeaaca
gactactatyg
attgagccca
accadgacdaca
gagatgaaga
ttccagaaga
atgagctcca
aagaaagtgyg
gagctgaatg
atcatggtga
agctatgadyg
gaaaccaaga
gactgcaady
ctgattggec
gtgactgtge
ttcactgaga
accttcaaag
gggcttgtca
gagaacatte
tacaagatgg
tccaaagety
agcaccctgt
cacatcaggyg
gcecaggeteco
atcaaagtgg
cagaagttct
aaatggcaga
gacagctety
ctgcaccccea
ctgaactcct
actgecctcca
cacctecagg
caggtggact

gaccaaccaa
agagggacct
accagaggyyg
atgagaacag
ggutgeaget
atgtgtttga
tttctattgg
acaagatggt
tgagcatgga
gygggcatgac
aggacagcta
ggagcttcag
ccetecagte
aagaggactt
agaccaggca
gcccccatgt
tectteocaaga
agcacctgyg
ccttccgcaa
aggaccagag
cectacttety
cetgggecta
cactcctggt
aggagtttge
acatggagcg
agaactaccg
tggcccagga
actccatccea
ccctgtacaa
gecatctggay
tcctggtcta
acttccagat
actactctgg
acctgectgygc
ccagcctgta
cctacagagyg
gecatcaagca
cccactacag
gcagcatgcc
gctacttcac
gaaggagcaa
teccagaagac



5041
5101
516l
5221
5281
5341
5401
5461
5521
5581
5641
5701
5761
5821
5881
58241

0ol
6061
6121
6181
6241
6301
6361
6421
6481
6541
6601
6661
6721
6781
6841
6901
6961
7021
7081
7141
7201
72861
7321
7381
7441
7501
7561
7621
768l
7141
7801

catgaaggtc
gaaggagttc
tggcaaggte
ggaccecace
tygcoctgagg
cgctcttagt
ttttttgtgt
ctctgecgege
ttgeeeggge
aaatgacaag
tecacaattece
gagtgagcta
tgtcgtgeca
ggcgetettce
cggtatcage
gaaagaacat
tggcgttttt
agaggtggeg
tecgtgegete
cgggaagogt
ttcgctcceaa
ccggtaacta
cecactggtaa
ggtggcctaa
cagttacctt
geggtggttt
atcctttgat
ttttggteat
gttrttaaatc
tcagtgaggce
ccgtegtgta
taccgcgaga
gggccgagcyg
gccgggaagc
ctacaggcat
aacgatcaag
gtectcecegat
cactgcataa
actcaaccaa
caatacggga
gttcttcggg
ccactcgtge
caaaaacayqg
tactcatact
gcggatacat
cccyaaaagt
ataggegtat
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actggggtga
ctgatcagct
aaggtgttice
ctcctgacca
atggagytcc
agcagtatcg
gttaattaag
tecgetegete
ggcctcagty
cttggcgtaa
acacaacata
actcacatta
gctgcattaa
cgcttccteg
tcactcaaag
gtgagcaaaa
ccataggcetc
aaacccgaca
tocetgttecg
ggcgcttict
gctgggetgt
tcgtcettgag
caggattagc
ctacggctac
cggaaaaaga
ttttgtttge
cttttctacg
gagattatca
aatctaaagt
acctatctca
gataactacg
cccacgetea
cagaagtggt
tagagtaagt
cgtggtgtca
gogagttaca
cgttgtcaga
ttctettact
gteattctga
taataccygcy
gcgaasactc
acccaactga
aaggcaaaat
cttecttttt
atttgaatgt
gccacctgac
cacgaggccc

10/89

ccacccaggg
ccagccagga
agggoaacca
gatacctgag
tgggatgtga
ataataaaay
ctogegaaygy
actgaggecocg
agcgagcgag
tcatggtcat
cgagocggaa
attgogttge
tgaatcggcee
ctcactgact
gecgataatac
ggccagcaasa
cgcceccetg
ggactataaa
accoctgocge
catagctcac
gtgcacgaac
tccaacceqg
agagcgaggt
actagaagaa
gttggtagct
aagcagcaga
gggtctgacyg
aaaaggatct
atatatgagt
gegatctgte
atacgggagg
ccggctccag
cctgecaactt
agttcgccag
cgctegtegt
tgatccoceeca
agtaagttgg
gtcatgccat
gaatagtgta
ccacatagca
tcaaggatct
tcttcagcat
gocgcaaaaa
caatattatt
atttagaaaa
gtctaagaaa
tttegte

ggtcaagagc
tggccaccag
ggacagcettc
gattcaccee
ggcccaggac
atctttattt
aacccctagt
ggcgaccaaa
cgcgcagaga
agctgtttecc
gecataaagty
gctcactygce
aacgcgcedgd
cgetgecgcetce
ggttatccac
aggecaggaa
acgagcatca
gataccaggc
ttaccggata
getgtagyuta
ccccecgttca
taagacacga
atgtaggedg
cagtatttgg
cttgatccgg
ttacgcygeag
ctcagtggaa
tcacctagat
aaacttggtc
tatttegttc

cttaccatc
atttatcagc
tatcecgecte
ttaatagttt
ttggtatggce
tgttgtgcaa
ccgcagtgtt
cecgtaagatg
tgecggcegace
gaactttaaa
taccgctgtt
cttttacttt
agggaataady
gaagcattta
ataaacaaat
ccattattat

{SEQ ID NO:8)

Figura 7C

ctgctcacca
tggaccctot
accootghgg
cagagotggy
ctgtactgat
tcattagatc
gatggagttyg
ggtcgcccga
gggagtggee
tgtgtgaaat
taaagectyyg
cgctttecag
gagaggcggt
ggtcgtteygg
agaatcaqggq
cegtaaaaaq
caaaaatcga
gtttcecect
cetgteogeo
tctecagttcg
gcccgaccgce
cttatcgeca
tgectacagag
tatctgeget
caaacaaacc
aaaaaaagga
cgaaaactca
ccttttaaat
tgacagttac
atccatagtt
tggccccagt
aataaaccag
catccagtet
gcgeaacgtt
ttcattcage
aaaagcggtt
atcactcatyg
cttittctygtyg
gagttgeoctet
agtgctcatc
gagatccagt
caccagcgtt
ggcgacacgg
tcagggttat

aggggrtcey
catgacatta

gcatgtatgt
tcttecagaa
tgaacagcct
tccaccagat
gacgagcggc
tgtgtgttag
gecactcocect
cgcecocgggcot
aagacgattt
tgttatecge
ggtgcctaat
tcgugaaace
ttgegtattg
ctgcggcgag
gataacgcag
geegegttge
cgctcaagtce
ggaagctcece
ttitcteccett
gtgtaggtcg
tgecgecttat
ctggcagcag
ttcttgaagt
ctgctgaage
accgctggta
tctcaagaag
cgttaaggga
taaaaatgaa
caatgcttaa
gecctgactece
gctgcaatga
ccagccggaa
attaattgtt
gttgccattyg
teceggttecce
agctectteg
gttatggcayg
actggtgagt
tgcccggegt
attggaaaac
tcgatgtaac
tetgggtgag
aaatgttgaa
tgtctecatga
cgcacatttc
acctataaaa
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CS01ml~FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGATTCTGCTTCTCTGCCACCAGGA
GATACTACCTGGGGGCTGTGGARCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGAGAGCTGCCTGT
GGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAGTCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAGARG
ACACTCTTTGTGGAATTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCARAACCCAGACCACCCTGGATGGGAC
'CCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATGGCATC
CCACCCTGTGTCTCTGCATGCTCTGGCAGTCTCATACTCCARAGCCTCTGAAGCGGCTGAGTATGAT
GACCAGACATCCCAGAGAGAGRAAGAGGATGACAAGGTGTTCCCTGGGGGATCTCACACCTATGTGT
GGCAAGTCCTCAAGGAGAATGGACCCATGGCATCTGACCCACTCTGCCTGACATACTCCTACCTTTC
TCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCACTGCTGGTGTCCAGGGARGGA
TCCCTGGCCAAGGAGAAAACCCAGACACTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTCTTTGATGAGG
GCAAGTCTTGGCACTCTGAAACAMAGAACTCCCTGATGCAAGACAGGGATGCTGCCTCTGCCAGGEC
ATGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGATCACTGCCTGGACTCATTGGCTGCCAC
AGGAAATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGGACAACCCCTGAAGTGCACTCCATTTTCCTGG
AGGGACACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAAGCCTCTCTGGAGATCTCTCCCATCACCTTCCT
CACTGCACAGACACTGCTGATGGACCTTGGACAGTTCCTGCTGTCCTGCCACATCTCTTCCCACCAG
CATGATGGCATGGAAGCCTATGTCAAGGTGCGACTCATGCCCTGAGGAACCACAGCTCAGGATGAAGA
ACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATGCATGTGGTCAGATTTGA
TGATGACAACTCTCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCAAAGAAACACCCCARGACATGGETG
CACTACATTGCTGCTGAGGAAGAGGACTGGGACTATGCACCACTGGTCCTGGCCCCTGATGACAGGA
GCTACAAGTCTCAGTACCTCAACAATGGCCCACAAAGAATTGGAAGARAGTACAAGAARGTCAGATT
CATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACAAGAGAAGCCATTCAGCATGAGTCTGGCATTCTGGGA
CCACTCCTGTATGGGGAAGTGGGAGACACCCTGCTCATCATCTTCAAGAACCAGGCCTCCAGGCCCT
CAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGLCCCTGTACAGCAGGAGACTGCCAARAGGGGT
GAAACACCTCAAGGACTTCCCCATTCTGCCTGGAGAGATCTTCAAGTACAAGTGGACTGTCACTGETG
GAGGATGGACCAACAAAGTCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGATACTACTCCTICTTITGTGAACATGG
AGAGAGACCTGGCATCTGGACTGATTGGACCACTGCTCATCTGCTACAAGCGAGTCTGTGGACCAGAG
AGGCAACCAGATCATGTCTGACAAGAGAAATGTGATTCTGTTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGATCA
TGGTACCTGACTGAGAACATTCAGAGATTCCTGCCCARCCCTGCTGGGGTGCARCTGGAAGACCCTG
AGTTCCAGGCAAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGCTATGTGTTTGACTCTCTCCAGCTTTCTGT
CTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTCTTTCTAT TGGGGCACAAACTGACTTCCTTTCTGTC
TTCTTCTCTGGATACACCTTCAAGCACAAGATGGTGTATGAGGACACCCTGACACTCTTCCCATTCT
CTGGGGARACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCTGGACTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGA
CTTCAGAAACAGGGGAATGACTGCACTGCTCAAAGTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTAC
TATGAGGACTCTTATGAGGACATCTCTGCCTACCTGCTCAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGAA
GCTTCTCTCAGAATCCACCTGTCCTGAAGAGACACCAGAGAGAGATCACCAGGACAACCCTCCAGTC
TGACCAGGAAGAGAT TGACTATGATGACACCATTTCTGTGGAGATGARGAAGGAGGACTTTGACATC
TATGATGAGGACGAGAACCAGTCTCCARGATCATTCCAGAAGAAGACAAGACACTACTTCATTGCTG
CTGTGGAAAGACTGTGGGACTATGGCATGTCTTCCTCTCCCCATGTCCTCAGGARCAGGGCACAGTC
TGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAAGTGGTCTTCCAGGAGT TCACTGATGGCTCATTCACCCAGCCC
CTGTACAGAGGGGAACTGAATGAGCACCTGGGACTCCTGGGACCATACATCAGGGUTGAGGTGGARAG
ACAACATCATGGTGACATTCAGABRACCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACTCTTCCCTCATCAG
CTATGAGGAAGACCAGAGACAAGGGGCTGAGCCAAGARAGAACTTTGTGARACCCAATGAAACCARG
ACCTACTTCTGGARAGTCCAGCACCACATGGCACCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGG

(Continuagéo)
Figura 8A
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CATACTTCTCTGATGTGGACCTGGAGAAAGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTG
CCACACCAACACCCTGAACCCTGCACATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTC
ACCATCTTTGATGAAACCAAGTCATGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGAARACTGCAGAGCACCAT
GCAACATTCAGATGGAAGACCCCACCTTCAAGGAGARCTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACAT
CATGGACACCCTGCCTGGGCTTGTCATGGCACAGGACCAGAGAATCAGATGGTACCTGCTTTCTATG
GGATCCAATGAGAACATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGAGARAGAAGGAGG
AATACAAGATGGCCCTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAA
AGCTGGCATCTGGAGGGTGEAATGCCTCAT TGEEGAGCACCTGCATGUTGGCATGICAACCCTELLC
CTGGTCTACAGCAACAAGTGCCAGACACCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGA
TCACTGCCTCTGGCCAGTATGGCCAGTGGGCACCCAAACTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGCTCCAT
CAATGCATGGTCAACCAAGGAGCCATTCTCTTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCACCCATGATCATT
CATGGCATCARGACACAGGGGGCARGACAGAAATTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTCATCATCA
TGTACTCTCTGGATGGCAAGAAGTGGCAGACATACAGAGGCAACTCCACTGGCACCCTCATGGTCTT
CTTTGGCAATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCTCCCATCATTGCCAGATAC
ATCAGGCTGCACCCCACCCACTACTCAATCAGATCAACCCTCAGGATGGAACTGATGGCATGTGACC
TGAACTCCTGCTCAATGCCCCTGGGAATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCATC
CTCTTACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGTCACCATCAAAAGCCAGGCTGCACCTCCAGGGAAGA
AGCAATGCCTGGAGACCCCAGGTCAACAACCCAMAGGAATGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAA
TGAAAGTCACTGGGGTGACAACCCAGGGGGTCARGTCTCTGCTCACCTCAATGTATGTGARGGAGTT
CCTGATCTCTTCCTCACAGGATGGCCACCAGTGGACACTCTTCTTCCAGAATGGCAARGTCAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACTCTTTCACACCTGTGGTGAACTCACTGGACCCCCCCCTCCTGACAAGAT
ACCTGAGAATTCACCCCCAGTCTTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTCCTGGGATGTGA
GGCACAAGRCCTGTACTGA (SEQ ID NO:49)

Figura 8B
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Cs04A({760-1667) - CS04-SCl1-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTETGLCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGGAGATAC
TACCTGGGGGCTGTGGAGCTTTCTTGGEACTACATGCAGTCTGACCTGELEGGAGCTGCCTGTGGATGCCAGG
TTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCARCACCTCTGTGGTCTACAAGAAGRCCCTCTTTGTGGAG
TTCACTGACCACCTGTTCRACATTGCCRAACCCAGGCCACCCTEGATGEGACTCCTGGEGACCCACCATTCAG
GCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGARCATGGLCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTG
GGGGTCAGCTACTGGAAGGCCTCTGAGGGGECTCGAGTATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGAT
GRACAAAGTGTTCCCTGGGGECAGCCACACCTATGTGTGGCACGTCCTCARGGAGAATGGCCCCATGGCCTCT
GACCCACTCTGCCTGACCTACTCCTACCTTTCTCATGTGGACCTGGT CARGGACCTCAACTCTGGACTGATT
GGEGCCCTGCTCGTGTGCAGEGAGGCCTCCCTGGCCARAGACGARGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTC
CTGTTTGCTGTCTTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAAACCARGAACTCCCTGATGCAGGACAGGGAT
GCTGCCTCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGGRAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGAAATCTGTCTACTGGCATCTGATTGCCATGGGGACARCCCCTGAGGTGCACTCCATT
TTCCTGCAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGCCCCATCACCTTC
CTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCACATCAGCTCCCACCAGCAT
GATGGCATGGAGGCCTATGTCAAGETGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCACAGCTCAGGATGAAGARCRATGAG
GAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATCGATGTGGTCUGCTTTGATGATGACAACAGC
CCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGARACACCCCARGACCTGGETGCACTACATTGCTGCTGAG
GAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGETCCTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCARAC
AATGGCCCACAGAGGATTGGACGCAAGTACAAGARAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAARAACCTTCAAG
ACCAGGGAGGCCATTCAGCATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGEGGAGETGGGGGACACCCTG
CTCATCATCTTCARAGRACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCC
CTGTACACCCGCAGGCTGCCRAARGGGGGTGARACRCCTCARGGACTTCCCCATTCTGCCTEGGGRAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTCTGGAGCGATGGACCARCCARATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGATACTAC
TCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATCTIGCTACARGGAG
TCTGTGGACCAGRGGGGRRACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRARTGTGATTCTGTTCTCTGTCTTTGATGAG
ARCAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCARCCCTGCTGGGETGCAGCTGGAGGAC
CCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCARATGGCTATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTC
TGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTCTTTCTATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTC
TCTGGECTACACCTTCARACACARGATGETGTATGAGGRCACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACT
GTGTTCATGAGCATGGAGAACCCTGGCCTGTGGATTCTGGEATGCCACARCTCTGACTTCCGCARCAGGGGE
ATGACTGCCCTGCTCARAGTCTCCTCCTGTGACRAGARCACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGAC
ATCTCTGCCTACCTGCTCAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCT
GACCAGGAGGAGATTGACTATGATGACACCATTTCTGTGGRAGATGARGARAGAGGACTTTGACATCTATGAC
GAGGACGAGAACCAGAGCCCARGGAGCTTCCAGARAGARGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCGC
CTGTGGGACTATGGCATGAGCTCCAGCCCCCATGTCCTCAGGARCAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAG
TTCARGAAAGTGGTCTTCCAAGAGT TCACTGATGECAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGC TGAAT
GAGCACCTGGGACTCCTGGGCCCATACATCAGGGECTGAGGTGGAGGACAACATCATGETGACCTTCCGCARC
CRAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCTCCCTCATCAGCTATGAGGRGGACCAGRAGGCAGGGGECTGAG
CCACGCRAGAACTTTGTGAAACCCAATGARACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAGCACCACATGGCCCCC

(Continuagéo)

Figura 9A
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ACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGECCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGRCCTGGAGAAGGATGTGCACTCT
GGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCRARCACCCTGARCCCTGCCCATGGARGGCARGTGACTGTG
CAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGARAACCAAGAGCTGGTACT TCACTGAGAACATGGAGCGC
AACTGCAGGGCCCCATGCAACATTCAGATGGAGGACCCCACCTTCARAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATC
AATGGCTRCATCATGGRCACCCTGCCTEGGCTTGTCATGGCCCAGGRACCRGAGGATCAGGTGGTACCTGCTT
TCTATGGGCTCCAATGAGAACAT TCACTCCATCCACTTCTCTGEGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGAAGGAG
GAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTCTACCCTGGEGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCT
GGCATCTGGAGGGTGGACTGCCTCATTGGEGAGCACCTGCATGCTGGCATGAGCACCCTGETTCCTEGTCTAC
AGCAACAAGTGCCAGACCCCCCTGEGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGE
CAGTATGGCCAGTGGGCCCCCAAGCTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGATCCATCAATGOCTGGAGCACCAAG
GAGCCATTCAGCTGGATCAAAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCAT CCATGGCATCAAGACCCAGGGGGCC
AGGCAGARGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCACGTTCATCATCATGTACAGCCTGGATGGCARGARATGGCAG
ACCTACAGAGGCAACTCCACTGGAACACTCATGGTCTTCTTTGGCARATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCAC
AACATCTTCRACCCCCCAATCATCCGCCAGATACATCAGGCTGCACCCCACCCACTACAGCATCCGCAGCACC
CTCAGGATGGAGCTGATGGGUTGTGACCTGAACTCCTGCAGCATGCCCCTGEECATGGAGAGCAAGGCCATT
TCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGCTACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGAGCCCAAGCARGGCCAGG
CTGCACCTCCAGGGAAGGAGCAATGCCTGGAGGCCCCAGGTCARCAACCCARAGGAGTGGCTGCAGGTGGAC
TTCCAGRAAGARCCATGAAGGTCACTGCGGTGACCACCCAGGGEGTCAAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTG
ARGGAGTTCCTGATCAGCTCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGEGACCCTCTTCTTCCAGARTGGCAAGGTCAAG
GTGTTCCAGGGCRAACCAGGACAGCTTCACCCCTETGETGAACAGCCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGATAC
CTGAGGATTCACCCCCRAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTCGAGGATGEAGGTCCTGGGATGT GAGCGCCCAG
GACCTGTACTGA (SEQ ID NO:9)

Figura 9B
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C504A(760-1667) - CS04-SCl-AA

MQIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPFNTSVVYKK
TLFVEFTDHLFNIAKPRPPRMGLLGPTIQAEVYDTVVITLKNMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEYD
DOTSQOREKEDDRKVEPGGSHTYVWOVLKENGPMASDPLCLTYSY LSHVDLVKDLNSGLIGALLVCREG
SLAKEKTQTLHKFILLFAVFDEGKSWHSETKNS LMQDRDAASARAWPKMETVNGYVNRSLPGLIGCH
RESVYWHVIGMGT TPEVHSI FLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLIMDLGOFLLFCHISSHO
HDGMEAYVKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDYDDDLTDSEMDVVREDDDNSPSFIQIRSVAKKHPKTHV
HYIRAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRIGRKYKKVREMAYTDETFKTREAIQHESGILG
PLLYGEVGDTLLIIFKNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLEKDFPTILPGEI FKYKWTVTV
EDGPTKSDPRCLTRYYSSEFVNMERDLASGLIGPLLICYRESVDORGNQIMSDKRNVILESVFDENRS
WYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLOLSVCLEEVAYWYILSIGAQTDFLSV
FESGYTFRKHKMVYEDTLTLFPFSGETVEMSMENPGLWILGCHNSDFRNRGMTALLKVSSCDKNTGDY
YEDSYEDISAYLLSKNNATEPREITRTTLOSDOEEIDYDDTISVEMKREDFDIYDEDENQSPRSFOK
KTRHYFTAAVERLWDYGMSSSPHVLRNRAQSGSVPOFRKVVFQEFTDGSFTOPLYRGELNEHLGLLG
PYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQROGAEPREKNFVKPNETKTYFWKVOHEMAPTK
DEFDCKAWAYFSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGROQVTVQEFALFFTIFDETKSWYFTEN
MERNCRAPCNIQMEDPTFKENYRFHAINGY IMDTLPGLVMAQDQRIRWY LLSMGSNENTHS THFSGH
VETVRKKEEYKMALYNLYPGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVYSNKCQTPLGMA
SGHIRDFQITASGOYGOWAPKLARLHYSGS INAWSTKEPFSWIKVDLLAPMITHGIKTQGARQKESS
LYISQFIIMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVEFGNVDESSGIKENTI FNPPIIARY IRLHPTHYSIRSTL
RMELMGCDLNSCSMPLGMESKATISDAQITASSYFTNMFATWS PSKARLHLOGRSNAWRPQVNNPKEW
LOQVDFORTMEVIGVT TQGVKSLLTSMYVKEFLISSSQDCGHQWT LFFONGKVEKVEQGNQDS FTEVVNS
LDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY (SEQ ID N0O:10)

Figura 10
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C804A(772-1667) - CS04-SC2-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGAGCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
AAGACCCTCTTTGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCCAAACCCAGGCCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGGTCAGCTACTGGAAGGCCTCTGAGGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAAGTGTTCCCTGGGGGCAGCCACACT
TATGTGTGGCAGGTCCTCARAGGAGAATGGCCCCATGGCCTCTGACCCACTCTGCCTGACCTACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGCACTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCTCCCTGGCCARAGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAAACCARGARCTCCCTGATGCAGGACAGGGATGCTGCC
TCTGCCAGGGCCTGGCCCARAGATGCACACTGTGAATGGC TATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGAAATCTGTCTACTGGCATGTGATTGECATGGGGACAACCCCTGAGGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTCARGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCA
CAGCTCAGGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCCGCTTTGATGATGACAACAGCCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTCGGCCAAGARA
CACCCCAAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCAACAATGGCCCACAGAGCGATTGGACGC
AAGTACAAGARAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGGGGAGGTGGGCGACACCCTGCTCATCATCTTC
AAGRARCCAGGCCTCCAGGCCCTACARCATCTACCCACATGCCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCCGCAGGCTGCCAAAGGGGGTGAAACACCTCAAGGACTTCCCCATTCTGCCTGGGGAGATCTTC
AAGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACCARATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGARACCAGATCATGTCTGACAAGAGGAATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCARC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGCGAGGACTCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTCTTTCT
ATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGCTACACCTTCARACACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATTCTGGGATGCCACARCTCTGACTTCCGCAACAGGGGCATGACTGCCCTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGGAGCTTCAGCCAGAATTCCAGACACCCCAGCACC
AGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCTGACCAGGAGGAGATTGACTATGATGACACCATTTCT
GTGGAGATGAAGAAAGAGGACTTTGACATCTATGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCAAGGAGCTTC

(Continuagéo)

Figura 11A
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CAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCCGCCTGTGGGACTATGGCATGAGCTCC
AGCCCCCATGTCCTCAGGAARCAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGARAGTGGTCTTC
CAAGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTCGAATGAGCACCTGGGA
CTCCTGGGCCCATACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGCAACCAGGCC
TCCAGGCCCTACAGCTTCTACARGCTCCCTCATCAGCTATCGAGGAGGACCAGAGGCAGGGGGCTGAG
CCACGCAAGAACTTTGTGARACCCAATGAAACCAAGACCTACTTCTGGAAAGTCCAGCACCACATG
GCCCCCACCAAGGATGAGT TTGACTGCAAGGCCTEGGCCTACTTCTCTGATGTGGACCTGGAGAAG
GATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGAACCCTGCCCAT
GGAAGGCAAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACCAAGAGCTGG
TACTTCACTGAGAACATGGAGCGCAACTGCAGGGCCCCATGCARCATTCAGATGGAGGACCCCACC
TTCAAAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGGCTTGTC
ATGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTTTCTATGGGCTCCAATGAGARCATTCACTCC
ATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCCCTGTACAARC
CTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCARAGC TGGCATCTGGAGGGTGGAG
TGCCTCATTGGGGAGCACCTGCATGCTGGCATGAGCACCCTGTTCCTGGTCTACAGCAACARGTGC
CAGRCCCCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGCCAGTAT
GGCCAGTGGGCCCCCAAGCTGGCCAGCGCTCCACTACTCTGGATCCATCAATGCCTGGAGCACCAAG
GAGCCATTCAGCTGGATCARAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATCAAGACCCAG
GGGGCCAGGCAGAAGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCCTGGATGGC
AAGAAATGGCAGACCTACAGAGGCAACTCCACTGGAACACTCATGGTCTTCTTIGGCAATGTGGAC
AGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCAATCATCGCCAGATACATCAGGCTGCACCCC
ACCCACTACAGCATCCGCAGCACCCTCAGGATGGAGCTGATGGGCTGTGACCTGAACTCCTGCAGC
ATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGCTACTTCACC
AACATGTTTGCCACCTGGAGCCCAAGCAAGGCCAGGCTGCACCTCCAGGGAAGGAGCAATGCCTGG
AGGCCCCAGGTCAACAACCCAAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGAAGACCATGAAGGTCACT
GGGGTGACCACCCAGGGGGTCAAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTGATCAGC
TCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGGACCCTCTTCTTCCAGAATGGCAAGGTCAAGGTGTTCCAGGGE
AACCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGRACAGCCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGATACCTGAGG
ATTCACCCCCAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGCTCCTGGGATGTGAGGCCCAG
GACCTGTACTGA (SEQ ID NO:11)

Figura 11B
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CS04A(772-1667) - CS04-SC2-AA

MOIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDARFPPRVPKSFPENTSVVYKKTLEVEF
TOHLEFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVY DTVVITLRENMASHPVSLHAVGVIYWKASEGAEY DDQTEQREREDDK
VEPGGSHTYVWQVLKENGPMASDPLCLTY SYLSHVDLVREDLNSGLIGALLVCREGSLAKEKTQTLHRKETILLEFA
VEDEGKEWHSETKNSLMODRDAASARAWPKMHT VNGY VNRSLPGLIGCHRKEVYWEVIGMGTTPEVHSIFLEG
HTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGOFLLFCHISSHOHDGMERAY VKVDSCPEEPQLRMKNNEEAEDY
DDDLTDSEMDVVREDDDNSPSEIQIRSVAKKHPRKTWVHY IAAEEEDRDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPQRI
GRKYKKVRFMAYTDETFKTREAIQHESGILGPLLYGEVGDT LLI LFKNQASRPYNIY PHGITDVRPLY SKRRLP
KGVKHLEDFPILPGEIFKYKWTVTVEDGPTKSDPRCLTRYY SSFVNMERDLASGLIGPLLICY KESVDQRGNQ
IMSDKRNVILFSVEDENRSWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDFEFQASNIMHS INGYVEDSLOLSVCLHEVAYWY
ILSIGAQTDFLSVEFFSGYTFKHKMVY EDTLTLFPFSGETVFMSMENPGLWI LGCHNSDEFRNRGMTALLRKVSSC
DENTGDYYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSONSRHPSTREITRTTLOSDQEEIDYDDTISVEMKKEDFDIY
DEDENQSPRESFCKKTRHYFTAAVERLWDY GMESSPHVLRNRAQSGSVPOFKKVVFQEFTDGSFTQPLYRGELN
EHLGLLGPYIRAEVEDNIMVT FRNQASRPYSFYSSLISYEEDQROGAEPRKNFVKPNETKTY FWKVOHHMAFPT
KDEFDCKAWAY FSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVIVQEFALFFTIFDETKSWY FTENMERNC
RAPCNIQMEDPTFKENYRFHATNGY IMDTLPGLVMAQDQRIRWY LLSMGENENTHSIHFSGHVFTVRKKEEYK
MALYNLY PGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTLFLVY SNKCQTPLGMASGHIRDFQITASGQYGO
WAPKLARILHYSGSINAWSTKEPFSWIKVDLLAPMITHGIKTQEARQKFSSLYISQFI IMYSLDGKKWQTYRGN
STGTLMVEFFGNVDSSGIKHNIFNPPIIARY IRLHPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQIT
ASSYFTNMFATWSPSKARLHLOGRSNAWRPOVNNPKEWLOVDFQKTMKVTGVITOGVKSLLTSMYVKEFLISS
SODGHOWTLFFONGKVKVFQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRTHPQSWVHQTALRMEVLGCEARQDLY

(SECQ ID NO:12)

Figura 12
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# previsées para sitios de N-Glicosilagic em 1 sequéncia

Nome; ©BG BUMAS  Comprimento: 488

(Sequéncias)

Sequéncias Asn-Xaa-Ser/Thr (inclusive Asn-Pro-Ser/Thr) sdo mostradas em azul.
Asparaginas previstas para serem N-glicosiladas sd@o mostradas em vermelho.
Observe que nem todas as sequéncias sdo previstas para serem glicosiladas.

RS Wmmammmwmum 20
J ; 180

1 240

WMLWWMWM!M?&MWRMWW 320

FADL TR SR TODA L S SRRV L BV DT AGS TOVTLN UV S IR LLRPHRIF L IMI FPONFTHES LILAR ARG

b

(Linha de anotacao)

“N" representa um sitio de N-glicosilagdo previsto.
“n" representa um Asn com um escore positivo, mas que nao ocorre em
uma sequéncia Asn-Xaa-Ser/Thr
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Nome de seq.  Posigio Potencial Acordode Resultado

“jari® de NGlyc _

ORS maey 3 asw i! '3183 {38/%  #¢ <o Premeditado como N-glicosilato  {+#}

SR WA 6 BLTE  G.8¥88 w;ss ¥ < Premeditado como N-glicosilato  €*}

OB SUMAE  1T6 BWTR 0.384% {7/8F = e iti :

CI0O SINAR B OBGTY G700 {8783 E2 UmTSItIO negatfvo

RO NIMAN 0 330 WFSR g4 {3781 - ver abaixo para mais

LT NIMAE 369 WETS  O.seNe 8% s+ informagdes

Figura 14

Nome: Sequéncia Comprimento: 41
LSKNNAIEPRSFSQONATNVSNNSNTSNDSNVSPPVLKRHQR

(Limiar = 0,5)

Nome de Seq. Posicdo Potencial Acordode  Resultado de

“Jar” N-Glicose

Sequéncia 15 NATN 0.6224 (8/9) +
Sequéncia 18 NVSN  0,6453 (9/9)  ++
Sequéncia 21 NNSN  0.4158 (8/9) -
Sequéncia 24 NTSN 0.4158 (8/9) -
Sequéncia 27 NDSN 0.3619 (8/9) -

Sequéncia 30 NVSP 0.1149 (9/9) _—

Figura 15
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CS801~-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGATTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGECTGTGGAACTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGAGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAGTCCTTCCCATTCARCACCTCTGTGGTCTACAAG
AAGACACTCTTTGTGGAATTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCARAACCCAGACCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCATCCCACCCTGTGTCTCTGCATGCTGTGGGAGTCTCATACTGGAAAGCCTCTGAAGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACATCCCAGAGAGAGARAGAGGATGACAAGGTGTTCCCTGGGGGATCTCACACT
TATGTGTGGCAAGTCCTCAAGGAGAATGGACCCATGGCATCTGACCCACTCTGCCTGACATACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCACTGCTGGTGTGC
AGGGAAGGATCCCTGGCCAAGGAGAAARCCCAGACACTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGTCTTGGCACTCTGAAACARAGAACTCCCTGATGCAAGACAGGGATGCTGEC
TCTGCCAGGGCATGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGATCACTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGAAATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGGACARACCCCTGAAGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGACACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAAGCCTCTCTGGAGATCTCT
CCCATCACCTTCCTCACTGCACAGACACTGCTGATGGACCTTGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCTCTTCCCACCAGCATGATGGCATGGAAGCCTATGTCAAGGTGCGACTCATGCCCTGAGGAACCA
CAGCTCAGGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCAGATTTGATGATGACARCTCTCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCAAAGAAR
CACCCCAAGACATGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGCGAAGAGGACTGGCGACTATGCACCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGTCTCAGTACCTCAACAATGGCCCACAAAGAATTGGAAGA
AAGTACAAGAAAGTCAGATTCATGGCCTACACTGATGARACCTTCAAGACAAGAGAAGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATTCTGGGACCACTCCTGTATCGGGGAAGTGCCAGACACCCTGCTCATCATCTTC
AAGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGACTGCCAAAAGGGGTGARACACCTCAAGGACTTCCCCATTCTGCCTGGAGAGATCTTC
ARGTACARGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACAAAGTCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCTCTTTTGTGARCATGGAGAGAGACCTGGCATCTGGACTGATTGGACCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGAGGCARCCAGATCATGTCTGACAAGAGARATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGATCATGGTACCTGACTGAGAACATTCAGAGATTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAACTGGAAGACCCTGAGTTCCAGGCAAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACTCTCTCCAGCTTICTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTCTTTCT
ATTGGGGCACARACTGACTTCCTTICTGTCTTCTTCTCTGGATACACCTTCAAGCACARGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACACTCTTCCCATTCTCTGGGGARACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGACTGTGGATTCTGGGATGCCACARCTCTGACTTCAGARACAGGGGAATGACTGCACTGCTCARA
GTCTCCTCCTGTGACARGAACACTGGGGACTACTATGAGGACTCTTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGARCAATGCCATTGAGCCCAGAAGCTTCTCTCAGAATCCACCTGTCCTGAAGAGA
CACCAGAGAGAGATCACCAGGACAACCCTCCAGTCTGACCAGGAAGAGATTGACTATGATGACALCC
ATTTCTGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTTGACATCTATGATGAGGACGAGAACCAGTCTCCAAGA
TCATTCCAGAAGAAGACAAGACACTACTTCATTGCTGCTGTGGAAAGACTGTGGGACTATGGCATG
TCTTCCTCTCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCACAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAAGTG
GTCTTCCAGGAGTTCACTGATGGCTCATTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAACTGAATGAGCAC
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CTGGGACTCCTGGGACCATACATCAGGGCTGAGGTGGAAGACRACATCATGGTGACATTCAGAARC
CAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACTCTTCCCTCATCAGCTATGAGGAAGACCAGAGACAAGGG
GCTGAGCCARAGARAGAACTTTGTGARAACCCAATGAAACCAARGACCTACTTCTGGAAAGTCCAGCAC
CACATGGCACCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCATACTTCTCTGATGTGGACCTG
GAGARAGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGAACCCT
GCACATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACCAAG
TCATGGTACTTCACTGAGAACATGCAGAGARACTGCAGAGCACCATGCAACATTCAGATGGAAGAC
CCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGE
CTTGTCATGGCACAGGACCAGAGAATCAGATGGTACCTGCTTTCTATGGGATCCARATGAGAACATT
CACTCCATCCACTTCTCTGEGGCATGTCTTCACTGTGAGAAAGRAGGAGGAATACAAGATGGCCCTG
TACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTCAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGGAGE
GTGGAATGLCTCATTGGGGAGCACCTGCATGCTGGCATGTCAACCCTGTTCOTGGTCTACAGCAAC
ARAGTGCCAGACACCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGE
CAGTATGGCCRGTGGGCACCCARACTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGCTCCATCAATGCATGGTCA
ACCAAGGAGCCATTCTCTTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCACCCATGATCATTCATGGCATCAAG
ACACAGGGGGCAAGACAGAAATTCTCCTCTCTIGTACATCTCACAGT TCATCATCATGTACTCTCTG
GATGGCAAGAAGTGGCAGACATACAGAGGCAACTCCACTGGCACCCTCATGGTCTTCTTTGGCAAT
GTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCARCCCTCCCATCATTGCCAGATACATCAGGCTG
CACCCCACCCACTACTCAATCAGATCAACCCTCAGGATGGAACTGATGGGATGTGACCTGAACTCC
TGCTCAATGCCCCTGGGAATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCATCCTCTTAC
TTCACCAACATGTTTGCCACCTGGTCACCATCAAAAGCCAGGCTGCACCTCCAGGGAAGAAGCAAT
GCCTGGAGACCCCAGGTCAACAACCCAAAGGAATGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAA
GTCACTGGGGTGACAACCCAGGGCGTCAAGTCTCTGCTCACCTCAATGTATGTGAAGCGAGTTCCTG
ATCTCTTCCTCACAGGATGGCCACCAGTGGACACTCTTCTTCCAGAATGGCAAAGTCAAGGTGTTC
CAGGGCAACCAGGACTCTTTCACACCTGTGGTGAACTCACTGGACCCCCCCCTCCTGACAAGATAC
CTGAGAATTCACCCCCAGTCTTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTCCTGGGATGTGAG
GCACAAGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:13)
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CS08-FL~-NA

ATGCAGATCGAACTGAGCACTTGCTTCTTCCTGTGTCTCCTGCGCTTTTGCTTCTCCGCCACARGG
AGATACTATCTCGGTGCCGTGGAGCTCAGCTGGGACTACATGCAGAGCGACTTGGGTGAARCTGCCT
GTGGACGCCAGGTTTCCACCCCGCGTGCCCARAGAGTTTCCCGTTCARCACCAGTGTCGTGTACRAG
ARAACCCTCTTCGTGGAATTCACCGACCACCTEGTTCAACATUGCCAAACCGLUGUCCTCCCTGGATG
GGGCTGCTCGGCCCGACGATCCACGCTGAGGTCTATGACACGGTGGTGATTACCCTCAAGAACATG
GCTAGCCACCCGGTGAGCCTGCACGCCETGGECGTGTCCTATTGGARAGCGTCCGAGGGTGCGGAG
TACGATGACCAGACTTCACAGCGGGAGAAGGARGACGACAPAGTGTTCCCCGGGGGTTCCCACALC
TATGTCTGGCAGGTCCTGAAGGAGAATGGTCCTATGGCCTCCGACCCATTGTGCCTCACCTACTCT
TACCTAAGCCATGTGGATCTCGTCRAAGGACCTGAACTCGGGGCTGATCGCGCGCCCTGCTCGTGTGE
CGGGAGGGCTCACTGGCCAAGGAGAAGACCCAAACTCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCGGTA
TTCGACGAGGGGRAGTCCTGGCACTCCGAGACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACCGCGACGCAGCT
TCGGCCCGTGCGTGGCCAAAGATGCACACCGTGAACGGCTACGTTAACAGGAGCCTACCCGGLLTG
ATCGGCTGCCACCGCAAATCGGTCTACTGGCATGTGATCGGAATGGGCACAACGCCCGAGGTCCAC
AGTATCTTCCTCGAGGGCCACACTTTCCTGGTCCGGAATCACCGCCAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATAACCTTTCTGACGGCGCAGACCTTACTCATGGATCTCGGCCAGTTCCTCCTGTTCTGCCAC
ATTTCGTCCCACCAGCACGATGGCATGGAAGCATATGTGAAAGTGGACTCCTGCCCCGAGGAACCC
CAGCTTAGGATGAAGAACAATGAGCGAGGCCGAGGACTACGACCGATGACCTTACCGATTCAGARAATG
GACGTAGTACGCTTTGACGACGACRACTCTCCATCCTTCATACAGATTCGLCTCCETCGLCLAAGAAG
CACCCTAAGACTTGGGTGCACTACATCGCGGCCGAGGAGGAGGACTGGGATTATGCTCCCCTGGTG
CTGGCCCCCGACGACCGCAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAATAACGGGCCCCAGCGCATCGGCCGG
AAGTACAAGAAAGTGCGGTTCATGGCTTACACGGACCGAGACCTTCAAGACCCGGGAGGCTATCCAG
CATGAGAGCGGCATCTTGGGGCCCCTCCTGTACGGCGAAGTTGGAGACACACTGCTGATCATCTTC
BAAGARCCAGGCGAGCAGGCCCTACRACATCTACCCCCACGGCATTACCGATGTCCGGCCGTTGTAC
AGCCGACGGCTGCCCAAGGGCGTGRAGCACCTGAAGGACTTTCCCGATCCTGCCGGGCGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTGACCGTGGAGGATGGGCCGACCARGAGCGATCCGCGCTGCCTGACCCGET
TACTACTCCAGCTTTGTCAATATGGAGCGCGACCTCGCTAGCGGCTTGATTGGCCCTCTGCTGATC
TGCTACAAGGAGTCCGTGGACCAGAGGGGGAATCAGATCATGAGTGACAAGAGGAACGTGATCCTG
TTCTCCGTGTTCGACGAAARCCGCAGCTGGTATCTCACCGAGAATATCCAGCGCTTCCTGCCCAAC
CCGGCCGGTGTGCAGCTGGAGGACCCCGAGTTTCAGGCCAGCAACATCATGCATTCTATCAACGGA
TATGTGTTTGATTCCCTGCAGCTCTCAGTGTGTCTGCACGAGGTCGCCTACTGGTATATCCTCAGC
ATTGGGGCACAGACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCTCCGGGTATACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TACGAGGATACCCTGACCCTGTTCCCCTTTAGCGGCGAAACCGTGTTTATGTCTATGGAGAACCCC
GGGCTCTGGATCCTTGGCTGCCATAACTCCGACTTCCGCAACCGCGGAATGACCGCGCTCCTGARA
GTGTCGAGTTGTGACAAGAACACCGGCGACTATTACGAGGACAGTTACGAGGACATCTCTGCGTAC
CTCCTTAGCAAGAATARCGCCATCGAGCCAAGATCCTTCAGCCAGAACCCCCCAGTGCTGRAGAGG
CATCAGCGGGAGATCACCCGCACGACCCTGCAGTCGGATCAGGAGGAGATTGATTACGACGACALCG
ATCAGTGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTCGACATCTACGACGAAGATGAAAACCAGTCCCCTCGG
TCCTTCCAARAGAAGACCCGGCACTACTTCATCGCCGCTGTGGAACGCCTGTGGGACTATGGAATG
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TCTTCTAGCCCTCACGTTTTGAGGAACCGCGCCCAGTCGGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAAGTG
GTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCTCCTTCACCCAGCCACTTTACCGGGGCGAGCTCAATGAACAT
CTGGGCCTGCTGGGACCCTACATCAGGGCTGAGGTGGAGCGACAACATCATGGTGACATTCCGGAAT
CAGGCCAGCAGACCATACAGTTTCTACAGTTCACTCATCTCCTACGAGGAGGACCAGCGCCAGGGG
GCTGAACCCCGTAAGAACTTCGTGAAGCCAAACGAARCAAARGACCTACTTCTGGAAGGTCCAGCAC
CACATGGCACCTACCAAGGACGAGT TCGATTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCCGACGTGGACCTG
GAGAAAGATGTGCACAGCGGCCTGATTGGCCCTCTGCTGGTGTGTCACACGAACACACTCAACCCT
GCACACGGGCGGCAGGTCACTGTGCAGGAATTCGCCCTGTTCTTTACCATCTTTGATGAGACGAAG
TCCTGGTATTTCACCGAAAACATGGAGAGGAACTGCCGCGCACCCTGCAACATCCAGATGGAAGAT
CCGACATTCARGGAGAACTACCGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGE
CTCGTGATGGCCCAAGACCAGCGTATCCGCTGGTATCTGCTGTCGATGGGCTCCARCGAGAACATC
CATAGTATCCACTTCAGCGGGCATGTCTTCACGGTGAGGAARAAGGAGGAGTACAAGATGGCACTG
TACAACCTCTATCCCGGCGTGTTCGAGACCGTGGAGATGCTGCCCTCCAAGGCCGGCATCTGGAGA
GTGGAATGCCTGATCGGCGAGCACCTCCACGETGGGATGTCCACGCTGTTCCTCGTTTACAGCAAT
AAGTGCCAGACCCCTCTGGGCATGGCGAGCGGCCACATCCGCGACTTCCAGATTACAGCCAGCGGC
CAGTACGGTCAGTGGGCTCCAAAGCTGGCCCGTCTGCACTACTCCGGATCCATCARCGCCTGGTCC
ACCAAGGAACCGTTCTCCTGGATCAAAGTAGACCTGCTAGCCCCCATGATCATTCACGGCATCAAG
ACACAAGGCGCCCGACAGAAGTTCTCGAGCCTCTATATCTCCCAGTTCATCATCATGTATAGCCTG
GACGGAAAGAAGTGGCAGACTTACCGCEGGAAACTCGACAGGGACCCTGATGETATTCTTCGGTAAC
GTGGACAGCTCCGGAATCAAGCACAACATCTTCAACCCACCCATTATCGCCCGCTACATCCGCCTG
CACCCCACTCACTATAGCATTAGGTCCACCCTGCGAATGGAGCTCATGGGCTGTGACCTGAACAGC
TGTAGCATGCCCCTCGGCATGGAGTCTAAGGCGATCTCCGACGCACAGATAACGGCATCATCCTAC
TTTACCAACATGTTCGCTACCTGGTCCCCCTCCAAGGCCCGACTCCACCTGCAAGGGAGATCCARC
GCCTGGCGGCCACAGGTCAACAATCCCAAGGAGTGGCTGCAAGTGGACTTTCAGARAACTATGARA
GTCACCGGAGTGACCACACAGGGAGTGAAGTCTCTGCTCGACCAGCATGTACGTGAAGGAGTTCCTC
ATCTCCAGTTCGCAGGATGGCCACCAGTGGACGTTGTTCTTCCAAAACGGTARAGTCAARGTCTTC
CAAGGGARCCAGGACAGCTTTACACCCGTCGTGAACTCCCTGGACCCCCCGCTTCTCACTAGATAC
CTCCGCATCCACCCTCAGAGCTGGGTGCACCAGATTGCCCTGCGCATGGAGGTTCTGGGEGTGTGAA
GCCCAGGRCCTGTACTAA (SEQ ID NO:14)
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CS10-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTCTGCCTTCTTCGCTTCTGCTTTTCTGCCACACGC
AGGTACTATTTGGGAGCAGTGGAACTGAGCTGGGATTACATGCAGAGTGACCTTGGTGAARCTTCCT
GTGGACGCTCGTTTTCCACCTAGAGTTCCCAAGTCCTTCCCCTTCAACACCTCAGTGGTCTACRAG
ARRACGCTGTTITGTIGGAGTTCACTGACCACCTCTTCARCATTGUCRAACCAAGACCCCCTTGGATG
GGATTGCTGGGACCCACAATACAAGCAGAAGTCTACGACACGGTGGTGATTACCCTGAAGAACATG
GCGTCACACCCTGTTTCACTTCACGCTGTTGGGGTCAGTTATTGGARAGCCTCAGAGGGTGCGGAA
TACGATGATCAARCCAGCCAGAGGGAGAAGGARGATGACAAGGTCTTTCCTGGGGGTAGCCATACC
TATGTTTGGCAGGTGCTGAAAGAGAATGGGCCTATGGCCTCTGATCCCTTGTGCCTCACATACTCT
TACCTGAGTCACGTCGACCTGGTGRAAAGACCTGAATAGCGGTCTGATTGGTGCACTGCTTGTTTGT
AGRGAGGGGAGTTTGGCCAAGGAGRAARACTCAGACTCTCCACAAGTTTATCCTCCTGTTTGCTGTG
TTCGACGAGGGCRAAGTCTTGGCACTCTGRAARACAARAGAACTCCCTGATGCAGGACAGAGATGCTGCA
TCTGCARGGGCTTGGCCAAARATGCACACAGTGAACGGCTATGTGAATCGATCACTGCCAGGACTG
ATAGGCTGTCATCGCAAGTCAGTGTATTGGCACGTTATCGGGATGGGAACAACTCCAGAAGTGCAC
AGCATCTTCCTTGAGGGCCACACTTTCCTGGTTCGGAATCATAGACAGGCCAGCCTTGAGATCAGC
CCAATCACCTTTCTGACTGCCCARACCTTGCTGATGGATCTGGGACAGTTCCTCCTGTTTTGTCAC
ATCTCCTCCCACCAACATGACGGCATGGAGGCTTATGTGAAGGTCGATAGCTGTCCGGAGGAACTCA
CAACTGAGGATGAAGAACAACGAAGAGGCAGAGGACTATGACGACGATCTGACTGACAGTGARAATG
GACGTGGTTCGETTCGACGATGACAATTCTCCTTCATTTATCCAGATCLGT TCCETGGCTCAAGAAG
CACCCCAAGACTTGGGTTCATTACATCGCTGCTGAGGAGGAGGATTGGGACTACGCGCCCTTGGTG
TTGGCCCCAGACGATCGCTCATACAAGAGCCAGTACCTTAACRATGGTCCACARRGGATCGGCCGG
AAGTACAAGAAGGTTAGATTTATGGCTTATACCGACGAGACTTTTAAAACTAGGGAAGCAATTCAG
CATGARAGTGGCATTCTTGGACCCCTGCTGTATGGCGRAGGTTGGCGACACCCTGCTGATTATCTTT
AAGARCCAGGCARGCCGGCCCTACRACATCTACCCGCACGGCATAACCGATGTACGACCCCTGTAC
AGTCGCAGACTTCCTAAAGGGGTGAAACACCTGAAGGACTTCCCARTTCTGCCCGGGGAGATCTTC
AAGTATARAATGGACCGTGACGGTTGAGGATGGTCCCACAAAGTCCGATCCGAGATGCCTTACCCGA
TATTATTCCAGCTTCGTGARCATGGARAAGGGACCTGGCCAGCGGGCTGATTGGCCCACTGCTGATT
TGTTACAAGGAGTCTGTCGATCARAGAGGARACCARATAATGAGCGACAAACGTAACGTCATCCTG
TTCAGCGTCTTTGATGAGAATAGAAGCTGGTACCTCACAGARARATATTCAGCGGTTTCTGCCTAAC
CCCGCAGGCGTCCAGCTGGAAGATCCCGAGTTCCAAGCCTCARACATCATGCATAGCATCAACGGA
TACGTATTCGATAGCCTGCAGCTGTCCGTCTGTCTCCATGAAGTGGCATATTGGTACATCCTGAGT
ATCGGGGCGCAGACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTTTCTGGATACACGT TCAARCACAARAATGGTC
TATGAAGATACCCTGACTCTGTTTCCATTCTCAGGAGAGACAGTCTTTATGAGTATGGAAAATCCT
GGACTGTGGATCCTGGGCTGTCACAATTCTGATTTTCGGAACACGAGGCATGACAGCCCTGCTTARA
GTGAGCTCATGCGACAAGAACACCGGTGATTACTACGAAGATAGCTATGAGGACATCAGTGCGTAT
TTGCTCTCCAAGAACARCGCTATCGAGCCACGGTCTTTCAGTCAGAATCCTCCCGTTCTGRAGCGG
CATCAGCGCGAARATAACACGCACARCCCTTCAGTCAGACCAAGAGGARAATCGACTACGATGATACT
ATCTCTGTGGAGATGAAGAAGGAGGATTTCGACATTTACGACGAGGACGAGAATCAGTCCCCAAGG
AGCTTTCAGAAGARAAACAAGACACTATTTCATTGCCGCCGTGGAGCGACTGTGGGACTACGGCATG
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TCTAGCTCTCCGCATGTACTTAGARATAGGGCACAAAGCCGATCCGTGCCTCAGTTTAAGAAAGTT
GTCTTTCAGGAGTTTACAGATGGCTCCTTCACCCAGCCCTTGTATCGUGGGGAACTCAATGAACAC
CTGGGCCTCCTGGGTCCTTATATTAGGGCCGAAGTCGAGCGACAATATCATGGTGACCTTTAGGRAAC
CAGGCATCTAGACCTTACTCITTCTACTCCTCCCTGATATCCTATGAGGAGGACCAGCGGCAAGGC
GCTGAGCCTCGGARAGAACTTTGTGAAGCCAAATGAAARCCABAACATACTTTTGGAAAGTTCAGCAC
CACATGGCTCCCACGAAGGACGAATTTGACTGTARAGCCTGGGCCTACTTCTCAGATGTAGATCTC
GAGAAAGACGTGCACTCAGGGCTCATTGGTCCCCTCCTGGTCTGTCATACTAATACCCTCAATCCA
GCACACGGACGTCAGGTAACCGTCCAGGAATTTGCCCTGTTCTTTACCATTTTCGATGAGACTARA
TCCTGGTACTTTACCGAAAACATGGAGAGGAATTGCAGAGCCCCATGCAACATCCAGATGGAGGAC

CTACCTTCARAGAGAACTATCGCTTCCATGCCATTARCGGTTACATTATGGATACTCTCCCAGGA
CTTGTGATGGCACAGGATCAGCGGATAAGATGGTATCTGT TGAGCATGGGCTCCAACGAGAATATT
CACAGCATCCATTTCTCCGGTCACGTGTTTACAGTGAGAAAGAAAGAAGAGTACAAGATGGCTCTG
TATAATCTCTATCCAGGCGTATTCGAAACGGTGGAGATGTTGCCTAGCAAGGCCGGCATTTGGCGA
GTAGAATGCCTTATCGGGGAACATCTGCATGCCGGARATGAGCACGCTCTTCCTGGTGTATAGTAAC
AAGTGCCAGACTCCGCTGGGCATGGCATCTGGCCATATACGGGACTTTCAGATTACGGCTAGCGGG
CAGTATGGGCAGTGGGCACCCARACTTGCGCGACTGCACTATTCAGGUTCTATCAATGCATGGTCC
ACCAAGGAACCCTTCTCTTGGATTAAGGTGGACCTTTTGEGCGCCCATGATAATCCATGGGATCAAA
ACCCAGGGCGCTCGTCAGAAATTCTCATCACTCTACATCTCTCAGTTCATAATAATGTATTCACTG
GATGGGAAGAAATGGCAGACTTACAGAGGAARCAGCACCGGGACGCTGATGGTGTTCTTTGGCAAC
GTGGACAGCAGCGGCATCARACACAACATCTTCAATCCTCCCATTATTGCCCGTTATATTAGACTG
CATCCCACTCACTACTCTATACGCAGCACACTTAGGATGGAGCTCATGGGATGCGACCTGARCAGT
TGTAGTATGCCCTTGGGGATGGAGTCCAAAGCTATAAGCGACGCACARAATTACAGCTAGCTCTTAC
TTTACGAATATGTTCGCCACGTGGAGCCCAAGCAAAGCCCGGCTGCATTTGCAGGGTCGGAGTAAT
GCTTGGCGCCCACAGGTGAATAACCCTAAGGAATGGTTGCAAGTAGATTTCCAGARAACTATGAAG
GTAACCGGCGTCACTACACAGGGAGTCAAGTCCCTCTTGACCTCTATGTACGTCARGGAGTTCCTG
ATTAGCAGCAGTCAGGATGGGCACCAATGGACACTGTTCTTCCAGAATGGGAAAGTTARAGTATTT
CAGGGTAARCCAGGACTCCTTTACACCTGTGGTGAATAGCCTCGACCCACCCCTGCTGACRCGATAC
CTCCGCATCCACCCTCAGTCTTGGGTGCATCAAATTGCCCTGCGAATGGAGGTGTTGGGATGCGAA
GCTCAGGRCCTCTACTGA (SEQ ID NO:15)
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CS11-FL-NA

ATGCAGATCGAACTCTCTACTTGCTTICTTCCTGTGCCTTCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACTCSC
CGATATTACCTCGGGGCCGTGGAGTTGAGTTGGGACTACATGCAAT CAGATCTGGGCGAACTCCCT
GTGGATGCCCGATTCCCACCGCGCGTGCCCARGTCTTTCCCATTTAATACT TCTGTGGTGTACARAG
AAGACATTGTTTGTGGAGTTTACCGATCACCTGTTCAACATCGCCARACCGCGGUCCCCATGGATG
GGTCTGCTTGGGCCCACCATTCAAGCGGAGGTCTATGATACAGTGGTGATAACGCTTAAGAACATG
GCGAGCCACCCAGTGTCTCTGCATGCCGTTGGTGTATCATAT TGGARGGCCAGCGAAGGAGCGGAG
TACGATGACCAGACCTCTCAGAGAGAGAAGGAAGACGATAAGGTTTTTCCTGGCGGAAGTCATACA
TATGTATGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGGCCCGATGCCTTCTGACCCCCTTTGTCTTACCTATAGT
TATCTGAGCCACGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACAGTGGTCTGATTGGGGCTCTGCTTGTTTGT
AGAGAGGGTAGCTTGGCTAAGGAGAARACCCAAACACTCCATAAGT TCATTTTGCTGT TCGCGGTG
TTCGACGAGGGAAAGAGT TGGCACAGCGAAACAARAGAATTCACTGATGCAAGACAGGGACGCCGCT
TCCGCAAGGGCTTGGCCTAAGATGCATACGGTGAATGGGTATGTGARCCGGAGCCTCCCGGGGCTG
ATCGGGTGCCATCGCAAGTCTGTTTACTGGCACGTCATTGGAATGGGGACAACGCCAGAGGTACAT
AGTATATTTCTTGAAGGCCACACGTTCCTCGTACGGAACCACCGACAGGCTTCCCTGGAGATAAGC
CCCATTACCTTTCTGACCGCTCAGACTCTGCTGATGGACCTTGGCCAGTTTCTCCTGTTCTGCCAT
ATTAGCAGCCACCAGCACGACGGTATGGAAGCATACGTGAAAGTCGATAGCTGTCCTGAGGAGCCT
CAGCTCAGAATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAAGACTATGACGATGACCTTACAGATTCCGAGATG
GACGTGGTGCGCTTTGACGACGATAACAGTCCTAGTTTCATTCAAATCAGATCCGTAGCCAAANNG
CATCCAAAGACATGGGTGCATTACATTGCAGCCCGAAGAGGAGGATTGGGAT TATGCGCCCCTTGTT
CTGGCTCCAGATGACAGGAGCTATAAGTCCCAGTACTTGAACAACGGGCCACAGCGAATCGGTAGA
AAATATAAGAAGGTAAGATTCATGGCCTACACTGACGARACATTTARAACCAGGGAAGCTATCCAA
CACGAATCTGGAATTCTCGGCCCTCTGCTCTACGGTGAGGTGGGGGACACCTTGCTGATCATTTTC
AARRMATCAGGCATCCAGGCCTTACRACATATACCCCCATGGCATCACCGATGTCCGCCCGCTGTAT
TCCAGARGACTCCCCAAGGGAGTGAAACATCTGARAGATTTTCCCATCCTGCCGOGCGAGATCTTT
ARATACARATGGACTGTGACTGTAGAGGACGGGCCTACAARATCAGACCCACGGTGCCTGACAAGG
TATTACAGTAGCTTCGTCRACATGGAACGCGACCTCGCCAGCGGACTCATTGGCCCACTGTTGATC
TGTTACARAGAGTCAGTGGATCAGAGGGGARAATCAGATCATGAGCGATAAGAGAAACGTTATCCTG
TTTAGTGTCTTCGACGAGAACCGGTCTTGGTACCTTACTGAGAACATCCAGAGGTTCCTGCCGAAT
CCGGCTGGCGTTCAGCTCGAGGACCCAGAGTTCCAGGCCAGTAATATAATGCACTCAATCAACGGT
TATGTGTTCGATAGCCTGCAGCTGAGCGTCTCGCCTCCACGAGGTAGCCTATTGGTACATATTGTCC
ATCGGGGCTCAGACCGATTTTCTGTCCGTGTTCTTTAGCGGGTATACCTTTAAACATAARATGGTC
TATGAAGACACCCTGACCCTGTTCCCATTCTCCGGTGAGACTGTGTTCATGTCCATGGAGAACCCA
GGGCTGIGGATCCTGGGGTGYCACAATAGTGACTTTAGGAATCGGGGAATGACGGCACTGCTGARG
GTGAGTTCTTGCGATAAARATACAGGAGATTACTATGAGGATAGT TACGAGGATATCAGTGCCTAT
CTGCTTTCAAAAAACAACGCAATTGAGCCCCGGTCTTTCTCACARAACCCCCCGGTGCTGAAGCSC
CACCAGCGCGAAATTACCCGGACAACCTTGCAGTCCGACCAGGAGGAAATCGATTATGACGATACT
ATCAGTGTAGAAATGAAAANGGAGGATTTTGATATTTACGACGAAGACGAGAACCAGTCTCCGCGA
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AGTTTTCAGAAGARAACGCGACACTACTTTATAGCTGCCGTGGAACGACTCTGGGATTATGGCATG
TCCTCCAGCCCTCATGTCCTTAGCAATCGAGCGCAGAGTGGCTCTGTGCCTCAGTTCAAAAAGGTT
GTGTTCCAGGAATTCACCGACGGCTCATTTACCCAGCCGCTGTACAGAGGCGAACTCAACGAACAC
CTTGGGCTGCTTGCGCCATATATTCGAGCAGAGG TGGAAGATAATATCATGGTAACCTTTAGAARC
CAGGCGTCAAGACCCTATTCCTTCTACAGTTCTCTGATCAGCTACGAGGAGGACCAAAGACAGGGA
GCTGAACCCAGGAAGAACTTTGTGAAACCTAATGAGACCAAGACCTACTTCTGGAAGGTCCAGCAC
CATATGGCCCCAACTAAAGATGAATTCGATTGCAAGGCCTGGGCTTATTTCAGCGACGTGGATCTC
GAAAAGGATGTGCACAGCGGGTTGATCGGACCGCTTTTGGTGTGCCACACAAATACCCTCAATCCT
GCCCACGGGCGGCAGGTCACAGTTCAAGAGTTTGCACTCTTCTTTACAATATTTGACGAGACAAAG
TCATGGTATTTTACAGAGARATATGGAGAGAAATTGTCGCGCACCTTGCAACATTCAGATGGAGGAC
CCCACATTTAAGGAGAATTACAGATTTCATGCTATCAATGGGTACATTATGGATACTCTGCCTGGET
CTGGTCATGGCCCAGGATCAGCGCATAAGGTGGTACTTGCTGAGCATGGGATCTAATGAGAATATA
CACAGCATTCACTTCAGTGGCCACGTTTTTACTGTTAGAAAGAAGGAGGAGTACARAATGGCGCTC
TACAACCTTTACCCGGGTGTGTTTGAGACAGTGEAGATGCTGCCAAGCARGGCAGGCATCTGGAGE
GTTGAGTCTCTTATTGGGGAGCATCTGCATGCTGGAATGTCCACCCTCTTTCTTGTGTACAGCAAT
AAGTGCCAGACACCGCTTGGCATGGCCAGCGGCCACATTAGGGACTTTCAGATAACTGCCAGTGGA
CAGTACGGCCAGTGGGCTCCCAAGCTTGCAAGACTCCACTACTCCGGAAGCATARACGCATGGAGC
ACCAAGGAACCCTTCTCTTGGATTAAGGTGGACCTGCTGGCGCCAATGATCATTCACGGCATARRA
ACCCAAGGGGCACGACAGAAATTTTCATCTTTGTATATTAGTCAGTTTATCATCATGTACAGCTTG
GATGGAAAGARAGTGGCAGACGTACAGGGGCAATTCTACAGGAACACTTATGGTGTTTTTTGGGAAT
GTCGATTCCAGCGGGATCAAACATAACATCTTCAARTCCTCCTATTATCGCCCGATATATCCGCCTG
CACCCTACGCATTACTCCATCAGGTCCACATTGAGAATGGAACTGATGGGGTGCGACCTGAATAGT
TGTAGTATGCCACTGGGCATGGAGTCTAAAGCCATCAGCGATGCACAGATCACTGCCAGCTCTTAC
TTCACCAACATGTTTGCAACTTGGTCCCCCTCTARAGCTCGCCTGCATCTGCAGGGACGCTCAAAT
GCATGGCGACCACAGGTGAACAATCCARAAGAGTGGCTCCAGGTCGACTTTCAGAARGACAATGARG
GTAACAGGAGTGACAACCCAGGGTGTARARAGCCTCCTTACGAGTATGTACGTTAAGGAGTTTCTG
ATTTCTAGCTCCCAGGACGGACACCAGTGGACTCTGTTCTTCCAGAACGGCARRGTGAAGGTATTT
CAGGGAARCCAGGATTCTTTTACCCCGGTAGTGAATAGCCTGGATCCACCGTTGCTGACCCGCTAT
CTGAGAATTCATCCACAATCCTGGGTGCATCAGATTGCCCTCCGGATGGAAGTGCTCGGCTGTGAA
GCTCAGGATCTGTATTAG (SEQ ID NO:146)
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CS40-FL-NA

ATGCAAATAGAGCTCTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTTTTGCGATTCTGCTTTAGTGCCACCAGA
AGATACTACCTGGGTGCAGTGGAACTGTCATGGGACTATATGCAAAGTGATCTCGGTGAGCTGCCT
GTGGACGCAAGATTTCCTCCTAGAGTGCCARAATCTTTTCCATTCAACACCTCAGTCGTGTACAAA
AAGACTCTGTTTGTAGAATTCACGGATCACCTTTTCAACATCGCTAAGCCAAGGCCACCLTGGATG
GGTCTGCTAGGTCCTACCATCCAGGCTGAGGTTTATGATACAGTGGTCATTACACTTAAGAACATG
GCTTCCCATCCTGTCAGTCTTCATGCTGTTGGTGTATCCTACTGGARAGCTTCTGAGGGAGCTGAA
TATGATGATCAGACCAGTCARAGGGAGAAAGAAGATGATAAAGTCTTCCCTGGTGGAAGCCATACA
TATGTCTGGCAGGTCCTGAAAGAGAATGGTCCAATGGCCTCTGACCCACTGTGCCTTACCTACTCA
TATCTTTCTCATGTGGACCTGGTARAAGACTTGAATTCAGGCCTCATTGCGAGCCCTACTAGTATGT
AGRGAAGGGAGTCTGGCCAAGGARAAGACACAGACCTTGCACAAATTTATACTACTTTTTGCTGTA
TTTGATGAAGGGRAAAGT TGGCACTCAGRARCRAAGAACTCCTTGATGCAGGATAGGGATGCTGCA
TCTGCTCGGGCCTGGCCTARAATGCACACAGTCAATGGTTATGTAAACAGGTCTCTGCCAGGTCTG
ATTGGATGCCACAGGAAATCAGTCTATTGGCATGTGATTGGAATGGGCACCACTCCTGAAGTGCAC
TCAATATTCCTCGAAGGTCACACATTICTTGTGAGGAACCATCGCCAGGCGTCCTTGGAARATCTCG
CCAATAACTTTCCITACTGCTCAAACACTCTTGATGGACCTTGGACAGTTTCTACTGTTTTGTCAT
ATCTCTTCCCACCAACATGATGGCATGGAAGCTTATGTCAAAGTAGACAGCTGTCCAGAGGAACCC
CAACTACGAATGAAARATAATGAAGAAGCCGAAGACTATGATCGATGATCTTACTGATTCTGAAATG
GATGTGGTCAGETTTGATGATGACAACTCTCCTTCCTTTATCCAAATTCGCTCAGTTGCCAAGAAG
CATCCTARRACTTGGGTACATTACATTGCTGCTGAAGAGGAGGACTGGGACTATGCTCCCTTAGTC
CTCGCCCCCGATGACAGAAGTTATARAAGTCAATATTTGAACRATGGCCCTCAGCGGATTGGTAGG
AAGTACAARRAAGTCCGATTTATGGCATACACAGATGAAACCTTTAAGACTCGTGAAGCTATTCAG
CATGAATCAGGAATCTTGGGACCTTTACT TTATGGGGAAGTTGGAGACRCACTGTTGATTATATTT
AAGARATCAAGCAAGCAGACCATATRACATCTACCCTCACGGAATCACTGATGTCCGTCCTTTGTAT
TCAAGGAGATTACCARAAGGTGTARAACATTTGAAGGATTTTCCAATTCTGCCAGGAGRARATATTC
ARATATARATGGACAGTGACTGTAGAARGATGGGCCAACTARATCAGATCCTCGGTGCCTGACCCGC
TATTACTCTAGTTTCGTTAATATGGAGAGAGATCTAGCTTCAGGACTCATTGGCCCTCTCCTCATC
TGCTACAMAGAATCTGTAGATCARAGAGGARACCAGATAATGTCAGACAAGAGGAATGTCATCCTG
TTTTCTGTATTTGATGAGARCCGAAGCTGGTACCTCACAGAGAATATACARCGCTTTCTCCCCAAT
CCAGCTGGAGTGCAGCTTGAGGATCCAGAGTTCCAAGCCTCCAACATCATGCACAGCATCAATGGT
TATGTTTTTGATAGTTTGCAGTTGTCAGTTTGTTTGCATGAGGTGGCATACTGGTACATTCTAAGC
ATTGGAGCACAGACTGACTTCCTTICTGTCTTCTTCTCTGGATATACCTTCAARCACAAAATGGTC
TATGAAGACACACTCACCCTATTCCCATTCTCAGGAGARAACTGTCTTCATGTCGATGGAAAACCCA
GGTCTATGGATTCTGGGGTGCCACAACTCAGACTTTCGGAACAGAGGCATGACCGCCTTACTGARAG
GTTTCTAGTTGTGACAAGAACACTGGTGATTATTACGAGGACAGTTATGAAGATATTTCAGCATAC
TTGCTGAGTAARRACARTGCCATTGAACCAAGRAGCTTCTCCCAGAATCCACCAGTCTTGAARACGC
CATCAACGGGARATAACTCGTACTACTCTTCAGTCAGATCAAGAGGAAATTGACTATGATGATACC
ATATCAGTTGAAATGAAGAAGGAAGATTTTGACATTTATGATGAGGATGAAAATCAGAGCCCCCGC
AGCTTTCAAAAGAARACACGACACTATTTTATTGCTGCAGTGGAGAGGCTCTGGGAT TATGGGATG

(Continuagéo)
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AGTAGCTCCCCACATGTTCTAAGAAACAGGGCTCAGAGTGGCAGTGTCCCTCAGTTCAAGAAAGTT
GTTTTCCAGGAATTTACTGATGGCTCCTTTACTCAGCCCTTATACCGTGGAGAACTAARATGAACAT
TTGGGACTCCTGGGGCCATATATAAGAGCAGRAGT TGARGATAATATCATGGTAACTTTCAGARAT
CAGGCCTCTCGTCCCTATTCCTTCTATTCTAGCCTTATTTCTTATGAGGAAGATCAGAGGCAAGGA
GCAGAACCTAGAAARAACTTTGTCAAGCCTAATGAAACCAARACTTACTTTTGGAAAGTGCAACAT
CATATGGCACCCACTAAAGATGAGTTTGACTGCARAGCCTGGGCTTATTTCTCTGATGTTGACCTG
GARAAAGATGTGCACTCAGGCCTGATTGGACCCCTTCTGGTCTGCCACACTAACACACTGAACCCT
GCTCATGGGAGACAAGTGACAGTACAGGAATTTGCTCTGTTTTTCACCATCTTTGATGAGACCAAA
AGCTGGTACTTCACTGAARATATGGAAAGAAACTGCAGGGCTCCCTGCAATATCCAGATGGAAGAT
CCCACTTTTAAAGAGAATTATCGCTTCCATGCAATCAATGGCTACATAATGGATACACTACCTGGC
TTAGTAATGGCTCAGGATCAAAGGATTCGATGGTATCTGCTCAGCATGGGCAGCAATGAAAACATC
CATTCTATTCATTTCAGTGGACATGTGTTCACTGTACGAAAARARAGAGGAGTATAAAATGGCACTG
TACAATCTCTATCCAGGTGTTTTTGAGACAGTGGAAATGTTACCATCCAAAGCTGGAATTTGGCGEG
GTGGAATGCCTTATTGGCGAGCATCTACATGCTGGGATGAGCACACTTTTTCTGGTGTACAGCAAT
AAGTGTCAGACTCCCCTGGGAATGGCTTCTGGACACATTAGAGATTITCAGATTACAGCTTCAGGA
CAATATGGACAGTGGGCCCCAAAGCTGGCCAGACTTCATTATTCCGGATCAATCAATGCCTGGAGC
ACCAAGGAGCCCTTETCTTGGATCAAGGTGGATCTGTTGGCACCAATGATTATTCACGGCATCAAG
ACCCAGGGTGCCCGTCAGAAGTTCTCCAGCCTCTACATCTCTCAGTTTATCATCATGTATAGTCTT
GATGGGAAGAAGTGGCAGACTTATCGAGGARATTCCACTGGARCCTTAATGGTCTTCTTTGGCAAT
GTGGATTCATCTGGGATAAARCACARATATTTTTAACCCTCCAATTATTGCTCGATACATCCGTTTG
CACCCAACTCATTATAGCATTCGCAGCACTCTTCGCATGGAGTTGATGGGCTGTGATTTAAATAGT
TGCAGCATGCCATTGGGAATGGAGAGTAAAGCAATATCAGATGCACAGATTACTGCTTCATCCTAC
TTTACCAATATGTTTGCCACCTGGTCTCCTTCAAARAGCTCGACTTCACCTCCAAGGGAGGAGTAAT
GCCTGGAGACCTCAGGTGAATAATCCAARAGAGTGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGARA
GTCACAGGAGTRACTACTCAGGGAGTAAAATCTCTGCTTACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTC
ATCTCCAGCAGTCAAGATGGCCATCAGTGGACTCTCTTTTTTCAGAATGGCAAAGTAAAGGTTTTT
CAGGGARATCAAGACTCCTTCACACCTGTGGTGARCTCTCTAGACCCACCGTTACTGACTCGCTAC
CTTCGAATTCACCCCCAGAGTTGGGTGCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTTCTGGGCTGCGAG
GCACAGGACCTCTACTGA (SEQ ID NO:17)
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CHZ25-FL-NA

ATGCAGATCGAGCTGTCCACATGCTTITTTCTGTGCCTGCTGCGGTTCTGCTTCAGCGCCACCCGG
CGGTACTACCTGGGCGCCGTGGAGCTGTCCTGGGACTACATGCAGAGCGACCTGGGCGAGCTGCCC
GTGGACGUCCEETTCTCCCCTCAGARGTGCCCAAGAGCTTCCCCTTCAACACCAGUGTGGTGTACARG
ARAACCCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCCAGGCCCCCCTGGATG
GGCCTGCTGGGCCCCACCATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGTGGTGATCACCCTGAAGAACATG
GCCAGCCACCCCGTGAGCCTGCACGCCGTGGGCGTGAGCTACTGGAAGGCCTCCGAGGGCGCCGAG
TACGACGACCAGACCAGCCAGCGGGAGAAAGAGGACGACAAAGTCTTTCCTGGCGGCAGCCACACC
TACGTGTGGCAGGTCCTGAALGAARACGGCCCCATGGCCTCCGACCCCCTGTGCCTGACCTACAGC
TACCTGAGCCACGTGGACCTGGTGAAGGACCTGARCAGCGGGCTGATTGGGGCCCTGCTGGTCTGC
CGGGAGGGCAGCCTGGCCARAGAGARAACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGT TCGCCGTG
TTCGACGAGGGCAAGAGCTGGCACAGCGAGACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACCEGGACGCCECC
TCTGCCAGAGCCTGGCCCAAGATGCACACCGTGAACGGCTACGTGAACAGARGCCTGCCCGGCCTG
ATTGGCTGCCACCGGAAGAGCGTGTACTGGCACGTGATCGGCATGGGCACCACACCCGAGGTGCAC
AGCATCTTTCTGGRAGGGCACACCTITTCTGGTGCGGAACCACCGGCAGGCCAGCCTGGARATCAGC
CCTATCACCTTCCTGACCGCCCAGACACTGCTGATGGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTTTTGCCAC
ATCAGCTCTCACCAGCACGACGGCATGGAAGCCTACGTGAAGGTGGACTCCTGCCCCGAGGAACCC
CAGCTGUGGATGAAGAACAALGAGGAAGUCGAGGACTACGACGACGACLTGACCGACAGUGAGATG
GACGTGGTGCGGTTCGACGACGACAACAGCCCCAGCTTCATCCAGATCAGAAGCGTGGCCAAGARG
CACCCCAAGACCTGGGTGCACTACATCGCCGCCGRAGGARGAGGACTGGGACTACGCCCCCCTGGTG
CTGGCCCCCCGACGACAGAAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACAATGGCCCCCAGLGGATCGGLCEG
ARGTACAAGARAGTGCGGTTCATGGCCTACACCGACGAGACCTTCAAGACCTGGGAGGCCATCCAG
CACGAGAGCGGCATCCTGGGCCCCCTGCTGTACGGCGRAGTGGGCGACACACTGCTGATCATCTTC
AAGAACCAGGCCAGCCGGCCCTACAACATCTACCCCCACGGCATCACCGACGTGCGGCCCCTGTAC
AGCAGGCGGCTGCCCAAGGGCGTGAAGCACCTGRAGGACTTCCCCATCCTGCCCGGCGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAGGACGGCCCCACCARGRGCGACCCCAGATGCCTGACCCSG
TACTACAGCAGCTTCGTGAACATGGAACGGGACCTGGCCTCCGGGLTGATCGGACCTCTGCTGATC
TGCTACARAGAAAGCGTGGACCAGCGGGGCARCCAGATCATGAGCGACAAGCGGAACGTGATCCT
TTCAGCGTGTTCGATGAGARCCGGTCCTGGTATCTGACCGAGAACATCCAGCGGTTTCTGCCCARC
CCTGCCGGGGTGCAGCTGGAAGATCCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGEGC
TACGTGTTCGACAGCCTGCAGCTGTCCGTGTGTCTGCACGAGGTGGCCTACTGGTACATCCTGAGC
ATCGGCGCCCAGACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCAGCGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TACGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCTTTCAGCGGCGAGACCGTGTTCATGAGCATGGARARCCCC
GGCCTGTGGATCCTGGGCTGCCACRACAGCGALCTTCCGGAACCGGGGCATGACCGCCCTGCTGARG
GTGTCCAGCTGCGACAAGAACACCGGCGACTACTACGAGGACAGCTACGAGGATATCAGCGCCTAC
CTGCTGTCCAAGARCAACGCCATCGAGCCCAGAAGCTTCAGCCAGAACCCCCCTGTGCTGAAGCGG
CACCAGAGAGAGATCACCCGGACCACCCTGCAGTCCGACCAGGAAGAGATCGATTACGACGACACC

(Continuagao)
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ATCAGCGTGGAGATGAAAAAAGAAGATTTCGACATCTACGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCCCGG
TCCTTCCAGAAGAARACCCGGCACTACTTTATCGCCGCCGTGGAGCGGLTGTGGCACTACGGCATG
AGCAGCAGCCCCCACGTGCTGCGGRACCGGGCCCAGAGCGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAAGTG
GTGTTCCAGGRAATTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACCGGGGCGAGCTGAACGAGCAC
CTGGGGCTGCTGGGGCCCTACATCAGGGCCGAAGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGGAAT
CAGGCCAGCAGACCCTACTCCTTCTACAGCAGCCTGATCAGCTACGAAGAGGACCAGCGGCAGGGC
GCTGAACCCCGGAAGAARCTTCGTGRAGCCCAATGAGACCAAGACCTACTTCTGGARAGTGCAGCAC
CACATGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCAGCGACGTGGATCTG
GARAAGGACGTGCACTCTGGACTGATTGGCCCTCTGCTGGTGTGCCACACCAACACCCTGAACCCC
GCCCACGGCCGGCAGGTGACCGTGCAGGAATTCGCCCTGTTCTTCACCATCTTCGACGAGACCAAG
TCCTGGTACTTCACCGAGAATATGGARCGGARCTGCAGAGCCCCCTGCAACATCCAGATGGAAGAT
CCTACCTTCARAGAGAACTACCGGTTCCACGCCATCAACGGCTACATCATGGACACCCTGLCTGSC
CTGGTGATGGCCCAGGACCAGAGGATCCGGTGETATCTGCTGTCCATGGGCAGCAACGAGAATATC
CACAGCATCCACTTCAGCGGCCACGTGTTCACCGTGAGGAAGARARGAAGAGTACRAAGATGGCCCTG
TACAACCTGTACCCCGGCGTGTTCGAGACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGGCATCTGGCGE
GTGGAGTGTCTGATCGGCGAGCACCTGCATGCCGGGATGAGCACCCTGTTTCTGETGTACAGCAAC
AAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGECCAGCGGCCACATCCGGGACTTCCAGATCACCGCCTCCGGC
CAGTACGGCCAGTGGGCCCCCAAGCTGGLCCGECTGCACTACAGCGGCAGCATCAACGCCTGGTCC
ACCABAGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCCCCTATGATCATCCACGGCATTARG
ACCCAGGGCGCCAGGCAGAAGTTCAGCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCCTG
GACGGCAAGAAGTGGCAGACCTACCGGGGCAACAGCACCGGCACCCTGATGGTGTTCTTCGGCARC
GTGGACAGCAGCGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCCATCATCGCCCGGTACATCCGGCTG
CACCCCACCCACTACAGCATCAGATCCACCCTGCGGATGGAACTGATGGGCTGCGACCTGAACTCC
TGCAGCATGCCTCTGGGCATGGAAAGCAAGGCCATCAGCGACGCCCAGATCACAGCCAGCAGCTAC
TTCACCAACATGTTCGCCACCTGGTCCCCCTCCAAGGCCAGGCTGCACCTGCAGGGCCGGTCCARC
GCCTGGCGGCCTCAGGTGAACAACCCCAAAGARATGGCTGCAGGTGCGACTTTCAGAARACCATGAAG
GTGACCGGCGTGACCACCCAGGGCGTGARAAAGCCTGCTGACCAGCATGTACGTGAAAGAGTTTCTG
ATCAGCAGCAGCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTTCAGAACGGCAAGGTGARAGTGTTC
CAGGGCAACCAGGACTCCTTCACCCCCGTGGTGARCTCCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCCGCTAC
CTGCGGATCCACCCCCAGTCTTGGGTGCACCAGATCGCCCTGAGGATGGAAGTGCTGGGATGTGAG
GCCCAGGATCTGTACTGA (SEQ ID NO:18)
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ngielstcff
tsvvykktlf
gvsywxaseg
vdlvkdinsg
aasarawpkm
rgasleispi
eaedydddlt
pddrsyksqgy
liifkngasr
tkedprcltr
nrswylteni
igagtdflsv
mtallkvssc
pendiekidp
pgaidsnnsl
snnlistips
nndskllesg
ktsnnsatnr
nhmsnkttss
gupspkglvs
Ihennthnge
gayapvlgdf
sqonfvtgrs
kgaitgspls
rkkdsgvges
kpdlpktsgk
gkvpflrvat
nacesnhaia
idyddiisve
agsgsvpgfk
pysfysslis
dlekdvhsgl
pcnigmedpt
vitvrkkeey
gtplgmasgh
hgiktggarg
ppiiaryirl
twspskarlh
isssaqgdghaw
evlgceaqdl

lelirfefsa
veftdnlfni
aeyddgtsgr
ligallvare
htvngyvnrs
tfltagtllm
dsemdvvrid
Inngpgrigr
pyniyphgit
yyssfvnmer
grflpnpagv
ffsgytfkhk
dkntgdyyed
wfahrtpmpk
semthfrpgl
dnlaagtdnt
lmnsqesswg
kthidgpsli
knmemvqgkk
lgpeksvegqg
kkigeeiekk
rslndstnrt
kralkgfrlp
dcltrshsip
shfliqgakkn
vellpkvhiy
essaktpskl
aineggnkpe
mkikedfdiyd
kvvfgeftdg
yeedqrqgae
igpllvchin
fkenyrfhai
kmalynlypg
irdfgitasg
kfsslyisqgf
hpthysirst
lggrsnawrp
tiffgngkvk

34/89

trryylgave
akprppwngl
ekeddkvipyg
gslakektgt
lpgligchrk
dlggfllfch
ddnspsfigil
kvkkvrimay
dvrplysrrl
dlasgligpl
gledpefqgas
mvyedtltlf
syedisayll
ignvsssdll
hhsgdmvftp
sslgppsmpv
knvsstesqgr
ienspsvwgn
egpippdagn
nflseknkvv
etligenvvl
kkhtahfskk
leetelekri
ganrsplpia
nlslailtle
gkdlfptets
ldplawdnhy
ievtwakqgr
edengsprsf
sftgplyvrge
prknfvkene
tlnpahgrgv
ngyimdtlpg
vietvenlps
gygawapkla
iimysldgkk
lrmelmgedl
gvnupkewlq
viggngdsft

y (SEQ ID NO:19)
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lswdymgsdl
lgptigaevy
gshtyvwgvl
Thkfillfav
svywhvigmg
isshghdgme
rsvakkhpkt
tdetfktrea
pkgvkhlkdf
licykesvdg
nimhsingyv
pfsgetvims
sknnaieprs
mllrgsptph
esglglrine
hydsqgldttl
1fkgkrahgp
ilesdtefkk
pdmsffkml £
vgkgeftkdv
pgihtvtgtk
geeenleglyg
ivddtstgws
kvssfpsirp
mtgdgrevgs
ngspghldlyv
gtgipkeewk
terlasgnpp
gkktrhyfia
lriehlglligp
tktyfwkvgh
tvgefalfft
lvmaqdgrir
kagiwrvecl
rlhysgsina
wgtyvrgnstg
nscsmplgme
vdfgktmkvt
pvvnsldppel

Figura 22

gelpvdarfp
dtvvitlknm
kengpmasdp
fdegkswhse
ttpevhsifl
ayvkvdscpe
wvhyliaaeee
ighesgilgp
pilpgeifky
rgngimsdkr
fdslglsvecl
menpglwilg
fsgnsrhpst
glslsdliqgea
klgttaatel
fgkkssplte
alltkdnalf
vtplihdrml
lpesarwigr
glkemvfpss
nfmknlflls
ngtkgiveky
knmkhltpst
iyltrvifad
lgtsatnsvt
egsllggteg
sgekspekta
vlikrhgreit
averlwdygm
yiraevedni
hmaptkdefd
ifdetkswyt
wyllsmgsne
igehlhagms
wstkepfswi
tlmvffgnvd
skailsdagit
gvtitaggvksl
ltrylrihpq

prvpksfpin
ashpvslhav
lcltysylsh
EknsImgdrd
eghtflvrnh
epglrmknne
dwdyaplvia
llygevgdtl
kwivtvedgp
nvilfsvfde
hevaywyils
chnsdfrnrg
rgkgfnatti
kvetfsddps
kkldfkvsst
sggplslsee
kvsisllktn
maknatalrl
thgknslnsg
rnlfltnldn
trgnvegsyd
acttrispnt
ltgidyneke
nsshlpaasy
ykkventvip
alkwneanrp
fkkkdtilsl
rttligsdgee
sssphvlrnr
mvtfrngasr
ckawavfisdv
tenmerrncra
nihsihfsgh
tlElvysnke
kvdllapmii
ssgikhnifn
assyftnmfa
ltsmyvkefl
swvhgialrm
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C823-FL-NA

atgcagattgagctgagcacctgettcttectgtgectgectgaggtictgeitetetgecaccagg
agatactacctgggecgecgtggagctygagetgggactacatgeagtctgacetgggcgagetygect
gtggacgccaggttccececcecagagtgeccaagagetteccettcaacacctcagtggtgtacaag
aagaccctgttegtggagttcacecgaccacctgttcaacatcgecaagececaggecceectggatg
ggcctgctgggocecaccatccaggecgaggtgtacgacacegtggtgatcacectgaagaacatyg
gocagecacceegtgagectgeacgecgtgggcgtgagetactggaaggectetgagggegecgag
tatgacgaccagaccagcecagagyggagaaggaggacygacaaggtgticeecyggecggcagoccacace
tacgtgtggcaggtactgaaggagaacggccccatggocagegacececectgtgectgacctacage
Lacctgageccacgtggacctyggtgaaggacctgaactetggcctgatecagegeccetgetgatgtge
agggagggcagcectggccaaggagaagacccagacectgcacaagttcatectgetgttegecgty
ttcgatgagggcaagagetggcacagcgagaccaagaacagectgatgcaggacagggatgecgeo
tectgecagggectggeccaagatgcacaccgtgaacgygctacgtgaacaggagectgeeceggectyg
atcggctgeccacaggaagtetgtgtactggecacgtgatecggecatgggecaccacececcgaggtgeac
agcatcttectggagggccacaccttectggtgaggaaccacaggecaggecagectggagatcage
ccecatecaccttectgacegeccagacectgetgatggacetgggecagttectgetgttetgecac
atcagcagccaccagecacgacggeatggaggectacgtgaaggtggacagetgeeccgaggagece
cagctgaggatgaagaacaacgaggaggccgaggactatgatgatgacctgaccgactctgagatg
gacgtggtgaggttitgatgatgacaacagccccagettecatecagatcaggtectgtggecaagaag
cacccecaagacchtgggtgcactacategeecgecgaggaggaggactgggactacgecececetggtyg
ctggceecegacgacaggagetacaagagecagtacetgaacaacggeecccagaggateggecagy
aagtacaagaaggtcagaticatggcctacaccgacgagaccticaagaccagggaggccatccag
cacgagtctggecatcctygggcccectgetgtacggegaggtygggecgacacectgetgatcatette
aagaaccaggccagcaggccctacaacatctaccecccacggeatcaccqgatygtgaggeceectgtac
agcaggaggetgccecaagggcgtgaagecacchgaaggactteececcatectgeccyggegagatette
aagtacaagtggaccgtgaccgtyggaggatggecccaccaagtectgacceccaggtgectgaccagg
tactacagcagcecticgtgaacatggagagggacctggectetggectgatecggececectgetgate
tgctacaaggagagegtggaccagaggggcaaccagatcatgtetgacaagaggaacgtgatectyg
ttctectgtogttegatgagaacaggagetggtatctgacecgagaacatecagaggttectgeccaac
ceegeeggegtgeagetggaggaceecgagticcaggecagcaacatcatgecacagecatecaacygac
tacgtgttcgacagectgcagetgtetgtgtgectgecacgaggtggectactggtacatectgage
atcggegeccagaccegacttcetgtetgtgttettetetygetacacect tecaagecacaagatggtyg
tacgaggacaccctgaccctgttecoceccttcageggcgagaccgtgttcatgagecatggagaaccece
ggcctgtggatcctgggetgecacaacagegacttcaggaacaggggeatgacegecctgetgaaa
gtcagcagctgegacaagaacaccggegactactacgaggacagctacgaggacatcagegectac
ctogctgagcaagaacaacgeccatogageccaggageticagecagaaceecceecgigetgaagaqgg
caccagagggagatcaccaggaccaccecectgcagagcgaccaggaggagategactatgatgacace

(Continuagao)
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atcagegtggagatgaagaaggaggacttegacatectacgacgaggacgagaaccagageeccaqgqg
agcttoecagaagaagaccaggeactacttecatecgecgecgtggagagygctgtgggactatyggecatyg
agcagcagceccccacgtgctgaggaacagggaccagageggeagceygtgecccagttcaagaaggty
gtgttccaggagtticaccgacggcagcttcacccagececctgtacagaggcgagctgaacgageac
ctgaggectgetgggecectacatcagagecgaggtggaggacaacatcatggtgaccttecaggaac
caggccagecaggccctacagettetacagecagectgatcagetacgaggaggaccagaggecaggac
gccgagceccaggaagaacttcgtgaageccaacgagaccaagacctacttctggaaggtgecageac
cacatggcccecaccaaggacgagttocgactgcaaggectgggectacttetectgatgtggacctyg
gagaaggacygtgcacagcggectgatcggeccectgetggtgtgecracaccaacacecctgaaceee
gceccacggecagygcaggtgacegtgcaggagtitcgeecctgttetteaccatetticgacgagaccaag
agctggtacttcaccgagaacatggagaggaactgcagggcecccctgcaacatecagatggaggac
cecaccttcaaggagaactacaggticcacgeecatcaacggetacatecatggacaccetgecegge
ctagtgatggcccaggaccagaggatcaggtggtatctgetgagecatgggcagcaacgagaacate
cacagcatccacticagegygccacgtigttcaccgtgaggaagaaggaggagtacaagatggccectyg
tacaacctgtacccecggegtgttecgagaccgtggagatgetygcecagecaaggecggecatetggagg
gtogagtgcctgateggegagecacctgeacgeeggeatgageaccetgttectggtgtacagecaac
aagtgccagacceccecctygggeatggeccageggecacatcagggactticcagatcaccgectcetgge
cagtacggccagtgggcccccaagctggecaggctgecactacagecggecagecatcaacgectggage
accaaggagccecttcagotggatcaaggtggacctgetggecccecatgatcateccacggecatecaag
acccagggcgcecaggcagaagttcagecagectgtacatecagecagttecatcatecatgtacagectyg
gacggcaagaagtggcagacctacaggggcaacagecaccggeacectgatggtgticttegygeaac
gtggacagcagcggcatcaageacaacatcttcaacceceecccatecategecaggtacatecaggetyg
caccccacccactacagcatcaggagcaccctigecagatggaactgatgggetgcgacctgaacage
tgcagcatgcccoctgggcatggagagcaaggecatetetgacgeccagatcacegecagcagetac
ttcaccaacatgttcgccacctggagcececagecaaggccaggctigeaccetgecagggcaggagcaac
geccotggaggecccaggtgaacaacececaaggagtggctgraggtggacttccagaagaccatgaag
gtgaccggcgtgaccacccagggegtgaagagectgetgaccagecatgtacgtgaaggagttecty
atcagcagcagccaggacggecaccagtggaccectgticttccagaacggcaaagtgaaggtgrte
cagggcaaccaggacagcttcacCcccgtggtigaacagcctggacceececcectgetgaccaggtat
ctgaggatccaccceecagagetgggtgecaccagategecctgagaatggaagtgetgggatgegag
geeccaggacctgtactga (SEQ ID NO:20)
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CS823-FL-AA

MOIELSTCFFLCLLRFCFSATRRYYLGAVELSWDYMQSDLGELPVDAR' FPPRVPKSFPFNTSVVYK
KTLFVEFTDHLFNIAKPRPPWMGLLGPTIQAEVYDTVVITLENMASHPVSLHAVGVSYWKASEGAEY
DDQTSQREKEDDKVEPGGSHTYVWOVLKENGPMASDPLCLTYSY LSHVDLVKDLNSGLIGALLVCRE
GSLARKEXKTQTLHRFILLFAVFDEGKSWHSETKNSLMODRDAASARAWPRMHTVNGYVNRSLPGLIGC
HRKSVYWHVIGMGTTPEVHSIFLEGHTFLVRNHRQASLEISPITFLTAQTLLMDLGQFLLFCHISSH
QHDGMEAYVEVDSCPEEPQLRMENNEEAEDY DDDLTDSEMDVVRFDDDNSPSFIQIRSVARKKHPKTNW
VHYIAAEEEDWDYAPLVLAPDDRSYKSQYLNNGPORIGREKYKKVRFMAYTDET FRTREATQHESGIL
GPLLYGEVGDTLLIIFRNQASRPYNIYPHGITDVRPLYSRRLPKGVKHLRDFPILPGEI FKYKWTVT
VEDGPTKSDPRCLTRYYSSFVNMERDLASGLIGPLLICYKESVDORGNQIMSDKRNVILFSVFDENR
SWYLTENIQRFLPNPAGVQLEDPEFQASNIMHSINGYVFDSLOQLSVCLHEVAYWYILSIGAQTDFLS
VEFSGYTFKHRMVYEDTLTLFPFSGETVEMSMENPGLWILGCHNS DFENRGMTALLKVSSCDRNTGD
YYEDSYEDISAYLLSKNNAIEPRSFSONPPVLRKRHOREITRTTLOSDOEEIDYDDT ISVEMKKEDED
IYDEDENQSPRSFOKKTRHEHYFPIAAVERLWDYCMSSSPHYVLRNRAQSGSVEQFKKVVEQEFTDGSETQ
PLYRGELNEHLGLLGPYIRAEVEDNIMVTFRNQASRPYSFYSSLISYEEDQROGAEPRKNFVKPNET
KTYFWKVQHHMAPTKDE FDCKAWAY FSDVDLEKDVHSGLIGPLLVCHTNTLNPAHGRQVTVQEFALE
FTIFDETKSWYFTENMERNCRAPCNIQOMEDPT FEKENYRFHAINGY IMDTLPGLVMAQDORIRWYLLS
MGSNENIHSIHFSGHVFTVRKKEEYRKMALYNLY PGVFETVEMLPSKAGIWRVECLIGEHLHAGMSTL
FLVYSNKCOTPLGMASGHIRDFQITASGOYGOWAPKLARLHY SGS INAWSTKEPFSWIKVDLLAPMI
THGIKTQGARQKFSSLYISQFI IMYSLDGKKWQTYRGNSTGTLMVEFGNVDSSGIKHNIFNPPIIAR
YIRLEPTHYSIRSTLRMELMGCDLNSCSMPLGMESKAISDAQITASSYFTNMFATWSPSKARLHLQG
RSNAWRPQVNNPKEWLOVDFOKTMEKYTGVTTQGVKSLLTSMYVEEFLTSSSQDGHOWTLEFFQNGKVE
VEQGNQDSFTPVVNSLDPPLLTRYLRIHPQSWVHQIALRMEVLGCEAQDLY  (SEQ ID NQO:21)

Figura 27

Peticéo 870180039850, de 14/05/2018, pag. 203/255



CS23~-HC-NA

accaggagat
ggcgagetge
acctcagtgg
gccaageeea
gacaccgtgg
ggcgtgaget
gagaaggagqg
aaggagaacg
gtggacctygyg
ggcagcctgg
ttegatgagg
gcecgeetety
ctgcceggee
accacccecdg
aggcaggceca
gacctygggec
gecectacgtga
gaggcecgagyg
gatgacaaca
tgggtgcact
ceegacgaca
aagtacaaga
atccagcacqg
ctgatcatct
gatgtgaggc
cccatectge
accaagtctg
gacctggeet
aggggcaace
aacaggagcet
cagctogagg
ttcgacagee
atcggegecce
atggtgtacg
atggagaacc
atgaccgecec
agectacgagy

(SEQ ID NO:

actacctggg
ctgtggacge
tgtacaagaa
ggcecccctyg
tgatcaccct
actggaagyc
acgacaaggt
gecececcatgge
tgaaggacct
ccaaggagaa
gcaagagctyg
ccagggectyg
tgatcggetyg
aggltgcacag
gcetggagat
agttcctget
aggtggacag
actatgatga
gceccagett
acatcgcecege
ggagctacaa
aggtcagatt
agtctggecat
Lcaagaacca
ccetgtacag
ccggcgagat
accccaggtyg
ctggececigat
agatcatgtc
ggtatctgac
accecgagtt
tgcagetgte
agaccgactt
aggacaccct
ccggectgty
tgctgaaagt
acatcagcgce
22)
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cgeegtgoay
caggttccee
gaccctgttc
gatgggcctyg
gaagaacatg
ctctgagggce
gttcccegge
cagcgaccea
gaactctgygce
gacccagace
gcacagcgag
gececaagaty
ccacaggaaqg
catettectyg
cagccccatc
gttctgeeac
ctgcoccgag
tgacctgace
catccagatce
cgaggaggag
gagccagtac
catggoctac
cctygggcecee
ggccagcagyg
caggaggctyg
cttecaagtac
cctgaccagyg
cggccecctg
tgacaagagg
cgagaacatc
ccaggocage
tgtgtgectyg
cctgtectgty
gaccctgtte
gatcectggge
cagcagetge
ctacctgetg

ctgagetggy
cccagagtge
gtggagttca
ctgggceecea
gccageeace
gccgagtaty
ggcagcceaca
ctgtgcctaga
ctgatcggcy
ctgcacaagt
accaagaaca
cacaccgtga
tectgitgtact
gagggccaca
accttecctga
atcagcagcce
gagcoecage
gactctgaga
aggtctgtgy
gactgggact
ctgaacaacyg
accgacgaga
ctgctgtacy
ccectacaaca
cccaagggcy
aagtggaccy
tactacagca
ctgatctgcet
aacgtgatce
cagaggttcc
aacatcatge
cacgaggtgg
ttcttectctyg
ccettcageyg
tgccacaaca
gacaagaaca
agcaagaaca

Figura 28

actacatgca
ccaagagett
cegaccacct
ccatocaggc
cecgtgagect
acgaccagac
cctacgtgtyg
ccltacagecta
ceetgetggt
tcatcectget
gecetgatgea
acggctacgt
ggcacgtgat
ccttecetggt
ccgeccagac
accagcacga
tgaggatygaa
tggacgtggt
ccaagaagca
acgececcceet
geecccagaq
ccttcaagac
gcgaggatggyg
tctaceceeca
tgaagcacct
tgaccgtgga
gettegtgaa
acaaggagadg
tgttctetgt
tgceccaacce
acagcatcaa
cctactggta
gctacacctt
gcgagacegt
gegactteaqg
coggegacta
acgeccatega

gce
gtctgacctg
ceccttceaac
gttcaacatc
cgaggtgtac
gcacgcegtyg
cagccagagg
gcaggtgctg
cctgagccac
gtgcagggag
gttcgeegtyg
ggacagggat
gaacaggagce
cggcatggge
gaggaaccac
cctgetgatg
cggcatgygag
gaacaacgag
gaggtttgat
ccecgagace
ggtgctggee
gatcggeagg
cagggaggcece
cgacaccctqg
cggcatcecace
gaaggacttc
ggabggccee
catggagagg
cgtggaccag
gttcgatgag
cgccggegtg
cggectacgtyg
catcectgage
caagcacaag
gttcatgage
gaacaggggc
ctacgaggac
geeecagg



CS23-LC-NA

cagagcgacao
gacttcgaca
aggcactact
cacgtgctga
caggagttca
ctgggcectge
aggaaccagg
cagaggcagg
ttctggaadgg
gcctacttet
ctggtgtgcc
ttcgeccctgt
gagaggaact
tacaggttce
caggaccaga
atccacttca
tacaacctgt
tggaggytgyg
gtgtacagca
cagatcaccyg
agcggcagcea
ctggccececa
ctgtacatca
aggdagcaaca
dagcacaaca
tacagcatca
atgcececcectag
ttcaccaaca
agcaacgcct
aagaccatga
tacgtgaagyg
cagaacggca
agcctggacce
cagatcgccc

(SEQ ID NO:

aggaggagat
tctacgacga
tcatcgcecge
ggaacagggdc
ccgacggeay
tgggccccta
ccagcaggece
gcgecgagcec
tgcagcacca
ctgatgtgga
acaccaacac
tcttcaccat
gcagggccecce
acgccatcaa
ggatcaaggtyg
gcggccacgt
accccggcgt
agtgcctgat
acaagtgcca
cctctggcca
tcaacgcctyg
tgatcatcca
gccagtteat
gcaccggecac
tcttcaacce
ggagcaccct
gcatggagag
tgttcgeccecac
ggaggcceca
aggtgaccgg
agttcctgat
aagtgaaggt
ccececctget
tgagaatgga
23)
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cgactatgat
ggacgagaac
cgtggagagy
ccagagcggc
cttcacccag
catcagggcce
ctacagctte
caggaagaac
catggcccee
cctggagaag
cctgaaccce
cttcgacgag
ctgcaacatce
cggctacate
gtatatgatyg
gttcaccgtg
gttcgagace
cggcgagcac
gacceccecetyg
gtacggccag
gagcaccaadg
cggcatcaag
catcatgtac
cctgatggtyg
ccccatcate
gcggatggaa
caaggccatc
ctggagccce
ggtgaacaac
cgtgaccacce
cagcagcagc
gttccaggdc
gaccaggtat

agtgctggga

g
gacaccatca
cagagcccca
ctgtgggact
agcgtgcecce
cccctgtaca
gaggtggagy
tacagcagcc
ttcgtgaage
accaaggacg
gacgtgcaca
gcccacggea
accaagagct
cagatggagyg
atggacaccce
agrcatgggaa
adgaagaagd
gtggagatgc
ctgcacgeccqg
ggcatggcca
tgggcccceca
gagccctteca
acccagggeg
agcctggacg
ttcttcggea
gccaggtaca
ctgatgggcet
tctgacgece
agcaaggceca
cccaaggagt
cagggcgtga
caggacggcce
aaccaggaca
ctgaggatcce
tgcgaggecce

Figura 29

agatcaccag
gecgtggagat
ggagcttcca
atggcatgag
agttcaagaa
gaggcgagct
acaacatcat
tgatcagcta
ccaacgagac
agttcgactg
gcggcctgat
ggcaggtgac
ggtacttcac
accccacctt
tgccecggect
graacgagaa
aggagtacaa
tgcccagcaa
gcatgagcac
gcggccacat
agctggccag
gectggatcaa
ccaggcagaa
gcaagaagtg
acgtggacag
tcaggctgeca
gcgacctgaa
agatcaccge
ggctgcacct
ggctgcaggt
agagcctgct
accagtggac
gcttcaccee
acccccagag
aggacctgta

gaccaccctg
Jaacaadgag
gaagaagacc
cagcagcccce
ggtggtgtte
gaacgagcac
ggtgacctte
cgagdaggac
caagacctac
caaggcctgg
cggcecceccctg
cgtgcaggadg
cgagaacatg
caaggagaac
ggtgatggee
catccacago
gatggccctg
ggccggeatc
cctgttcetg
cagggacttc
gctygcactac
ggtggacctyg
gttcagcagc
gcagacctac
cagcggcatce
cececcacececac
cagctgcagc
cagcagctac
gcadgggcadgg
ggacttccag
gaccagcatg
cctgttectte
cgtggtgaac
ctgggtgcac
c



42/89

C801ml3-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGATTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGAACTTITCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGAGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCARAGTCCTTCCCATTCARCACCTCTGTGGTCTACARG
AAGACACTCTTTGTGGAATTCACTGACCACCTSTTCAACATTGCAAAACCCAGACCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCATCCCACCCTGTGTCTCTGCATGCTGTGGGAGTCTCATACTGGAAAGCCTCTGARGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACATCCCAGAGAGAGAAAGAGGATGACAAGGTGTTCCCTGGGGGATCTCACACT
TATGTGTGGCAAGTCCTCAAGGAGAATGGACCCATGGCATCTGACCCACTCTGCCTGACATACTC

TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCARGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGCGGCACTGCTGGTGTGC
AGGGAAGGATCCCTGGCCAAGGAGAAAACCCAGACACTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGTCTTGGCACTCTGAAACAAAGAACTCCCTCGATGCARGACAGGCGATGCTGCC
TCTGCCAGGGCATGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGATCACTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGAAATCTGTCTACTGGCATGTGAT TGGCATGGGEGACAACCCCTGAAGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGACACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAAGCCTCTCTGGAGATCTCT
CCCATCACCTTCCTCACTGCACAGACACTGCTGATGGACCTTGGACAGTTCCTGCTGTCCTGCCAC
ATCTCTTCCCACCAGCATGATGGCATGGAAGCCTATGTCAAGGTGGACTCATGCCCTGAGGAACCA
CAGCTCAGGATGAAGAACRATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCAGATTTGATGATGACAACTCTCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCAAAGARAR
CACCCCAAGACATGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAAGAGGACTGGGACTATGCACCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGTCTCAGTACCTCAACAATGGCCCACAAAGAATTGGAAGA
AAGTACAAGAAAGTCAGATTCATGGCCTACACTGATGARACCTTCAAGACAAGAGAAGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATTCTGGGACCACTCCTGTATGGGGAARGTGGGAGACACCCTGCTCATCATCTTC
AAGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGACTGCCAAAAGGGGTGAAACACCTCARGCACTTCCCCATTCTGCCTGGAGAGATCTTC
AAGTACARAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGCGACCAACAAAGTCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCTCTTTTGTGAACATGGAGAGAGACCTGGCATCTGGACTGATTGGACCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCRAGAGAGGCARCCAGATCATGTCTGACAAGAGAAATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGATCATGGTACCTGACTGAGAACATTCAGAGATTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAACTGGAAGACCCTGAGTTCCAGGCAAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACTCTCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGEGCCTACTGGTACATTCTTTCT
ATTGGGGCACAAACTGACTTCCTTICTGTCTTCTTCTCTGGATACACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACACTCTTCCCATTCTCTGGGGAAACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGACTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCAGARACAGGGGAATGACTGCACTGCTCAAA
GICTCCICCTGTGACARGAACACTGGGGACTACTATGAGGACTCTTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGTCTCAGAATCCACCTGTCCTGARG
AGACACCAGAGAGAGATCACCAGGACAACCCTCCAGTCTGACCAGGAAGAGAT TGACTATGATGAC
ACCATTTCTGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTTGACATCTATGATGAGGACGAGAACCAGTCTCCA
AGATCATTCCAGAAGAAGACAAGACACTACTTCATTGCTGCTGTGGARAGACTGTGGGACTATGGC
ATGTCTTCCTCTCCCCATGTCCTCAGGAACRAGGGCACAGTCTGGCTCTGTGCCACAGT TCAAGAAA

(Continuag&o)
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GTGGTCTTCCAGGAGTTCACTGATGGCTCATTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAACTGAATGAG
CACCTGGGACTCCTGGGACCATACATCAGGGCTGAGGTGGAAGACARCATCATGGTGACATTCAGA
ARCCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACTCTTCCCTCATCAGCTATGAGGAAGACCAGAGACAA
GGGGCTGAGCCARCAARCGAACTTTGTGARACCCAATGARACCAAGACCTACTTCTGGAAAGTCCAG
CACCACATGGCACCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCATACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGARAGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGARL
CCTGCACATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACC
AAGTCATGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGAAACTGCAGAGCACCATGCAACATTCAGATGGAA
GACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCT
GGGCTTGTCATGGCACAGGACCAGAGARTCAGATGGTACCTGCTTTCTATGGGATCCAATGAGAAC
ATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGAGAAAGAAGGAGGAATACARGATGGCC
CTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGACGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGG
AGGGTGGAATGCCTCATTGGGECAGCACCTGCATGUTGGLATGTCAACCCTETTCCTGGETUTACAGC
AACAAGTGCCAGACACCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTLT
GGCCAGTATGGCCAGTGGGCACCCARACTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGCTCCATCARTGCATGG
TCAACCAAGGAGCCATTCTCTTGGATCARGGTGGACCTGCTGGCACCCATGATCATTCATGGCATC
ARGACACAGGGGGCAAGACAGARATTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTCATCATCATGTACTCT
CTGGATGGCAAGRAGTGGCAGACATACAGAGGCAACTCCACTGGCACCCTCATGGTCTTCTTTGGC
AATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCTCCCATCATTGCCAGATACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACTCAATCAGATCAACCCTCAGGATGGAACTGATGGGATGTGACCTGAAC
TCCTGCTCAATGCCCCTGGGAATGGAGAGCARGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCATCCTCT
TACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGTCACCATCARAAGCCAGGCTGCACCTCCAGGGARGAAGC
AATGCCTGGAGACCCCAGGTCARCAACCCARAGGAATGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATG
ARAGTCACTGGGGTGACAACCCAGGGGGTCAAGTCTCTGCTCACCTCAATGTATGTGAAGGAGTTC
CTGATCTCTTCCTCACAGGATGGCCACCAGTGGACACTCTTCTTCCAGAATGGCARAGTCAAGGTG
TTCCRAGGGCAACCAGGACTCTTTCACACCTGTGGTGAACTCACTGGACCCCCCCCTCCTGACARAGA
TACCTGRAGAATTCACCCCCAGTCTTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTCCTGGGATGT
GAGGCACAAGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:30)
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C801m23-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGATTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGAACTTITCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGAGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCARAGTCCTTCCCATTCARCACCTCTGTGGTCTACARG
AAGACACTCTTTGTGGAATTCACTGACCACCTSTTCAACATTGCAAAACCCAGACCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCGTCACCCTCAAGAACATG
GCATCCCACCCTGTGTCTCTGCATGCTGTGGGAGTCTCATACTGGAAATCCTCTGARGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACATCCCAGAGAGAGAAAGAGGATGACAAGGTGTTCCCTGGGAAGTCTCACACT
TATGTGTGGCAAGTCCTCAAGGAGAATGGACCCACTGCATCTGACCCACCCTGCCTGACATACTC

TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCARGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGCGGCACTGCTGGTGTGC
AGGGAAGGATCCCTGGCCAAGGAGAAAACCCAGACACTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGTCTTGGCACTCTGAAACAAAGAACTCCCTCGATGCARGACAGGCGATGCTGCC
TCTGCCAGGGCATGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGATCACTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGAAATCTGTCTACTGGCATGTGAT TGGCATGGGEGACAACCCCTGAAGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGACACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAAGCCTCTCTGGAGATCTCT
CCCATCACCTTCCTCACTGCACAGACACTGCTGATGGACCTTGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCTCTTCCCACCAGCATGATGGCATGGAAGCCTATGTCAAGGTGGACTCATGCCCTGAGGAACCA
CAGCTCAGGATGAAGAACRATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCAGATTTGATGATGACAACTCTCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCAAAGARAR
CACCCCAAGACATGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAAGAGGACTGGGACTATGCACCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGTCTCAGTACCTCAACAATGGCCCACAAAGAATTGGAAGA
AAGTACAAGAAAGTCAGATTCATGGCCTACACTGATGARACCTTCAAGACAAGAGAAGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATTCTGGGACCACTCCTGTATGGGGAARGTGGGAGACACCCTGCTCATCATCTTC
AAGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGACTGCCAAAAGGGGTGAAACACCTCARGCACTTCCCCATTCTGCCTGGAGAGATCTTC
AAGTACARAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGCGACCAACAAAGTCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCTCTTTTGTGAACATGGAGAGAGACCTGGCATCTGGACTGATTGGACCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCRAGAGAGGCARCCAGATCATGTCTGACAAGAGAAATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGATCATGGTACCTGACTGAGAACATTCAGAGATTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAACTGGAAGACCCTGAGTTCCAGGCAAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACTCTCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGEGCCTACTGGTACATTCTTTCT
ATTGGGGCACAAACTGACTTCCTTICTGTCTTCTTCTCTGGATACACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACACTCTTCCCATTCTCTGGGGAAACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGACTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCAGARACAGGGGAATGACTGCACTGCTCAAA
GICTCCICCTGTGACARGAACACTGGGGACTACTATGAGGACTCTTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGTCTCAGAATCCACCTGTCCTGARG
AGACACCAGAGAGAGATCACCAGGACAACCCTCCAGTCTGACCAGGAAGAGAT TGACTATGATGAC
ACCATTTCTGTGGAGATGAAGAAGGAGGACTTTGACATCTATGATGAGGACGAGAACCAGTCTCCA
AGATCATTCCAGAAGAAGACAAGACACTACTTCATTGCTGCTGTGGARAGACTGTGGGACTATGGC
ATGTCTTCCTCTCCCCATGTCCTCAGGAACRAGGGCACAGTCTGGCTCTGTGCCACAGT TCAAGAAA

(Continuagao)
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GTGGTCTTCCAGGAGTTCACTGATGGCTCATTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAACTGAATGAG
CACCTGGGACTCCTGGGACCATACATCAGGGCTGAGGTGGAAGACARCATCATGGTGACATTCAGA
ARCCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACTCTTCCCTCATCAGCTATGAGGAAGACCAGAGACAA
GGGGCTGAGCCARCAARCGAACTTTGTGARACCCAATGARACCAAGACCTACTTCTGGAAAGTCCAG
CACCACATGGCACCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCATACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGARAGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGARL
CCTGCACATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACC
AAGTCATGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGAAACTGCAGAGCACCATGCAACATTCAGATGGAA
GACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCT
GGGCTTGTCATGGCACAGGACCAGAGARTCAGATGGTACCTGCTTTCTATGGGATCCAATGAGAAC
ATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGAGAAAGAAGGAGGAATACARGATGGCC
CTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGACGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGG
AGGGTGGAATGCCTCATTGGGECAGCACCTGCATGUTGGLATGTCAACCCTETTCCTGGETUTACAGC
AACAAGTGCCAGACACCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTLT
GGCCAGTATGGCCAGTGGGCACCCARACTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGCTCCATCARTGCATGG
TCAACCAAGGAGCCATTCTCTTGGATCARGGTGGACCTGCTGGCACCCATGATCATTCATGGCATC
ARGACACAGGGGGCAAGACAGARATTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTCATCATCATGTACTCT
CTGGATGGCAAGRAGTGGCAGACATACAGAGGCAACTCCACTGGCACCCTCATGGTCTTCTTTGGC
AATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCTCCCATCATTGCCAGATACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACTCAATCAGATCAACCCTCAGGATGGAACTGATGGGATGTGACCTGAAC
TCCTGCTCAATGCCCCTGGGAATGGAGAGCARGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCATCCTCT
TACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGTCACCATCARAAGCCAGGCTGCACCTCCAGGGARGAAGC
AATGCCTGGAGACCCCAGGTCARCAACCCARAGGAATGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATG
ARAGTCACTGGGGTGACAACCCAGGGGGTCAAGTCTCTGCTCACCTCAATGTATGTGAAGGAGTTC
CTGATCTCTTCCTCACAGGATGGCCACCAGTGGACACTCTTCTTCCAGAATGGCARAGTCAAGGTG
TTCCRAGGGCAACCAGGACTCTTTCACACCTGTGGTGAACTCACTGGACCCCCCCCTCCTGACARAGA
TACCTGRAGAATTCACCCCCAGTCTTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTCCTGGGATGT
GAGGCACAAGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:91)
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CS01m3-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGATTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGRAACTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGAGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAGTCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
AAGACACTCTTTGTGGAATTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCAARACCCAGACCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCATCCCACCCTGTGTCTCTGCATGCTGTGGCGAGTCTCATACTGGAAAGCCTCTGARGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACATCCCAGAGAGAGAARGAGGATGACAAGGTGT TCCCTGGGGGATCTCACACT
TATGTGTGGCAAGTCCTCAAGGAGAATGGACCCATGGCATCTGACCCACTCTGCCTGACATACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGCGGCACTGCTGGTGTGC
AGGGAAGGATCCCTGGCCAAGGAGAARACCCAGACACTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGTCTTGGCACTCTGAAACAARGAACTCCCTGATGCARGACAGGGATGCTGCT
TCTGCCAGGGCATGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGATCACTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGAAATCTGTCTACTGGCATGTCGATTGGCATGGGCGACARCCCCTGAAGTGCAL
TCCATTTTCCTGGAGGGACACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACARGCCTCTCTGGAGATCTCT
CCCATCACCTTCCTCACTGCACAGACACTGCTGATGGACCTTGGACAGT TCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCTCTTCCCACCAGCATGATGGCATGGAAGCCTATGTCAAGGTGGACTCATGCCCTGAGGAACCA
CAGCTCAGGATGAAGAACAATGACGAGGCTGAGGACTATGATCATCACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCAGATTTGATGATGACAACTCTCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCAAAGAAA
CACCCCAAGACATGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAAGAGGACTGGGACTATGCACCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGTCTCAGTACCTCAACAATGGCCCACAAAGAATTGCGAAGA
AAGTACAAGARAGTCAGATTCATGGCCTACACTGATGARACCTTCAAGACAAGAGAAGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATTCTGGGACCACTCCTGTATGGGGAAGTGGGAGACACCCTGCTCATCATCTTC
AAGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACARCATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGACTGCCAAAAGGGGTGAARCACCTCAAGGACTTCCCCATTCTGCCTGGAGAGATCTTC
AAGTACRAGTGGACTGTICACTGTGGAGGATGGACCAACARAGTCTGRCCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCTCTTTTGTGAACATGGAGAGAGACCTGGCATCTGGACTCGATTGGACCACTGCTCATC
TGCTACARGGAGTCTGTGGACCACAGAGGCAACCAGATCATGTCTGACAAGAGARATGTCGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGATCATGGTACCTGACTGAGAACATTCAGAGATTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAACTGGAAGACCCTGAGTTCCAGGCAAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACTCTCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTCTTTCT
ATTGGGGCACAAACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGATACACCTTCAAGCACARGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACACTCTTCCCATTCTCTGGGGARACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGACTGTGGATTICTGGGATGCCACAACTCTGACTTCAGARACAGGGGAATGACTGCACTGCTCAAA
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGCGACTCTTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGTCTCAGAATCCACCTGTCCTGAAG
AGACACCAGAGAGAGATCACCAGGACAACCCTCCAGTCTGACCAGGAAGAGATTGACTATGATGAC
ACCATTTCTGTGGAGATGAAGARAGGAGGACTTTGACATCTATGATGAGGACGAGAACCAGTCTCCA
AGATCATTCCAGAAGAAGACAAGACACTACTTCATTGCTGCTGTGGAAAGACTGTGGGACTATGGC
ATGTCTTCCTCTCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCACAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAR
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GTGGTCTTCCAGGAGTTCACTGATGGCTCATTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAACTGAATGAG
CACCTGGGACTCCTGGGACCATACATCAGGGCTGAGGTGGAAGACAACATCATGGTGACATTCAGA
AACCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACTCTTCCCTCATCAGCTATGAGGAAGACCAGAGACAA
GGGGCTGAGCCAAGAAAGRACTTTGTGAAACCCAATGAAACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAG
CACCACATGGCACCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCATACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGARAGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGARC
CCTGCACATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGCGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACC
AAGTCATGGTACTTCACTGAGRACATGGAGAGAAACTGCAGAGCACCATGCAACATTCAGATGGAA
GACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCT
GGGCTTGTCATGGCACAGGACCAGRAGARTCAGATGCGTACCTSCTTTCTATGGGATCCAATGAGAAC
ATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGAGARAGAAGGAGGAATACARAGATGGCC
CTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGG
AGGGTGGAATGCCTCATTOGGGAGLCACCTGUATGCTGGCATGTCAACCCTGTTUCTGGTCTACAGL
AACAAGTGCCAGACACCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCT
GGCCAGTATGGCCAGTGGGCACCCARACTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGCTCCATCARTGCATGG
TCAACCAAGGAGCCATTICTCTTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCACCCATGATCATTICATGGCATC
ARAGACACAGGGGGCAAGACAGARATTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTCATCATCATGTACTCT
CTGGATGGCARGAAGTGGCAGACATACAGAGGCAACTCCACTGGCACCCTCATGGTCTTCTTTGGE
AATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCTCCCATCATTGCCAGATACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACTCRATCAGATCAACCCTCAGGATGGARCTGATGGGATGTGACCTGAAL
TCCTGCTCAATGCCCCTGGGAATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCATCCTCT
TACTTCACCAACATGTTTGCCACCTGGTCACCATCARAAGCCAGGCTGCACCTCCAGGGARGAAGC
BATGCCTGGAGACCCCAGGTCARCAACCCAAAGGAATGGCTGCAAGTGGACTTCCAGARGACAATG
ARAGTCACTGGGGTGACARCCCAGGGGGTCAAGTCTCTGCTCACCTCAATGTATGTGAAGGAGTTC
CTGATCTCTTCCTCACAGGATGGCCACCAGTGGACACTCTTCTTCCAGAATGGCAAAGTCAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACTCTTTCACACCTGTGGTGAACTCACTGGACCCCCCCCTCCTGACAAGA
TACCTGAGAATTCACCCCCAGTCTTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGAATGGAAGTCCTGGGATGT
GAGGCACAAGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:92)

Figura 32B
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CS01m2-FL~-NA

ATGCAGATTGAGCTGTCCACCTGCTTCTTTCTGTGCCTGCTGAGATTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGAACTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGAGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAGTCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
ARGACACTCTTTGTGGAATTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCAAAACCCAGACCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCGTCACCCTCAAGAACATG
GCATCCCACCCTGTGTCTCTGCATGCTGTGGGAGTCTCATACTGGARATCCTCTGARGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACATCCCAGAGAGAGAAAGAGGATGACAAGGTGTTCCCTGGGAAGTCTCACACT
TATGTGTGGCAAGTCCTCARGGAGAATGGACCCACTGCATCTGACCCACCCTGCCTGACATACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCACTGCTGGTGTGC
AGGGAAGGATCCCTGGCCAAGGAGAARACCCAGACACTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGTCTTGGCACTCTGAARCARAGAACTCCCTGATGCARGACAGGCATGCTGCT
TCTGCCAGGGCATGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGATCACTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGARATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCGACAACCCCTGAAGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGACACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAAGCCTCTCTGGAGATCTCT
CCCATCACCTTCCTCACTGCACAGACACTGCTGATGGACCTTCGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCTCTTCCCACCAGCATGATGGCATGGAAGCCTATGTCAAGGTGGACTCATGCCCTGAGGARCCA
CAGCTCACGGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATCGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCAGATTTGATGATGACAACTCTCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCARAGANA
CACCCCARAGACATGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAAGAGGACTGGGACTATGCACCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGTCTCAGTACCTCAACAATGGCCCACARAGAATTGGAAGA
ARGTACAAGAAAGTCAGATTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACAAGAGAAGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATTCTGGGACCACTCCTGTATGGGGAAGTCGGAGACACCCTGCTCATCATCTTC
ARGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGACTGCCAAAAGGGGTGAARCACCTCAAGGACTTCCCCATTCTGCCTGGAGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACARAGTCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCTCTTTTGTGAACATGGAGAGAGACCTGGCATCTGCGACTGATTGGACCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGAGGCAACCAGATCATGTCTGACAAGAGARATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGAACAGATCATGGTACCTGACTGAGAACATTCAGAGATTCCTGCCCARC
CCTGCTGGGGTGCAACTGGAAGACCCTGAGTTCCAGGCARAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACTCTCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTICTTTCT
ATTGGGGCACRAACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGATACACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACACTCTTCCCATTCTCTGGGGARAACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGACTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCAGAAACAGGGGAATGACTGCACTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACTCTTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGAAGCTTCTCTCAGARTCCACCTGTCCTGAAGAGA
CACCAGAGAGAGATCACCAGGACAACCCTCCAGTCTGACCAGGRAAGAGATTGACTATGATGACACC
ATTTCTGTGGAGATGARAGAAGGAGGACTTTGACATCTATGATGAGGACGAGARCCAGTCTCCAAGA
TCATTCCAGAAGAAGACAAGACACTACTTCATTGCTGCTGTCGARAGACTGTGGGACTATGGCATG
TCTTCCTCTCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCACAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGARAAGTG
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GTCTTCCAGGAGTTCACTGATGGCTCATTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAACTGAATGAGCAC
CTGGGACTCCTGGGACCATACATCAGGGCTGAGGTGGAAGACAACATCATGGTGACATTCAGARAC
CAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACTCTTCCCTCATCAGCTATGAGGAAGACCAGAGACAAGGG
GCTGAGCCAAGAAAGAACTTTGTGAAACCCAATGARACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAGCAC
CACATGGCACCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCARGGCCTGGGCATACTTCTCTGATGTGGACCTG
GAGAAAGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCARCACCCTGAACCCT
GCACATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGGAGTTTCGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACCAAG
TCATGGTACTTCACTGAGAACATGGAGAGAAACTGCAGAGCACCATGCAACATTCAGATGGAAGAC
CCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGG
CTTGTCATGGCACAGGACCAGAGAATCAGATGGTACCTGCTTTCTATGGGATCCARATGAGAACATT
CACTCCATCCACTTCTCTGEGCATGTCTTCACTGTGAGRAAGRAGGRAGGARTACRAGATGGCCCTG
TACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCARAGCTGGCATCTGGAGG
GTGGAATGUCTCATTGGGEGAGCACCTGCATGCTGECATGTCARCCCTGTTCCTGETUTACAGCAAL
AAGTGCCAGACACCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGCGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGC
CAGTATGGCCAGTGGGCACCCARACTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGCTCCATCAATGCATGGTCA
ACCAAGGAGCCATTCTCTTGGATCARGGTGGACCTGCTGGCACCCATGATCATTCATGGCATCAAG
ACACAGGGGGCAAGACAGARATTCTCCTCTCTGTACATCTCACAGTTCATCATCATGTACTCTCTG
GATGGCAAGAAGTGGCAGACATACAGAGGCAACTCCACTGGCACCCTCATGGTCTTCTTTGGCAAT
GTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCTCCCATCATTGCCAGATACATCAGGCTG
CACCCCACCCACTACTCAATCAGATCAACCCTCAGGATGGAACTGATGGCATGTGACCTGAACTCC
TGCTCAATGCCCCTGGGAATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCATCCTCTTAC
TTCACCAACATGTTTGCCACCTGGTCACCATCARAAGCCAGGCTGCACCTCCAGGGAAGARGCAAT
GCCTGGAGACCCCAGGTCAACARCCCAAAGGAATGGCTGCAAGTGGACTTCCAGAAGACAATGAAA
GTCACTGGGGTGACRACCCAGGGGGTCAAGTCTCTGCTCACCTCAATGTATGTGAAGGAGTTCCTG
ATCTCTTCCTCACAGGATGGCCACCAGTGGACACTCTTCTTCCAGAATGGCARAGTCARGGTGTTC
CAGGGCARCCAGGACTCTTTCACACCTGTGGTGAACTCACTGGACCCCCCCCTCCTGACAAGATAC
CTGAGARTTCACCCCCAGTCTTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGAATGGARCTCCTGGGATGTGAG
GCACAAGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:93)

Figura 33B
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CS04m2-FL~-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGACGCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
ARGACCCTCTTTGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCCARACCCAGGCCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGEGTCGTCACCCTCAAGAACATG
GCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGETCAGCTACTGGRAAGTCCTCTGAGGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAAGTGTTCCCTGGGAAGAGCCACACT
TATGTGTGGCAGGTCCTCARGGAGAATGGCCCCACTGCCTCTGACCCACCCTGCCTGACCTACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCTCCCTGGCCAAAGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAARCCARGAACTCCCTGATGCAGGACAGGCATGCTGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGARATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCGACAACCCCTGAGGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTCAAGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCA
CAGCTCACGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATCGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCCGCTTTGATGATGACAACAGCCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGANA
CACCCCARAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCAACAATGGCCCACAGAGGATTGGACGC
ARGTACAAGAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGGGGAGGTCGGGCGACACCCTGCTCATCATCTTC
ARGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCCGCAGGCTGCCAAAGGGGGTGAARCACCTCAAGGACT TCCCCATTCTGCCTGGGGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACCAAATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGARAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGARCAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTICTTTCT
ATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAACACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCCGCAACAGGSGCATGACTGCCCTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGGAGCTTCAGCCAGARTCCACCTGTCCTGAARCGT
CACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCTGACCAGGAGGAGATTGACTATGATGACACC
ATTTCTGTGGAGATGAAGAAAGAGGACTTTGACATCTATGACCGAGGACGAGARCCAGAGCCCAAGG
AGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCGCCTGTGGGACTATGGCATG
AGCTCCAGCCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAAGTG
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GTCTTCCAAGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAATGAGCAC
CTGGGACTCCTGGGCCCATACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGCAAC
CAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCTCCCTCATCAGCTATGAGGAGGACCAGAGGCAGGGG
GCTGAGCCACGCAAGAACTTTGTGAAACCCAATGARACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAGCAC
CACATGGCCCCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCARGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGACCTG
GAGAAGGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCARCACCCTGAACCCT
GCCCATGGAAGGCARAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACCAAG
AGCTGGTACTTCACTGAGAACATGGAGCGCAACTGCAGGGCCCCATGCAACATTCAGATGGAGGAC
CCCACCTTCARAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGG
CTTGTCATGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTTTCTATGGGCTCCARTGAGAACATT
CACTCCATCCACTTCTCTGEGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGRAGGRGGAGTACRAGATGGCCCTG
TACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCARAGCTGGCATCTGGAGG
GTGGAGTGUCTCATTGGGEGAGCACCTGCATGCTGEUCATGAGUACCCTGTTCCTGETUTACAGCAAL
AAGTGCCAGACCCCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGCGGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGC
CAGTATGGCCAGTGGGCCCCCARGCTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGATCCATCAATGCCTGGAGC
ACCAAGGAGCCATTCAGCTGGATCARAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATCAAG
ACCCAGGGGGCCAGGCAGARGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCCTG
GATGGCAAGAAATGGCAGACCTACAGAGGCAACTCCACTGGARCACTCATGGTCTTCTTTGGCAAT
GTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCAATCATCGCCAGATACATCAGGCTG
CACCCCACCCACTACAGCATCCGCAGCACCCTCAGGATGGAGCTGATGGECTGTGACCTGAACTCC
TGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGCTAC
TTCACCAACATGTTTGCCACCTGGAGCCCAAGCAAGGCCAGGCTGCACCTCCAGGGAAGGAGCAAT
GCCTGGAGGCCCCAGGTCARCARCCCAAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGRAGACCATGAAG
GTCACTGGGGTGACCACCCAGGGGGTCAAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTG
ATCAGCTCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGGACCCTCTTCTTCCAGAATGGCAAGGTCARGGTGTTC
CAGGGCARCCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGAACAGCCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGATAC
CTGAGGATTCACCCCCAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGCTCCTGGGATGTGAG
GCCCAGGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:94)

Figura 34B
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CS04m3-FL~-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGACGCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
ARGACCCTCTTTGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCCARACCCAGGCCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGGTCAGCTACTGGRAAGGCCTCTGAGGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAAGTGTTCCCTGGGGGCAGCCACACT
TATGTGTGGCAGGTCCTCARGGAGAATGGCCCCATGGCCTCTGACCCACTCTGCCTGACCTACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCTCCCTGGCCAAAGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAARCCARGAACTCCCTGATGCAGGACAGGCATGCTGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGARATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCGACAACCCCTGAGGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTCAAGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCA
CAGCTCACGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATCGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCCGCTTTGATGATGACAACAGCCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGANA
CACCCCARAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCAACAATGGCCCACAGAGGATTGGACGC
ARGTACAAGAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGGGGAGGTCGGGCGACACCCTGCTCATCATCTTC
ARGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCCGCAGGCTGCCAAAGGGGGTGAARCACCTCAAGGACT TCCCCATTCTGCCTGGGGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACCAAATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGARAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGARCAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTICTTTCT
ATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAACACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCCGCAACAGGSGCATGACTGCCCTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGAGCCAGAATCCACCTGTCCTGAAA
CGCCACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCTGACCAGGAGGAGATTGACTATGATGAC
ACCATTTCTGTGGAGATGAAGARAGAGGACTTTGACATCTATGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCA
AGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCGCCTGTGGEGACTATGGC
ATGAGCTCCAGCCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAA

(Continuacéo)
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GTGGTCTTCCAAGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAATGAG
CACCTGGGACTCCTGGGCCCATACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGC
AACCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCTCCCTCATCAGCTATGAGGAGGACCAGAGGCAG
GGGGCTGAGCCACGCAAGRACTTTGTGAAACCCAATGAAACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAG
CACCACATGGCCCCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGAAGGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGARC
CCTGCCCATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGCGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGRAACC
AAGAGCTGGTACTTCACTGAGRACATGGAGCGCAACTGCAGGGCCCCATGCAACATTCAGATGGAG
GACCCCACCTTCAAAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCT
GGGCTTGTCATCGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTTTCTATGGGCTCCAATGAGAAC
ATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCC
CTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGG
AGGGTGGAGTECCTCATTOGGGAGUACCTGUATGCTGECATGAGCACCCTGTTUCTGGTCTACAGL
AACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCT
GGCCAGTATGGCCAGTGGGTCCCCAAGCTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGATCCATCARTGCCTGG
AGCACCARGGAGCCATTCAGCTGGATCAAAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATC
AAGACCCAGGGGGCCAGGCAGARGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGC
CTGGATGGCARGAARTGGCAGACCTACAGAGGCAACTCCACTGGAACACTCATGGTCTTCTTTGGE
AATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCAATCATCGCCAGATACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACAGCATCCGCAGCACCCTCAGGATGGAGCTGATGGGCTGTGACCTGAAL
TCCTGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGC
TACTTCACCAACATGTT TGCCACCTGGAGCCCAAGCARGGCCAGGCTGCACCTCCAGGGARGGAGC
AATGCCTGGAGGCCCCAGGTCARCAACCCARAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGARGACCATG
ARGGTCACTGGGGTGACCACCCAGGGGGTCRAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTC
CTGATCAGCTCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGGACCCTCTTCTTCCAGAATGGCAAGGTCAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGAACAGCLCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGA
TACCTGAGGATTCACCCCCAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTCCTGGGATGT
GAGGCCCAGGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:93)

Figura 35B

Petic&o 870180039850, de 14/05/2018, pég. 217/255
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CS04m23-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGACGCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
ARGACCCTCTTTGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCCARACCCAGGCCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGEGTCGTCACCCTCAAGAACATG
GCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGETCAGCTACTGGRAAGTCCTCTGAGGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAAGTGTTCCCTGGGAAGAGCCACACT
TATGTGTGGCAGGTCCTCARGGAGAATGGCCCCACTGCCTCTGACCCACCCTGCCTGACCTACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCTCCCTGGCCAAAGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAARCCARGAACTCCCTGATGCAGGACAGGCATGCTGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGARATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCGACAACCCCTGAGGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTCAAGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCA
CAGCTCACGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATCGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCCGCTTTGATGATGACAACAGCCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGANA
CACCCCARAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCAACAATGGCCCACAGAGGATTGGACGC
ARGTACAAGAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGGGGAGGTCGGGCGACACCCTGCTCATCATCTTC
ARGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCCGCAGGCTGCCAAAGGGGGTGAARCACCTCAAGGACT TCCCCATTCTGCCTGGGGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACCAAATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGARAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGARCAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTICTTTCT
ATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAACACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCCGCAACAGGSGCATGACTGCCCTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGAGCCAGAATCCACCTGTCCTGAAA
CGCCACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCTGACCAGGAGGAGATTGACTATGATGAC
ACCATTTCTGTGGAGATGAAGARAGAGGACTTTGACATCTATGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCA
AGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCGCCTGTGGEGACTATGGC
ATGAGCTCCAGCCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAA

(Continuacgéo)
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GTGGTCTTCCAAGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAATGAG
CACCTGGGACTCCTGGGCCCATACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGC
AACCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCTCCCTCATCAGCTATGAGGAGGACCAGAGGCAG
GGGGCTGAGCCACGCAAGRACTTTGTGAAACCCAATGAAACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAG
CACCACATGGCCCCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGAAGGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGARC
CCTGCCCATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGCGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGRAACC
AAGAGCTGGTACTTCACTGAGRACATGGAGCGCAACTGCAGGGCCCCATGCAACATTCAGATGGAG
GACCCCACCTTCAAAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCT
GGGCTTGTCATCGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTTTCTATGGGCTCCAATGAGAAC
ATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCC
CTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGG
AGGGTGGAGTECCTCATTOGGGAGUACCTGUATGCTGECATGAGCACCCTGTTUCTGGTCTACAGL
AACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCT
GGCCAGTATGGCCAGTGGGTCCCCAAGCTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGATCCATCARTGCCTGG
AGCACCARGGAGCCATTCAGCTGGATCAAAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATC
AAGACCCAGGGGGCCAGGCAGARGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGC
CTGGATGGCARGAARTGGCAGACCTACAGAGGCAACTCCACTGGAACACTCATGGTCTTCTTTGGE
AATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCAATCATCGCCAGATACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACAGCATCCGCAGCACCCTCAGGATGGAGCTGATGGGCTGTGACCTGAAL
TCCTGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGC
TACTTCACCAACATGTT TGCCACCTGGAGCCCAAGCARGGCCAGGCTGCACCTCCAGGGARGGAGC
AATGCCTGGAGGCCCCAGGTCARCAACCCARAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGARGACCATG
ARGGTCACTGGGGTGACCACCCAGGGGGTCRAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTC
CTGATCAGCTCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGGACCCTCTTCTTCCAGAATGGCAAGGTCAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGAACAGCLCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGA
TACCTGAGGATTCACCCCCAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTCCTGGGATGT
GAGGCCCAGGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:96)

Figura 36B
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CS04ml -FL~-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGACGCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
ARGACCCTCTTTGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCCARACCCAGGCCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGGTCAGCTACTGGRAAGGCCTCTGAGGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAAGTGTTCCCTGGGGGCAGCCACACT
TATGTGTGGCAGGTCCTCARGGAGAATGGCCCCATGGCCTCTGACCCACTCTGCCTGACCTACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCTCCCTGGCCAAAGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAARCCARGAACTCCCTGATGCAGGACAGGCATGCTGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGARATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCGACAACCCCTGAGGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTCCTGCCAC
ATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTCAAGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCA
CAGCTCACGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATCGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCCGCTTTGATGATGACAACAGCCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGANA
CACCCCARAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCAACAATGGCCCACAGAGGATTGGACGC
ARGTACAAGAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGGGGAGGTCGGGCGACACCCTGCTCATCATCTTC
ARGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCCGCAGGCTGCCAAAGGGGGTGAARCACCTCAAGGACT TCCCCATTCTGCCTGGGGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACCAAATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGARAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGARCAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTICTTTCT
ATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAACACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCCGCAACAGGSGCATGACTGCCCTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATGCCATTGAGCCCAGGAGCTTCAGCCAGARTCCACCTGTCCTGAARCGT
CACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCTGACCAGGAGGAGATTGACTATGATGACACC
ATTTCTGTGGAGATGAAGAAAGAGGACTTTGACATCTATGACCGAGGACGAGARCCAGAGCCCAAGG
AGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCGCCTGTGGGACTATGGCATG
AGCTCCAGCCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAAGTG

(Continuacao)
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GTCTTCCAAGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAATGAGCAC
CTGGGACTCCTGGGCCCATACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGCAAC
CAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCTCCCTCATCAGCTATGAGGAGGACCAGAGGCAGGGG
GCTGAGCCACGCAAGAACTTTGTGAAACCCAATGARACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAGCAC
CACATGGCCCCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCARGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGACCTG
GAGAAGGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCARCACCCTGAACCCT
GCCCATGGAAGGCARAGTGACTGTGCAGGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGAAACCAAG
AGCTGGTACTTCACTGAGAACATGGAGCGCAACTGCAGGGCCCCATGCAACATTCAGATGGAGGAC
CCCACCTTCARAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCTGGG
CTTGTCATGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTTTCTATGGGCTCCARTGAGAACATT
CACTCCATCCACTTCTCTGEGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGRAGGRGGAGTACRAGATGGCCCTG
TACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCARAGCTGGCATCTGGAGG
GTGGAGTGUCTCATTGGGEGAGCACCTGCATGCTGEUCATGAGUACCCTGTTCCTGETUTACAGCAAL
AAGTGCCAGACCCCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGCGGACTTCCAGATCACTGCCTCTGGC
CAGTATGGCCAGTGGGCCCCCARGCTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGATCCATCAATGCCTGGAGC
ACCAAGGAGCCATTCAGCTGGATCARAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATCAAG
ACCCAGGGGGCCAGGCAGARGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCCTG
GATGGCAAGAAATGGCAGACCTACAGAGGCAACTCCACTGGARCACTCATGGTCTTCTTTGGCAAT
GTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCAATCATCGCCAGATACATCAGGCTG
CACCCCACCCACTACAGCATCCGCAGCACCCTCAGGATGGAGCTGATGGECTGTGACCTGAACTCC
TGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGCTAC
TTCACCAACATGTTTGCCACCTGGAGCCCAAGCAAGGCCAGGCTGCACCTCCAGGGAAGGAGCAAT
GCCTGGAGGCCCCAGGTCARCARCCCAAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGRAGACCATGAAG
GTCACTGGGGTGACCACCCAGGGGGTCAAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTCCTG
ATCAGCTCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGGACCCTCTTCTTCCAGAATGGCAAGGTCARGGTGTTC
CAGGGCARCCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGAACAGCCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGATAC
CTGAGGATTCACCCCCAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGCTCCTGGGATGTGAG
GCCCAGGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:97)

Figura 37B
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CS04ml13-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGGGCTGTGGACGCTTTCTTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGGGAGCTGCCT
GTGGATGCCAGGTTCCCACCCAGAGTGCCCAAATCCTTCCCATTCAACACCTCTGTGGTCTACAAG
ARGACCCTCTTTGTGGAGTTCACTGACCACCTGTTCAACATTGCCARACCCAGGCCACCCTGGATG
GGACTCCTGGGACCCACCATTCAGGCTGAGGTGTATGACACTGTGGTCATCACCCTCAAGAACATG
GCCTCCCACCCTGTGAGCCTGCATGCTGTGGGGGTCAGCTACTGGRAAGGCCTCTGAGGGGGCTGAG
TATGATGACCAGACCTCCCAGAGGGAGAAGGAGGATGACAAAGTGTTCCCTGGGGGCAGCCACACT
TATGTGTGGCAGGTCCTCARGGAGAATGGCCCCATGGCCTCTGACCCACTCTGCCTGACCTACTCC
TACCTTTCTCATGTGGACCTGGTCAAGGACCTCAACTCTGGACTGATTGGGGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCTCCCTGGCCAAAGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATTCTCCTGTTTGCTGTC
TTTGATGAGGGCAAGAGCTGGCACTCTGAARCCARGAACTCCCTGATGCAGGACAGGCATGCTGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACTGTGAATGGCTATGTGAACAGGAGCCTGCCTGGACTC
ATTGGCTGCCACAGGARATCTGTCTACTGGCATGTGATTGGCATGGGCGACAACCCCTGAGGTGCAC
TCCATTTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTCAGGAACCACAGACAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTCACTGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTCGGACAGTTCCTGCTGTCCTGCCAC
ATCAGCTCCCACCAGCATGATGGCATGGAGGCCTATGTCAAGGTGGACAGCTGCCCTGAGGAGCCA
CAGCTCACGATGAAGAACAATGAGGAGGCTGAGGACTATGATGATCGACCTGACTGACTCTGAGATG
GATGTGGTCCGCTTTGATGATGACAACAGCCCATCCTTCATTCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGANA
CACCCCARAGACCTGGGTGCACTACATTGCTGCTGAGGAGGAGGACTGGGACTATGCCCCACTGGTC
CTGGCCCCTGATGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTCAACAATGGCCCACAGAGGATTGGACGC
ARGTACAAGAAAGTCAGGTTCATGGCCTACACTGATGAAACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATTCAG
CATGAGTCTGGCATCCTGGGCCCACTCCTGTATGGGGAGGTCGGGCGACACCCTGCTCATCATCTTC
ARGAACCAGGCCTCCAGGCCCTACAACATCTACCCACATGGCATCACTGATGTCAGGCCCCTGTAC
AGCCGCAGGCTGCCAAAGGGGGTGAARCACCTCAAGGACT TCCCCATTCTGCCTGGGGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACTGTCACTGTGGAGGATGGACCAACCAAATCTGACCCCAGGTGCCTCACCAGA
TACTACTCCAGCTTTGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATTGGCCCACTGCTCATC
TGCTACAAGGAGTCTGTGGACCAGAGGGGARAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRATGTGATTCTG
TTCTCTGTCTTTGATGAGARCAGGAGCTGGTACCTGACTGAGAACATTCAGCGCTTCCTGCCCAAC
CCTGCTGGGGTGCAGCTGGAGGACCCTGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACTCCATCAATGGC
TATGTGTTTGACAGCCTCCAGCTTTCTGTCTGCCTGCATGAGGTGGCCTACTGGTACATTICTTTCT
ATTGGGGCCCAGACTGACTTCCTTTCTGTCTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAACACAAGATGGTG
TATGAGGACACCCTGACCCTCTTCCCATTCTCTGGGGAGACTGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCT
GGCCTGTGGATTCTGGGATGCCACAACTCTGACTTCCGCAACAGGSGCATGACTGCCCTGCTCAAR
GTCTCCTCCTGTGACAAGAACACTGGGGACTACTATGAGGACAGCTATGAGGACATCTCTGCCTAC
CTGCTCAGCAAGAACAATACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGAGCCAGAATCCACCTGTCCTGAAA
CGCCACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTCCAGTCTGACCAGGAGGAGATTGACTATGATGAC
ACCATTTCTGTGGAGATGAAGARAGAGGACTTTGACATCTATGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCA
AGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATTGCTGCTGTGGAGCGCCTGTGGEGACTATGGC
ATGAGCTCCAGCCCCCATGTCCTCAGGAACAGGGCCCAGTCTGGCTCTGTGCCACAGTTCAAGAAA

(Continuacao)
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GTGGTCTTCCAAGAGTTCACTGATGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGGGAGCTGAATGAG
CACCTGGGACTCCTGGGCCCATACATCAGGGCTGAGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCTTCCGC
AACCAGGCCTCCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCTCCCTCATCAGCTATGAGGAGGACCAGAGGCAG
GGGGCTGAGCCACGCAAGRACTTTGTGAAACCCAATGAAACCAAGACCTACTTCTGGARAGTCCAG
CACCACATGGCCCCCACCAAGGATGAGTTTGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGAAGGATGTGCACTCTGGCCTGATTGGCCCACTCCTGGTCTGCCACACCAACACCCTGARC
CCTGCCCATGGAAGGCAAGTGACTGTGCAGCGAGTTTGCCCTCTTCTTCACCATCTTTGATGRAACC
AAGAGCTGGTACTTCACTGAGRACATGGAGCGCAACTGCAGGGCCCCATGCAACATTCAGATGGAG
GACCCCACCTTCAAAGAGAACTACCGCTTCCATGCCATCAATGGCTACATCATGGACACCCTGCCT
GGGCTTGTCATCGGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGGTACCTGCTTTCTATGGGCTCCAATGAGAAC
ATTCACTCCATCCACTTCTCTGGGCATGTCTTCACTGTGCGCAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCC
CTGTACAACCTCTACCCTGGGGTCTTTGAGACTGTGGAGATGCTGCCCTCCAAAGCTGGCATCTGG
AGGGTGGAGTECCTCATTOGGGAGUACCTGUATGCTGECATGAGCACCCTGTTUCTGGTCTACAGL
AACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGAATGGCCTCTGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACTGCCTCT
GGCCAGTATGGCCAGTGGGTCCCCAAGCTGGCCAGGCTCCACTACTCTGGATCCATCARTGCCTGG
AGCACCARGGAGCCATTCAGCTGGATCAAAGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCATGGCATC
AAGACCCAGGGGGCCAGGCAGARGTTCTCCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGC
CTGGATGGCARGAARTGGCAGACCTACAGAGGCAACTCCACTGGAACACTCATGGTCTTCTTTGGE
AATGTGGACAGCTCTGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCAATCATCGCCAGATACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACAGCATCCGCAGCACCCTCAGGATGGAGCTGATGGGCTGTGACCTGAAL
TCCTGCAGCATGCCCCTGGGCATGGAGAGCAAGGCCATTTCTGATGCCCAGATCACTGCCTCCAGC
TACTTCACCAACATGTT TGCCACCTGGAGCCCAAGCARGGCCAGGCTGCACCTCCAGGGARGGAGC
AATGCCTGGAGGCCCCAGGTCARCAACCCARAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGARGACCATG
ARGGTCACTGGGGTGACCACCCAGGGGGTCRAGAGCCTGCTCACCAGCATGTATGTGAAGGAGTTC
CTGATCAGCTCCAGCCAGGATGGCCACCAGTGGACCCTCTTCTTCCAGAATGGCAAGGTCAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCTGTGGTGAACAGCLCTGGACCCCCCCCTCCTGACCAGA
TACCTGAGGATTCACCCCCAGAGCTGGGTCCACCAGATTGCCCTGAGGATGGAGGTCCTGGGATGT
GAGGCCCAGGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:98)

Figura 38B

Peticéo 870180039850, de 14/05/2018, pég. 223/255



60/89

CS23ml13~-FL-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGCGCCGTGGAGCTGAGCTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGCGAGCTGCCT
GTGGACGCCAGETTCCCCCCCAGAGTGCCCAAGAGCTTCCCCTTCAACACCTCAGTGGTGTACAAG
ARGACCCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCCAGGCCCCCCTGGATG
GGCCTGCTGGGCCCCACCATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGTGETGATCACCCTGAAGAACATG
GCCAGCCACCCCGTGAGCCTGCACGCCGTGGGCGTGAGCTACTGGRAAGGCCTCTGAGGGCGCCGAG
TATGACGACCAGACCAGCCAGAGGGAGAAGGAGGACGACAAGGTGTTCCCCGGCGGCAGCCACACT
TACGTGTGGCAGGTGCTGARGGAGAACGGCCCCATGGCCAGCGACCCCCTGTGCCTGACCTACAGC
TACCTGAGCCACGTGGACCTGGTGAAGGACCTGAACTCTGGCCTGATCGGCGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCAGCCTGGCCAAGGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCCGTG
TTCGATGAGGGCAAGAGCTGGCACACGCGAGACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACAGGCATGCCGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACCGTGAACGGCTACGTGAACAGGAGCCTGCCCGGLCTG
ATCGGCTGCCACAGGAAGTCTGTGTACTGGCACGTGATCGGCATGGGCACCACCCCCGAGGTGCAC
AGCATCTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTGAGGAACCACAGGCAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTGACCGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTCCTGCCAC
ATCAGCAGCCACCAGCACGACGGCATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGACAGCTGCCCCGAGGAGCCC
CAGCTGAGGATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAGGACTATGATGATGACCTGACCGACTCTGAGATS
GACGTGGTGAGGTTTGATGATGACAACAGCCCCAGCTTCATCCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGAAG
CACCCCRAAGACCTGGGTGCACTACATCGCCGCCGAGGAGGAGGACTGGGACTACGCCCCCCTGGTG
CTGGCCCCCGACGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACANCGGCCCCCAGAGGATCGGCAGG
AAGTACARGARGGTCAGATTCATGGCCTACACCGACGAGACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATCCAG
CACGAGTCTGGCATCCTGGGCCCCCTGLTGTACGGCGAGGTGGGCGACACCCTGCTGATCATCTTC
ARGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAACATCTACCCCCACGGCATCACCGATGTGAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGGCTGCCCAAGGGCGTGAAGCACCTGAAGGACT TCCCCATCCTGCCCGGLGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAGGATGGCCCCACCAAGTCTGACCCCAGGTGCCTGACCAGG
TACTACAGCAGCTTCGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATCGGCCCCCTGCTGATC
TGCTACAAGGAGAGCGTGGACCAGAGGGGTAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRACGTGATCCTG
TTCTCTGTGTTCGATGAGARCAGGAGCTGGTATCTGACCGAGAACATCCAGAGGTTCCTGCCCAAC
CCCGCCGGCGTGCAGCTGGAGGACCCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACAGCATCAACGGC
TACGTGTTCGACAGCCTGCAGCTGTCTGTGTGCCTGCACGAGGTGGCCTACTGGTACATCCTGAGC
ATCGGCGCCCAGACCGACTTCCTGTCTGTGTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TACGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTTCAGCGGCGAGACCGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCC
GGCCTGTGGATCCTGGGCTCGCCACAACAGCGACTTCAGGAACAGEGGECATGACCGCCCTGCTGAAA
GTCAGCAGCTGCGACAAGAACACCGGCGACTACTACGAGGACAGCTACGAGGACATCAGCGCCTAC
CTGCTGAGCAAGAACAACACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGAGCCAGAACCCCCCCGTGCTGAAG
AGGCACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTGCAGAGCGACCAGGAGGAGATCGACTATGATGAC
ACCATCAGCGTGGAGATGAAGARGGAGGACTTCGACATCTACCGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCC
AGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATCGCCGCCGTGCAGAGGCTGTGGEGACTATGGC
ATGAGCAGCAGCCCCCACGTGCTGAGGAACAGGGCCCAGAGCGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAG

(Continuacéo)

Figura 39A

Peticéo 870180039850, de 14/05/2018, pég. 224/255
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GTGGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGCGAGCTGAACGAG
CACCTGGGCCTGCTGGGCCCCTACATCAGGGCCGAGGTGGAGGACRACATCATGGTGACCTTCAGG
AACCAGGCCAGCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCAGCCTGATCAGCTACGAGGAGGACCAGAGGCAG
GGCGCCGAGCCCAGGAAGRACTTCGTGAAGCCCAACGAGACCAAGACCTACTTCTGGAAGGTGCAG
CACCACATGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGAAGGACGTGCACAGCGGCCTGATCGGCCLCCTGCTGGTGTGCCACACCAACACCCTGAAC
CCCGCCCACGGCAGGCAGGTGACCGTGCAGCGAGTTCGCCCTCTTCTTCACCATCTTCGACGAGACC
AAGAGCTGGTACTTCACCGAGRACATGGAGAGGAACTGCAGGGCCCCCTEGCAACATCCAGATGGAG
GACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCACGCCATCAACGGCTACATCATGGACACCCTGCCC
GGCCTGGTGATCGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGCTATCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAAL
ATCCACAGCATCCACTTCAGCGGCCACGTGTTCACCGTGAGGRAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCC
CTGTACAACCTGTACCCCGGCGTGTTCGAGACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGGCATCTGG
AGGGETGGAGTECCTGATCGGUGAGUACCTGCACGCUGELATGAGCACCCTGTICCTGGTGTACAGL
AACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGGCCAGCGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACCGCCTCT
GGCCAGTACGGCCAGTGGGTCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTACAGCGGCAGCATCARCGCCTGG
AGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCACGGCATC
AAGACCCAGGGCGCCAGGCAGARGTTCAGCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGC
CTGGACGGCARGAAGTGGCAGACCTACAGGGGCAARCAGCACCGGCACCCTGATGGTGTTCTTCGGE
AACGTGGACAGCAGCGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCCATCATCGCCAGGTACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACAGCATCAGGAGCACCCTGCGGATGGARCTGATGGGCTGCGACCTGAAL
AGCTGCAGCATGCCCCTGGECATGGAGAGCAAGGCCATCTCTGACGCCCAGATCACCGCCAGCAGT
TACTTCACCAACATGTTCGCCACCTGGAGCCCCAGCAAGGCCAGGCTGCACCTGCAGGGCAGGAGC
ARACGCCTGGAGGCCCCAGGTGARCAACCCCAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGARGACCATG
ARGGTGACCGGCGTGACCACCCAGGGCGTGRAGAGCCTGCTGACCAGCATGTACGTGAAGGAGTTC
CTGATCAGCAGCAGCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAGAACGGCAAAGTGAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCCGTGGTGAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCAGG
TATCTGAGGATCCACCCCCAGAGCTGGGTGCACCAGATCGCCCTGAGAATGGAAGTGCTGGGATGC
GAGGCCCAGGACCTGTACTGA (SEQ ID NO:99)

Figura 39B

Peticéo 870180039850, de 14/05/2018, pég. 225/255
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CS23m3-FL~-NA

ATGCAGATTGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCCTGTGCCTGCTGAGGTTCTGCTTCTCTGCCACCAGG
AGATACTACCTGGGCGCCGTGGAGCTGAGCTGGGACTACATGCAGTCTGACCTGGGCGAGCTGCCT
GTGGACGCCAGETTCCCCCCCAGAGTGCCCAAGAGCTTCCCCTTCAACACCTCAGTGGTGTACAAG
ARGACCCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCCAGGCCCCCCTGGATG
GGCCTGCTGGGCCCCACCATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGTGETGATCACCCTGAAGAACATG
GCCAGCCACCCCGTGAGCCTGCACGCCGTGGGCGTGAGCTACTGGRAAGGCCTCTGAGGGCGCCGAG
TATGACGACCAGACCAGCCAGAGGGAGAAGGAGGACGACAAGGTGTTCCCCGGCGGCAGCCACACT
TACGTGTGGCAGGTGCTGARGGAGAACGGCCCCATGGCCAGCGACCCCCTGTGCCTGACCTACAGC
TACCTGAGCCACGTGGACCTGGTGAAGGACCTGAACTCTGGCCTGATCGGCGCCCTGCTGGTGTGC
AGGGAGGGCAGCCTGGCCAAGGAGAAGACCCAGACCCTGCACAAGTTCATCCTGCTGTTCGCCGTG
TTCGATGAGGGCAAGAGCTGGCACACGCGAGACCAAGAACAGCCTGATGCAGGACAGGCATGCCGCT
TCTGCCAGGGCCTGGCCCAAGATGCACACCGTGAACGGCTACGTGAACAGGAGCCTGCCCGGLCTG
ATCGGCTGCCACAGGAAGTCTGTGTACTGGCACGTGATCGGCATGGGCACCACCCCCGAGGTGCAC
AGCATCTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTGAGGAACCACAGGCAGGCCAGCCTGGAGATCAGC
CCCATCACCTTCCTGACCGCCCAGACCCTGCTGATGGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTTCTGCCAC
ATCAGCAGCCACCAGCACGACGGCATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGACAGCTGCCCCGAGGAGCCC
CAGCTGAGGATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAGGACTATGATGATGACCTGACCGACTCTGAGATS
GACGTGGTGAGGTTTGATGATGACAACAGCCCCAGCTTCATCCAGATCAGGTCTGTGGCCAAGAAG
CACCCCRAAGACCTGGGTGCACTACATCGCCGCCGAGGAGGAGGACTGGGACTACGCCCCCCTGGTG
CTGGCCCCCGACGACAGGAGCTACAAGAGCCAGTACCTGAACANCGGCCCCCAGAGGATCGGCAGG
AAGTACARGARGGTCAGATTCATGGCCTACACCGACGAGACCTTCAAGACCAGGGAGGCCATCCAG
CACGAGTCTGGCATCCTGGGCCCCCTGLTGTACGGCGAGGTGGGCGACACCCTGCTGATCATCTTC
ARGAACCAGGCCAGCAGGCCCTACAACATCTACCCCCACGGCATCACCGATGTGAGGCCCCTGTAC
AGCAGGAGGCTGCCCAAGGGCGTGAAGCACCTGAAGGACT TCCCCATCCTGCCCGGLGAGATCTTC
ARGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAGGATGGCCCCACCAAGTCTGACCCCAGGTGCCTGACCAGG
TACTACAGCAGCTTCGTGAACATGGAGAGGGACCTGGCCTCTGGCCTGATCGGCCCCCTGCTGATC
TGCTACAAGGAGAGCGTGGACCAGAGGGGTAACCAGATCATGTCTGACAAGAGGRACGTGATCCTG
TTCTCTGTGTTCGATGAGARCAGGAGCTGGTATCTGACCGAGAACATCCAGAGGTTCCTGCCCAAC
CCCGCCGGCGTGCAGCTGGAGGACCCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCATGCACAGCATCAACGGC
TACGTGTTCGACAGCCTGCAGCTGTCTGTGTGCCTGCACGAGGTGGCCTACTGGTACATCCTGAGC
ATCGGCGCCCAGACCGACTTCCTGTCTGTGTTCTTCTCTGGCTACACCTTCAAGCACAAGATGGTG
TACGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTTCAGCGGCGAGACCGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCC
GGCCTGTGGATCCTGGGCTCGCCACAACAGCGACTTCAGGAACAGEGGECATGACCGCCCTGCTGAAA
GTCAGCAGCTGCGACAAGAACACCGGCGACTACTACGAGGACAGCTACGAGGACATCAGCGCCTAC
CTGCTGAGCAAGAACAACACCACCTACGTGAACCGCTCCCTGAGCCAGAACCCCCCCGTGCTGAAG
AGGCACCAGAGGGAGATCACCAGGACCACCCTGCAGAGCGACCAGGAGGAGATCGACTATGATGAC
ACCATCAGCGTGGAGATGAAGARGGAGGACTTCGACATCTACCGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCC
AGGAGCTTCCAGAAGAAGACCAGGCACTACTTCATCGCCGCCGTGCAGAGGCTGTGGEGACTATGGC
ATGAGCAGCAGCCCCCACGTGCTGAGGAACAGGGCCCAGAGCGGCAGCGTGCCCCAGTTCAAGAAG

(Continuacao)

Figura 40A

Peticéo 870180039850, de 14/05/2018, pég. 226/255
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GTGGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACCCAGCCCCTGTACAGAGGCGAGCTGAACGAG
CACCTGGGCCTGCTGGGCCCCTACATCAGGGCCGAGGTGGAGGACRACATCATGGTGACCTTCAGG
AACCAGGCCAGCAGGCCCTACAGCTTCTACAGCAGCCTGATCAGCTACGAGGAGGACCAGAGGCAG
GGCGCCGAGCCCAGGAAGRACTTCGTGAAGCCCAACGAGACCAAGACCTACTTCTGGAAGGTGCAG
CACCACATGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCTCTGATGTGGAC
CTGGAGAAGGACGTGCACAGCGGCCTGATCGGCCLCCTGCTGGTGTGCCACACCAACACCCTGAAC
CCCGCCCACGGCAGGCAGGTGACCGTGCAGCGAGTTCGCCCTCTTCTTCACCATCTTCGACGAGACC
AAGAGCTGGTACTTCACCGAGRACATGGAGAGGAACTGCAGGGCCCCCTEGCAACATCCAGATGGAG
GACCCCACCTTCAAGGAGAACTACAGGTTCCACGCCATCAACGGCTACATCATGGACACCCTGCCC
GGCCTGGTGATCGCCCAGGACCAGAGGATCAGGTGCTATCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAAL
ATCCACAGCATCCACTTCAGCGGCCACGTGTTCACCGTGAGGRAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCC
CTGTACAACCTGTACCCCGGCGTGTTCGAGACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGGCATCTGG
AGGGETGGAGTECCTGATCGGUGAGUACCTGCACGCUGELATGAGCACCCTGTICCTGGTGTACAGL
AACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGGCCAGCGGCCACATCAGGGACTTCCAGATCACCGCCTCT
GGCCAGTACGGCCAGTGGGTCCCCAAGCTGGCCAGGCTGCACTACAGCGGCAGCATCARCGCCTGG
AGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGCCCCCATGATCATCCACGGCATC
AAGACCCAGGGCGCCAGGCAGARGTTCAGCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGC
CTGGACGGCARGAAGTGGCAGACCTACAGGGGCAARCAGCACCGGCACCCTGATGGTGTTCTTCGGE
AACGTGGACAGCAGCGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCCCCCATCATCGCCAGGTACATCAGG
CTGCACCCCACCCACTACAGCATCAGGAGCACCCTGCGGATGGARCTGATGGGCTGCGACCTGAAL
AGCTGCAGCATGCCCCTGGECATGGAGAGCAAGGCCATCTCTGACGCCCAGATCACCGCCAGCAGT
TACTTCACCAACATGTTCGCCACCTGGAGCCCCAGCAAGGCCAGGCTGCACCTGCAGGGCAGGAGC
ARACGCCTGGAGGCCCCAGGTGARCAACCCCAAGGAGTGGCTGCAGGTGGACTTCCAGARGACCATG
ARGGTGACCGGCGTGACCACCCAGGGCGTGRAGAGCCTGCTGACCAGCATGTACGTGAAGGAGTTC
CTGATCAGCAGCAGCCAGGACGGCCACCAGTGGACCCTGTTCTTCCAGAACGGCAAAGTGAAGGTG
TTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCCCCGTGGTGAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCAGG
TATCTGAGGATCCACCCCCAGAGCTGGGTGCACCAGATCGCCCTGAGAATGGAAGTGCTGGGATGC
GAGG