ES 2437815713

OFICINA ESPANOLA DE
PATENTES Y MARCAS

: é ESPANA @Namero de publicacion: 2 437 815
Gint. cl.;

C12N 15/67 (2006.01)
CO07H 21/00 (2006.01)
CO7K 14/745 (2006.01)
C12N 15/63 (2006.01)

@ TRADUCCION DE PATENTE EUROPEA T3

Fecha de presentacion y namero de la solicitud europea:  11.10.2001  E 01984006 (5)
Fecha y nimero de publicacion de la concesién europea: 17.07.2013  EP 1325138

Titulo: ARN mensajero optimizado

Prioridad: @ Titular/es:
11.10.2000 US 686497 SHIRE HUMAN GENETIC THERAPIES, INC.
(100.0%)

L . 300 Shire Way
Fecha de publicacion y mencion en BOPI de la Lexington MA 02421, US
traduccion de la patente:

14.01.2014 ( Inventor/es:

SELDON, RICHARD F;
MILLER, ALLAN M.y
TRECO, DOUGLAS S.

Agente/Representante:
RI1ZZO, Sergio

Aviso: En el plazo de nueve meses a contar desde la fecha de publicacion en el Boletin europeo de patentes, de
la mencién de concesion de la patente europea, cualquier persona podra oponerse ante la Oficina Europea
de Patentes a la patente concedida. La oposicion debera formularse por escrito y estar motivada; sélo se
considerara como formulada una vez que se haya realizado el pago de la tasa de oposicion (art. 99.1 del
Convenio sobre concesion de Patentes Europeas).




10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2437815713

DESCRIPCION
ARN mensajero optimizado
Campo de la invencion

[0001] La invencion se refiere a métodos para optimizar las propiedades de moléculas de ARNm, moléculas de ARNm
optimizado, métodos de utilizacion de moléculas de ARNm optimizado y composiciones que incluyen moléculas de
ARNm optimizado.

Antecedentes de la invencion

[0002] En eucaroytes, la expresion génica se ve afectada, en parte, por la estabilidad y estructura de la molécula de
ARN mensajero (ARNm). La estabilidad del ARNm influye en la expresién génica al afectar el nivel en estado
estacionario del ARNm. Puede afectar las tasas a las que desaparece el ARNm tras la represién de la transcripcion y se
acumula después de la inducciéon de la transcripcion. La estructura y la secuencia de nucleétidos de la molécula de
ARNm también pueden influir en la eficacia con la que se traducen estas moléculas individuales de ARNm.

[0003] La estabilidad intrinseca de una molécula de ARNm determinada esta influida por una serie de elementos
especificos de la secuencia interna que pueden ejercer un efecto de desestabilizacién en el ARNm, Estos elementos
pueden estar situados en cualquier region de la transcripcion y, por ejemplo, se pueden encontrar en la regién 5 no
traducida (5’UTR), en la region de codificacion y en la region 3’ no traducida (3° UTR). Esta probado que el acortamiento
del extremo de poli(a) inicia la descomposicién del ARNm (Ross, Trends in Genetics, 12:717-175, 1996). La cola de
poli(A) influye en la estabilidad del ARNm citoplasmatico protegiendo el ARNm de la degradacion rapida. Los elementos
ricos en adenosina y uridina (AURE) en la 3'UTR también se asocian con ARNm de mamifero inestable. Se ha
demostrado que las proteinas que se unen a los AURE, proteinas de unién a AURE (AUPB) pueden afectar a la
estabilidad del ARNm. La regién de codificacion también puede alterar la vida media de muchos ARN. Por ejemplo, la
region de codificacién puede interaccionar con las proteinas que la protegen del ataque endonucleolitico. Ademas, la
eficacia con la que las moléculas de ARNm individuales se traducen tiene una fuerte influencia en la estabilidad de la
molécula de ARNm (Herrick et al.,Mol Cell Biol. 10, 2269-2284, 1990, y Hoekema et al., Mol Cell Biol. 7, 2914-2924,
1987).

[0004] La naturaleza de cadena sencilla del ARNm le permite adoptar la estructura secundaria y terciaria de un modo
dependiente de la secuencia a través del apareamiento de bases complementario. Entre los ejemplos de estas
estructuras se incluyen: horquillas de ARN, estructuras tallo-lazo y estructuras mas complejas como las bifurcaciones,
pseudonudos y triples hélices. Estas estructuras influyen en la estabilidad del ARNm, p.ej., los elementos de la horquilla
en la 3'UTR pueden servir como un sitio de escisién de endonucleasa, y afectan a la eficiencia de la traduccién.

[0005] Ademas de la estructura del ARNm, el contenido de nucle6tidos del ARNm también puede desempefiar un papel
en la eficacia con la que se traduce el ARNm. Por ejemplo, el ARNm con un alto contenido de GC en la regiéon 5" no
traducida (5’'UTR) puede traducirse con poca eficacia y un efecto de traduccién reducido puede disminuir la estabilidad
del mensaje. Por tanto, la alteracion de la secuencia de una molécula de ARNm puede, en Ultima instancia, influir en la
estabilidad del transcrito del ARNm, por la influencia en la estabilidad de la traduccion del mensaje.

[0006] Factor VIl y Factor IX son proteinas plasmaticas importantes que participan en la via intrinseca de la
coagulacién sanguinea. Su disfunciébn o ausencia en los sujetos puede provocar trastornos en la coagulacién
sanguinea, p.ej, déficit de Factor VIl o Factor IX da lugar a hemofilia A o B, respectivamente. El aislamiento del Factor
VIII o Factor IX de la sangre es dificil, p.ej., el aislamiento del Factor VIII se caracteriza por bajo rendimiento y también
tiene el peligro asociado de contaminarse con agentes infecciosos como el virus de la hepatitis B, virus de la hepatitis C
o VIH. La tecnologia de ADN recombinante proporciona un método alternativo para producir Factor VIl o Factor IX
bioldgicamente activos. Aunque estos métodos han cosechado éxito, continta siendo un desafio mejorar el rendimiento
de Factor VIII o Factor IX.

[0007] Un enfoque para aumentar la produccién de proteina utilizando la tecnologia de ADN recombinante es modificar
la secuencia de codificacién de una proteina de interés, p.ej., Factor VIIl o Factor IX, sin alterar la secuencia de
aminoacidos del producto génico. Este enfoque implica la alteracion de, por ejemplo, la secuencia del gen del Factor VI
o Factor IX nativos, de modo que los codones que no se utilizan tan frecuentemente en células de mamiferos se
sustituyen con codones que estan sobreexpresados en genes de mamiferos altamente expresados. Seed et al., (WO
98/12207) utilizaron este enfoque con cierto éxito. Descubrieron que la sustitucion de codones de mamiferos escasos
con los que se utilizan con frecuencia en las células de mamiferos conlleva un aumento de cuatro veces en la
produccioén del Factor VIII a partir de células de mamiferos.

[0008] D1 (WO98/11206) muestra que un sujeto del que se sospecha que tiene déficit de a-gal A como la enfermedad
de Fabry puede tratarse con (1) células humanas que se han modificado genéticamente para sobreexpresar y secretar
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a-gal A humana o (2) a-gal A humana purificada obtenida a partir de células humanas genéticamente modificadas y
cultivadas.

Resumen de la invencion

[0009] La invencién proporciona un acido nucleico sintético de acuerdo con la reivindicacién 1. Se describen otras
caracteristicas de la invencion en las reivindicaciones dependientes. También se proporciona un vector de acuerdo con
la reivindicacion 5. Ademas, se proporciona una célula que contiene el vector segun la reivindicacion 6. La invencion
también proporciona un método de produccién de alfa-galactosidasa de acuerdo con la reivindicacion 7. También se
presenta el uso de un acido nucleico sintético que dirige la sintesis de un mensaje optimizado para la alfa-galactosidasa
en la preparacion de un medicamento segun la reivindicacion 10. Ademas, se muestra un acido nucleico sintético que
dirige la sintesis de un mensaje optimizado para alfa-galactosidasa en la preparacion de un medicamento segun la
reivindicacién 11. Otras caracteristicas de las reivindicaciones 10 y 11 se definen en las reivindicaciones dependientes
12 a 16.

[0010] El &cido nucleico sintético puede dirigir la sintesis de un ARNm mensajero optimizado. En un modo de
realizaciéon preferente, la extension continua de los codones comunes puede incluir: la secuencia de una pre-pro-
proteina; la secuencia de una pro-proteina; la secuencia de una proteina madura; la “pre” secuencia de una pre-pro-
proteina; la secuencia “pre-pro” de una pre-pro-proteina; la secuencia “pro” de una pre-pro o una pro-proteina; o una
parte de cualquiera de las secuencias anteriormente mencionadas.

[0011] En un modo de realizacion preferido, la secuencia de &cido nucleico sintético incluye una longitud continua de al
menos 90, 95, 100, 125, 150, 200, 250, 300 o mas codones, todos ellos codones comunes.

[0012] En otro modo de realizacién preferente, la secuencia de acido nucleico que codifica una proteina tiene al menos
30, 50, 60, 75, 100, 200 o mas codones no comunes 0 menos comunes sustituidos con un codén comun.

[0013] En un modo de realizacion preferido, el nimero de codones no comunes o menos comunes reemplazado es
inferior a 15, 14,13, 12,11,10,9,8,7,6,5,4,3,20 1.

[0014] En un modo de realizacion preferido, el nimero de codones no comunes 0 menos comunes que quedan es
inferior a 15, 14,13, 12,11,10,9,8,7,6,5,4,3,20 1.

[0015] En modos de realizacién preferidos, los codones no comunes y menos comunes reemplazados, en conjunto, son
igual o inferior al 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de los codones en la secuencia de acido nucleico sintético.

[0016] En modos de realizacion preferidos, los codones no comunes y menos comunes restantes, en conjunto, son igual
o inferior al 6%, 5%, 4%, 3%, 2%, 1% de los codones en la secuencia de acido nucleico sintético.

[0017] En un modo de realizacion preferido, todos los codones no comunes o0 menos comunes de la secuencia de acido
nucleico sintético que codifica una proteina han sido sustituidos con codones comunes.

[0018] En un modo de realizacion preferido, la secuencia de acido nucleico sintético codifica una proteina de al menos
aproximadamente 90, 95, 100, 120, 130, 150, 200, 500, 700, 1000 o mas aminoacidos de longitud.

[0019] En varios modos de realizacion preferidos, al menos el 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de los codones, 0
todos, en la secuencia de acido nucleico sintético son codones comunes. De modo preferente, todos los codones en la
secuencia de acido nucleico sintético son codones comunes.

[0020] En modos de realizacion preferentes, la proteina se expresa en una célula eucariota, p.ej., una célula de
mamifero, p.€j., una célula humana y la proteina es una proteina de mamifero, p.ej. una proteina humana.

[0021] Ademas se describe una secuencia de acido nucleico sintético que puede dirigir la sintesis de un mensaje
optimizado que codifica a-galactosidasa.

[0022] En un modo de realizacion preferido, se inserta la secuencia de éacido nucleico sintético que codifica a-
galactosidasa, p.ej., mediante transfeccion, en una célula no transformada, por ejemplo, una célula primaria o
secundaria, p. €j., un fibroblasto humano primario.

[0023] En otro aspecto, la invencién muestra un constructo de ADN o un plasmido, p. €j., un plasmido de expresion o un
constructo de ADN, que incluye una secuencia de acido nucleico sintético descrita en este documento.

[0024] En otro aspecto mas, la invencion muestra una secuencia de acido nucleico sintético descrita en el presente
documento introducida en el genoma de una célula animal. En un modo de realizacion preferido, la célula animal es una
célula de primate, p. €j., una célula de mamifero, p. €j., una célula humana.
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[0025] En otro aspecto mas, la invencion incluye una célula que alberga una secuencia de acido nucleico sintético
descrita en el presente documento, p.ej., una célula de una cepa de célula primaria o secundaria, o una célula de una
linea celular continua, p.ej., una célula de melanoma de Bowes (nim. de registro ATCC CRL 9607), una célula Daudi
(nim. de deposito ATCC CCL 213), una célula HelLa y un derivado de una célula HelLa (nims. de depésito ATCC CCL
2. CCL 2.1 y CCL 2.2), una célula HL-60 (nim. de depédsito ATCC CCL 240), una célula HT-1080 (nim. de depésito
ATCC CCL 121), una célula Jurkat (nim. de depdsito ATCC TIB 152), una célula de carcinoma KB (nim. de depdsito
ATCC CCL 17), una célula de leucemia K-562 (num. de depdsito ATCC CCL 243), una célula de cancer de mama MCF-
7 (num. de deposito ATCC BTH 22), una célula MOLT-4 (ndm. de depédsito ATCC 1582), una célula Namalwa (nim. de
depdsito ATCC CRL 1432), una célula Raji (num. de depdsito ATCC CCL 86), una célula RPMI 8226 (nim. de depdsito
ATCC CCL 155), una célula U-937 (nim. de depodsito ATCC CRL 1593), una célula 2R4 de la sublinea WI-38VA13
(ndm. de deposito ATCC CLL 75.1), una célula CCRF-CEM (ndm. de depésito ATCC CCL 119) y una célula de
carcinoma de ovario 2780AD (Van Der Blick et al., Cancer Res. 48: 5927-5932, 1988), asi como células de
heterohibridoma producidas por fusiéon de células humanas y células de otras especies. En otro modo de realizacion, la
linea celular inmortalizada puede ser una linea celular que no sea una linea celular humana, p.€j., una linea celular CHO
o una linea celular COS. En un modo de realizacion preferido, la célula es una célula no transformada. En un modo de
realizacién preferido, la célula es de una cepa de célula clénica. En diversos modos de realizacion preferidos, la célula
es una célula de mamifero, p.ej., una célula de mamifero primaria o secundaria, p.ej., un fibroblasto, una célula madre
hematopoyética, un mioblasto, un queratinocito, una célula epitelial, una célula endotelial, una célula glial, una célula
neural, una célula que comprende un elemento formado de la sangre, una célula muscular y precursores de estas
células somaticas. En el modo de realizacion mas preferido, la célula es un fibroblasto humano secundario.

[0026] En otro aspecto, la invencion muestra un método para preparar un acido nucleico sintético que codifica alfa-
galactosidasa que es de al menos 90 codones de longitud. El método incluye la identificacion de un codén no comun y
un coddén menos comln en una secuencia génica no optimizada que codifica una proteina alfa-galactosidasa; y la
sustitucién de al menos el 94% de los codones no comunes y menos comunes con un codén comun que codifica el
mismo aminodacido que el coddn sustituido para una expresion de proteina aumentada; en el que por codén comun se
entiende: Ala (gcc), Arg (cgc), Asn (aac), Asp (gac), Cys (tgc), GIn (cag), Gly (ggc), His (cac), lle (atc), Leu (ctg), Lys
(aag), Pro (ccc), Phe (itc), Ser (agc), Thr (acc), Tyr (tac), Glu (gag) y Val (gtg); en el que los codones menos comunes
son: Gly (ggqg), lle (att), Leu (ctc), Ser (tcc), Val (gtc) y Arg (agg). Preferiblemente, todos los codones distintos de los
codones comunes y de los codones menos comunes son codones no comunes.

[0027] También se describe en el presente documento que el método incluye la identificacién de codones no comunes y
menos comunes en el gen no optimizado que codifica la proteina y la sustitucion de al menos el 94%, 95%, 96%, 97%,
98%, 99% 0 mas de los codones no comunes y menos comunes con un codén comun que codifica el mismo aminoacido
que el coddn sustituido.

[0028] En un modo de realizacion preferido, la secuencia de acido nucleico sintético codifica una proteina de al menos
aproximadamente 90, 95, 100, 105, 110, 120, 130, 150, 200, 500, 700, 1000 o0 mas codones de longitud.

[0029] En modos de realizaciéon preferidos, la proteina se expresa en una célula eucariota, p.ej., una célula de
mamifero, p.€j., una célula humana y la proteina es una proteina de mamifero, p.ej., una proteina humana.

[0030] También se describe en el presente documento un método para preparar una secuencia de acido nucleico que
dirija la sintesis de un mensaje optimizado de una proteina de al menos 90, 100 o 120 aminoacidos de longitud, p.e;j.,
una secuencia de &cido nucleico sintético descrita en este documento. El método incluye: sintetizar al menos dos
fragmentos de la secuencia de &cido nucleico, en la que los dos fragmentos codifican partes adyacentes de la proteina y
donde ambos fragmentos son ARNm optimizados, p.ej., como se describe en el documento; y unir los dos fragmentos
de modo que no se cree un codén no comun en un punto de unién, con lo que se obtiene la secuencia de acido nucleico
de ARNm optimizado.

[0031] En un modo de realizacién preferido, los dos fragmentos se unen entre si de modo que no se duplica un sitio
Unico de endonucleasa de restriccion utilizado para crear los dos fragmentos en el punto de uniéon. En otro modo de
realizacién preferido, los dos fragmentos se unen entre si de modo que se crea un sitio de restriccién Unico.

[0032] En un modo de realizacion preferido, la secuencia de acido nucleico sintético codifica una proteina de al menos
90, 95, 100, 105, 110, 120, 130, 150, 200, 500, 700, 1000 0 méas codones de longitud.

[0033] En un modo de realizacion preferido, se sintetizan al menos 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10 o mas fragmentos de la
secuencia de acido nucleico.

[0034] En un modo de realizacién preferido, los fragmentos se unen entre si por una fusion, p.ej., una fusion de
extremos romos.
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[0035] En diversos modos de realizacion preferidos, al menos el 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de los codones o
todos los codones de la secuencia de &cido nucleico sintético son codones comunes. Preferentemente, todos los
codones de la secuencia de acido nucleico sintético son codones comunes.

[0036] En modos de realizacién preferidos, el nimero de codones que no son codones comunes es igual o inferior a 15,
10,9,8,7,6,5,4,3,20 1.

[0037] En modos de realizacion preferidos, cada fragmento es de al menos 30, 40, 50, 75, 100, 120, 150 o0 mas codones
de longitud.

[0038] En el presente documento se describe un método para proporcionar una proteina a un sujeto, por ejemplo, un
humano. Los métodos incluyen: disponer una secuencia de acido nucleico sintético que puede dirigir la sintesis de un
mensaje optimizado para una proteina, p.ej., una secuencia de &acido nucleico sintético descrita en este documento;
introducir la secuencia de acido nucleico sintético que dirige la sintesis de un mensaje optimizado para una proteina en
el sujeto; y permitir que el sujeto exprese la proteina, proporcionandole asi la proteina al sujeto.

[0039] En modos de realizacion preferentes, el método incluye ademas la insercién de la secuencia de acido nucleico
que dirige la sintesis de un mensaje optimizado en una célula. La célula puede ser una célula autéloga, alogénica o
xenogénica, pero se prefiere la autéloga. Una célula preferida es un fibroblasto, una célula madre hematopoyética, un
mioblasto, una queratinocita, una célula epitelial, una célula endotelial, una célula glial, una célula neural, una célula que
comprende un elemento formado de la sangre, una célula muscular y precursores de estas células somaticas. La
secuencia de acido nucleico sintético optimizado de ARNm puede insertarse en la célula ex vivo o in vivo. Si se inserta
ex vivo, la célula pude introducirse en el sujeto.

[0040] En modos de realizacion preferidos, al menos el 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de los codones o todos los
codones en la secuencia de acido nucleico sintético son codones comunes. Preferentemente, todos los codones en la
secuencia de acido nucleico sintético son codones comunes.

[0041] En modos de realizacion preferidos, el nimero que codones que no son codones comunes es igual o inferior a
15,10,9,8,7,6,5,4,3,20 1.

[0042] Ademas se proporcionan fragmentos de acido nucleico sintético que codifica una parte de una proteina. Estos
fragmentos de acido nucleico sintético son similares a las secuencia de acido nucleico sintético de la invencion, con la
diferencia de que codifican solo una parte de una proteina. Preferentemente, dichos fragmentos de acido nucleico
codifican al menos 50, 60, 70, 80, 100, 110, 120, 130, 150, 200, 300, 400, 500 0 mas aminoacidos contiguos de la
proteina.

[0043] También se describen en el presente documento células somaticas primarias y secundarias infectadas o
transfectadas de origen vertebrado, en concreto, de origen de mamifero, p.ej., de origen humano, de ratén o de conejo,
p.ej., células humanas primarias, células humanas secundarias o células de conejo primarias o secundarias. Las células
se infectan o transfectan con acido nucleico sintético exégeno, p.ej., ADN, como se describe en el presente documento.
El &cido nucleico sintético puede codificar una proteina, p.ej., una proteina terapéutica, p.ej., una enzima, p.ej., a-
galactosidasa, una citocina, una hormona, un antigeno, un anticuerpo, un factor de coagulacion, p.ej., Factor VIII, Factor
IX o una proteina reguladora. También se proporcionan métodos mediante los cuales se transfectan o infectan células
primarias y secundarias para incluir ADN sintético exdgeno, métodos para producir cepas de células cldnicas o cepas de
células heterogéneas y métodos de terapia génica en los que se utilizan las células primarias o secundarias
transfectadas o infectadas. El acido nucleico sintético dirige la sintesis de un mensaje optimizado, p.ej., un mensaje
optimizado como se describe en el presente documento.

[0044] Ademas, se proporcionan aqui células somaticas primarias 0 secundarias, que han sido transfectadas o
infectadas con un &cido nucleico sintético exdégeno descrito en el presente documento, que se integran de forma estable
en sus genomas o que se expresan en las células de modo episomal. En modos de realizacion preferidos las células
son fibrolastos, queratinocitos, células epiteliales, células endoteliales, células gliales, células neurales, células que
comprenden un elemento formado de la sangre, células musculares, otras células somaticas que se pueden cultivar o
precursoras de células somaticas. Las células resultantes se denominan, respectivamente, células primarias infectadas
o transfectadas o células secundarias infectadas o transfectadas. El ADN sintético exégeno codifica una proteina, o una
parte de la misma, p.ej., una proteina terapéutica (p.ej. Factor VIIl o Factor 1X). En el modo de realizaciéon en el que el
ADN sintético ex6geno codifica una proteina, o una parte de la misma, para que las células receptoras la expresen, la
proteina resultante puede ser retenida en la célula, incorporada en la membrana celular o secretada a partir de la célula.
En este modo de realizacién, el ADN sintético exégeno que codifica la proteina se introduce en las células junto con las
secuencia de ADN adicionales suficientes para la expresion de ADN sintético exégeno en las células. Las secuencias de
ADN adicionales pueden ser de origen viral o no viral. A las células primarias modificadas para expresar ADN sintético
exogeno se las denomina en el presente documento células primarias transfectadas o infectadas, que incluyen células
extraidas de tejido y colocadas en medio de cultivo por primera vez. Las células secundarias modificadas para expresar
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o hacer que el ADN exdgeno esté disponible se denominan en este documento células secundarias transfectadas o
infectadas.

[0045] Las células primarias y secundarias transfectadas o infectadas por el método en cuestién, p.ej., cepas de células
clonadas, se dividen en tres tipos o categorias 1) células que, como han sido obtenidas, no producen ni contienen la
proteina terapéutica, 2) células que producen o contienen la proteina terapéutica, pero en menor cantidad que las
normales (en cantidades menores que el nivel inferior fisioldgicamente normal) o en forma defectuosa, y 3) células que
producen la proteina terapéutica en niveles fisioldgicamente normales, pero que han de aumentar o mejorar su
contenido o produccion. Entre los ejemplos de proteinas que se pueden producir con el presente método se incluyen las
citocinas o los factores de coagulacién.

[0046] EI ADN sintético exdgeno se introduce en la célula primaria o secundaria mediante varias técnicas. Por ejemplo,
un constructo de ADN que incluye ADN sintético exdégeno que codifica una proteina terapéutica y secuencias de ADN
adicionales necesarias para la expresion en células receptoras se puede introducir en células primarias o secundarias
mediante electroporacion, microinyeccion u otros medios (p.ej., precipitacion con fosfato de calcio, precipitacion con
fosfato de calcio modificada, precipitacién con polibreno, fusién con liposoma, administracion de ADN mediada por
receptores). Por otro parte, se puede utilizar un vector, como un vector retrovirico que incluye el ADN exdgeno y, como
resultado de la infeccidn con el vector, se pueden modificar genéticamente las células.

[0047] Ademas del ADN sintético exdgeno, las células primarias y secundarias transfectadas o infectadas pueden
contener opcionalmente ADN que codifica a un marcador de seleccion, que se expresa y confiere a los receptores un
fenotipo de seleccion, como resistencia a antibiéticos, resistencia a un agente citotoxico, fototropia nutricional o la
expresion de una proteina de superficie. Su presencia hace posible identificar y seleccionar células que contienen el
ADN exoégeno. Se pueden utilizar una variedad de genes marcadores de selecciéon, como neo, gpt, dhfr, ada, pac, hyg,
mdry hisD.

[0048] Las células transfectadas o infectadas descritas en la presente invencion son Utiles, como poblaciones de células
primarias o secundarias transfectadas o infectadas, cepas de células clénicas transfectadas o infectadas, cepas de
células heterogéneas transfectadas o infectadas y como mezclas de células en las que esta presente por lo menos una
célula representativa de una de las tres categorias anteriores de células transfectadas o infectadas (p.ej., la mezcla de
células contiene béasicamente células primarias o secundarias transfectadas o infectadas y puede incluir células
primarias o secundarias sin transfectar o sin infectar), como sistema de administracién para el tratamiento de un sujeto
con una enfermedad anormal o indeseada que responde a la administracion de la proteina terapéutica, que es: 1) una
proteina terapéutica (p.ej., una proteina que esté ausente, infraproducida con relacién a las necesidades fisiologias del
sujeto, defectuosa, ineficaz o inapropiadamente utilizada en el sujeto, p.ej., Factor VIII o Factor IX; o 2) una proteina
terapéutica con nuevas funciones, como las funciones enzimatica o de transporte como la o-galactosidasa. En el
método descrito en el presente documento para la provision de una proteina terapéutica, se pueden administrar células
primarias o secundarias transfectadas o infectadas, cepas de células clonicas o cepas de células heterogéneas a un
sujeto que padece la enfermedad anormal o indeseada para ser tratada o prevenida, en cantidad suficiente y por una
via adecuada, para expresar el ADN sintético exégeno a niveles fisiolégicos relevantes. Un nivel fisiol6gicamente
relevante es aquel que se aproxima al nivel al que se produce el producto en el cuerpo o que produce la mejoria de la
enfermedad anormal o indeseada.

[0049] Las cepas de células clénicas de células secundarias transfectadas o infectadas (denominadas cepas de células
clonicas transfectadas o infectadas) que expresan ADN sintético exdgeno (y, opcionalmente, que incluyen un gen
marcador de seleccion) pueden producirse mediante el procedimiento descrito en el presente documento. EI método
incluye: 1) la provisién de una poblacién de células primarias, obtenidas del sujeto al que se le administraran las células
primarias transfectadas o infectadas o de otro origen, 2) la introduccién en las células primarias o en las células
secundarias procedentes de células primarias de un constructo de ADN que incluye ADN ex6geno como se describe
anteriormente y las secuencias de ADN adicionales necesarias descritas anteriormente, que produzcan células
primarias o secundarias transfectadas o infectadas; 3) el mantenimiento de estas células primarias o secundarias
transfectadas o infectadas en condiciones apropiadas para su propagacion; 4) la identificacién de una célula primaria o
secundaria transfectada o infectada; y 5) la produccién de una colonia a partir de la célula primaria 0 secundaria
transfectada o infectada identificada (4) gracias al mantenimiento en condiciones de cultivo apropiadas hasta que se
obtiene un nimero deseado de células. El nimero deseado de células clénicas es un numero suficiente para producir
una cantidad de producto terapéuticamente eficaz cuando se administra a un sujeto, p.ej., a un sujeto que padece
hemofilia A se le administra una poblacién de células que producen una cantidad de Factor VIII terapéuticamente eficaz,
de modo que se trata la enfermedad. El sujeto también puede ser, por ejemplo, un sujeto diagnosticado con hemofilia B
0 un sujeto con déficit de la a-galactosidasa como un sujeto que padece la enfermedad de Fabry. El nimero de células
necesarias para una dosis terapéutica determinada depende de muchos factores entre los que se incluyen el nivel de
expresion de la proteina, la enfermedad del animal huésped, y las limitaciones relacionadas con el procedimiento de
implantacion. En general, el nimero de células necesarias para la implantacion esta en el intervalo de 1x10° a 5x10° y
preferentemente de 1x10® a 5x10%. En un modo de realizacién del método, la célula identificada en (4) se somete a
aproximadamente 27 duplicaciones (es decir, se somete a 27 ciclos de crecimiento celular y divisién celular) para
producir 100 millones de células clonicas infectadas o transfectadas. En otro modo de realizacion del método, se
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introduce el ADN sintético exdgeno en el ADN genémico por recombinacién homoéloga entre las secuencias de ADN
presentes en el constructo de ADN y ADN gendmico. En otro modo de realizacién, el ADN sintético exégeno esta
presente en forma episomal en una célula transfectada, p.ej., una célula primaria o secundaria.

[0050] En un modo de realizacion de produccion de una poblacion clénica de células secundarias transfectadas, se
combina una suspensién celular que contiene células primarias o secundarias con ADN sintético exdgeno que codifica
una proteina terapéutica y ADN que codifica un marcador de seleccion, como el gen neo. Las dos secuencias de ADN
estan presentes en el mismo constructo de ADN o en dos constructos de ADN separados. La combinacion resultante se
somete a electroporacion, en general a 250-300 voltios con una capacitancia de 960 pFaradios y una constante de
tiempo apropiada (p.ej., 14 a 20 ms) para que las células recojan el constructo de ADN. En un modo de realizacion
alternativo, se utiliza la microinyeccion para introducir el constructo de ADN en células primarias o secundarias. En
cualquiera de los modos de realizacion, la introduccién del ADN exdgeno produce células primarias 0 secundarias
transfectadas. EI ADN sintético exdgeno introducido en la célula puede integrarse de modo estable en el ADN genémico
0 esta presente en forma episomal en la célula.

[0051] En el método de produccién de cepas de células heterogéneas incluido en este documento, se realizan las
mismas etapas que las descritas para la produccion de una cepa celular clénica, pero no se aisla una unica célula
primaria o secundaria transfectada ni se utiliza como célula fundadora. En su lugar, se cultivan dos o mas células
primarias o secundarias transfectadas para producir una cepa de célula heterogénea. Una cepa de célula heterogénea
también puede contener ademas dos o mas células primarias o secundarias transfectadas, células primarias o
secundarias no transfectadas.

[0052] Los métodos descritos en el presente documento tiene una gran aplicabilidad en el tratamiento de enfermedades
anormales o no deseadas y se pueden utilizar para producir varias proteinas en una cantidad eficaz para un sujeto. Por
ejemplo, pueden utilizarse para producir proteinas secretadas (con efectos predominantemente sistémicos o
predominantemente locales, p.ej., Factor VIl y Factor 1X), proteinas de membrana (p.ej., para conferir una capacidad de
respuesta nueva o mejorada, facilitando la eliminacién de un producto téxico o para marcar o dirigir a una célula) o
proteinas intracelulares (p.ej., para afectar a la expresion génica o producir efectos autocrinos).

[0053] Un método descrito en el presente documento es Util en particular en el tratamiento de las enfermedades
anormales o indeseadas en cuanto: 1) es curativo (un tratamiento de terapia génica tiene el potencial de prolongarse
durante toda la vida del paciente); 2) permite una dosificacién exacta (las células del paciente determinan y suministran
continuamente la dosis éptima de la proteina necesaria basandose en las demandas fisioldgicas, y las cepas celulares
transfectadas o infectadas de forma estable pueden caracterizarse extensamente in vitro antes de la implantacion,
logrando predicciones exactas de la funcién in vivo a largo plazo); 3) es simple de aplicar para el tratamiento de
pacientes; 4) elimina problemas en cuanto a la adaptabilidad de los pacientes (tras un tratamiento por terapia génica
realizado de una sola vez, ya no son necesarias las inyecciones diarias de proteinas); y 5) reduce los costes del
tratamiento (puesto que las propias células del paciente sintetizan la proteina terapéutica, la inversiéon en una costosa
produccion y purificacion de proteinas se vuelve innecesaria).

[0054] Como se utiliza en el presente documento, el término “ARN mensajero optimizado” hace referencia a una
secuencia de acido nucleico sintético que codifica una proteina donde al menos un coddén no comin o un codén menos
comun en la secuencia que codifica la proteina ha sido sustituido por un coddén comun.

[0055] Por “codén comun” se entiende el codéon mas comun que representa un aminoacido concreto en una secuencia
humana. La frecuencia de los codones en los genes humanos de alta expresiéon se describe en la Tabla 1 a
continuacién. Entre los codones comunes se incluyen: Ala (gcc), Arg (cgc), Asn (aac), Asp (gac), Cys (tgc), GIn (cag),
Gly (ggc), His (cac), lle (atc), Leu (ctg), Lys (aag), Pro (ccc), Phe (ttc), Ser (agc), Thr (acc), Tyr (tac), Glu (gag) y Val
(gtg) (véase la Tabla 1). Los “codones menos comunes” son codones que se producen con frecuencia en humanos pero
que no son codones comunes: Gly (ggg), lle (att), Leu (etc), Ser (tcc), Val (gic) y Arg (agg). Todos los codones que no
son codones comunes ni codones menos comunes son “codones no comunes”.

TABLA 1: Frecuencia de los codones en los genes humanos altamente expresados

% de % de

incidencia incidencia
Ala Cys
GC C 53 TG C 68

T 17 T 32

A 13

G 17 GIn

CA A 12

Arg G 88
CG C 37

T 7 Glu
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A 6 GA A 25
G 21 G 75
AG A 10
G 18 Gly
GG C 50
Asn T 12
AA C 78 A 14
T 25 G 24
Leu His
CT C 26 CA C 79
T 5 T 21
A 3
G 58 llc
TT A 2 AT C 77
G 6 T 18
A 5
Lys
AA A 18 Ser
G 82 TC C 28
T 13
Pro A 5
CC C 48 G 9
T 19 AG C 34
A 16 T 10
G 17
Thr
Phe AC C 57
TT C 80 T 14
T 20 A 14
G 15
Tyr
TA C 74
T 26
Val
GT C 25
T 7
A 5
G 64

[0056] La frecuencia de codones de la Tabla 1 se calculé usando el programa GCG establecido por University of
Wisconsin Genetics Computer Group. Los numeros representan el porcentaje de casos en los que se utiliza el codén
concreto.

[0057] EI término “célula primaria” incluye las células presentes en una suspension de células aisladas procedentes de
un tejido de vertebrado (antes de ser puestas en placas, es decir, unidas a un sustrato de cultivo de tejido tal como una
capsula o un matraz), las células presentes en un explante de tejido, de ambos tipos anteriores de células colocadas en
placas por primera vez y las suspensiones celulares procedentes de estas células colocadas en placas. El término
célula secundaria o cepa celular se refiere a las células en todas las etapas posteriores en el cultivo. Es decir, la primera
vez que una célula primaria en placa se extrae del sustrato de cultivo y se vuelve a colocar en la placa (transferida), se
denomina célula secundaria en este documento, como estan todas las células en las transferencias posteriores. Las
células secundarias son cepas celulares que constan de células secundarias que se han transferido una o mas veces.
Una cepa celular consta de células secundarias que: 1) han sido transferidas una o mas veces; 2) presentan un nimero
finito de duplicaciones de poblacibn media en cultivo; 3) presentan las propiedades de inhibicion por contacto,
crecimiento dependiente de anclaje (la dependencia de anclaje no se aplica a las células que se propagan en el cultivo
en suspension); y 4) no se inmortalizan. Una “cepa de células clénicas” se define como una cepa celular que procede de
una unica célula fundadora. Una “cepa de células heterogéneas” se define como una cepa de células que procede de
dos o0 mas células fundadoras.

[0058] EI término “célula transfectada” se refiere a una célula en la que se introduce una secuencia de acido nucleico
sintético exdgeno, p.ej., una secuencia que codifica una proteina. Una vez en la célula, la secuencia de acido nucleico
sintético puede incorporar ADN cromosémico en las células receptoras o puede existir en forma episomal. Los métodos
de transfeccion estandares pueden utilizarse para introducir la secuencia de &cido nucleico sintético en una célula, p.ej.,
la transfeccion mediada por liposoma, polibreno, transfeccion mediada por DEAE-dextrano, electroporacion,
precipitacion con fosfato de calcio o microinyeccion. El término “transfecciéon” no incluye la administracion de ADN o
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ARN en una célula por un virus. El término “célula infectada” hace referencia a una célula en la que se introduce una
secuencia de acido nucleico sintético exégeno, p.ej., una secuencia que codifica una proteina, mediante un virus. Entre
los virus conocidos por ser Utiles para la transferencia génica, se incluyen: un adenovirus, un virus adeno-asociado, un
virus del herpes, un virus de las paperas, un poliovirus, un retrovirus, un virus Sindbis, un lentivirus y un virus vaccinia
como un virus de la viruela del canario. Otras caracteristicas y ventajas de la invencién seran claras segun la siguiente
descripcion detallada y las reivindicaciones.

Descripcion detallada de la invencion
[0059] Los dibujos se describen primero brevemente.

La Figura 1 es una representacion esquematica de estructuras del Factor VIII humano (hFVIII) con el dominio B
eliminado (BDD) y de longitud completa.

La Figura 2 es una representacion esquematica del hFVIII de longitud completa.
La Figura 3 es una representacion esquematica del plasmido de expresion de BDD hFVIIl de 5R, pXF8.186.
La Figura 4 es una representacion esquematica del plasmido de expresién de BDD hFVIII de LE, pXF8.61.

La Figura 5 es una representacion esquematica de los catorce fragmentos (Fragmentos A- Fragmentos N)
ensamblados al constructo pXF8.61.

La Figura 6 es una representacion esquematica del ensamblaje de pXF8.61.

La Figura 7 representa la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos correspondiente del inserto de
Factor VIII (FVIII) con el dominio B suprimido de LE contenido en pAM1-1 (SEQ ID N2:1).

La Figura 8 es una representacion esquematica de los fragmentos ensamblados al constructo pXF8.186.

La Figura 9 representa la secuencia de nucleétidos y la secuencia de aminoacidos correspondiente del inserto de
FVIII con el dominio B suprimido de 5Arg (SEQ ID N¢:2).

La Figura 10 es una representacion esquematica del plasmido de expresion de Factor VI, pXF8.36. El promotor |
temprano inmediato del citomegalovirus (CMV) se representa con un recuadro ligeramente sombreado. Debajo de
este recuadro sombreado, se indican las posiciones del sitio donador de empalme (DS) y el aceptor de empalme
(SA). La secuencia de ADNc del Factor VIII se representa con un recuadro oscuro. La region 3'UTS de hGH se
representa como un recuadro claro. El nuevo casete de expresion se representa con un recuadro sombreado con
una flecha que se corresponde con la direccién de transcripcion. La delgada linea oscura representa las secuencias
de la cadena principal del plasmido. La posicion y la direccién de transcripcion del gen de la B-lactamasa (amp) se
indica con la flecha en forma de recuadro oscuro.

La Figura 11 es una representacion esquematica del plasmido de expresion de Factor VIII, pXF8.38. El promotor |
temprano inmediato del citomegalovirus (CMV) se representa con un recuadro ligeramente sombreado. Debajo de
este recuadro sombreado, se indican las posiciones del sitio donador de empalme (SD) y el aceptor de empalme
(SA). La secuencia de ADNc del Factor VIII se representa con un recuadro oscuro. La regién 3UTS de hGH se
representa como un recuadro claro. El casete de expresiéon neo se representa con un recuadro sombreado con una
flecha que se corresponde con la direccidn de transcripcion. La delgada linea oscura representa las secuencias de la
cadena principal del plasmido. La posicién y la direccién de transcripcién del gen de la B-lactamasa (amp) se indica
con la flecha en forma de recuadro oscuro.

La Figura 12 es una representacion esquematica del plasmido de expresion de Factor VI, pXF8.269. El promotor de
colageno a-2 (l) se representa con un recuadro rayado. La regién que representa las secuencias no traducidas 5’
derivadas de aldolasa se representa con un recuadro ligeramente sombreado. Debajo de este recuadro sombreado,
se indican las posiciones del sitio donador de empalme (SD) y el aceptor de empalme (SA). La secuencia de ADNc
del Factor VIl se representa con un recuadro sombreado oscuro. La regién 3'UTS de hGH se representa como un
recuadro claro. El casete de expresién de neo se representa con un recuadro sombreado con una flecha que se
corresponde con la direcciéon de transcripcion. La delgada linea oscura representa las secuencias de la cadena
principal del plasmido. La posicion y la direccidén de transcripcion del gen de la B-lactamasa (amp) se indica con la
flecha en forma de recuadro oscuro.

La Figura 13 es una representacion esquematica del plasmido de expresion de Factor VIII, pXF8.224. El promotor de
colageno a-2 (I) se representa con un recuadro rayado. La regidén que representa las secuencias no traducidas 5’
derivadas de aldolasa se representan con un recuadro ligeramente sombreado. Debajo de este recuadro
sombreado, se indican las posiciones del sitio donador de empalme (SD) y el aceptor de empalme (SA). La
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secuencia de ADNc del Factor VIl se representa con un recuadro oscuro. La region 3'UTS de hGH se representa
como un recuadro claro. El casete de expresién de neo se representa con un recuadro sombreado con una flecha
que se corresponde con la direccion de transcripcion. La delgada linea oscura representa las secuencias de la
cadena principal del plasmido. La posicién y la direccién de transcripcién del gen de la B-lactamasa (amp) se indica
con la flecha en forma de recuadro oscuro.

La Figura 14 es una representacion esquematica de los fragmentos ensamblados al constructo pFIXABCD. Los
sitios de restriccién que estan cortados aparecen en negrita y las uniones de la Ultima etapa estan subrayadas. La
direccion de transcripcion de la secuencia de FIXABCD se indica con una flecha oscura.

La Figura 15 representa la secuencia de nucleétidos del inserto FIXABCD (SEQ ID N2:105).

La Figura 16 es una representacién esquematica de los plasmidos de expresién del Factor IX, pXIX76 y pXIX170.
Las flechas del interior del circulo indican marcos de lectura abiertos. Las flechas sobre el circulo indican secuencias
promotoras; una flecha de doble punta indica un potenciador. Las lineas finas indican intrones o secuencias de
vector bacteriano y los recuadros gruesos trazan la secuencia traducida. Las lineas dobles indican secuencias
gendémicas no transcritas, mientras que las lineas de grosor intermedio indican partes no traducidas del ARNm. El
plasmido pXIX170 tiene una secuencia de ADNc del Factor IX que se optimiza, pero pXIX76 no.

La Figura 17 ilustra la secuencia de nucleétidos del inserto de a-galactosidasa (SEQ ID N%:106).

La Figura 18 es una representacion esquematica de los plasmidos de expresion de a-galactosidasa, pXAG94 y
pXAG95. Las flechas del interior del circulo indican marcos de lectura abiertos. Las flechas sobre el circulo indican
secuencias promotoras; una flecha de doble punta indica un potenciador. Las lineas finas indican intrones o
secuencias de vector bacteriano y los recuadros gruesos trazan la secuencia traducida. Las lineas dobles indican
secuencias genémicas no transcritas, mientras que las lineas de grosor intermedio indican partes no traducidas del
ARNm. El plasmido pXAG95 tiene una secuencia de ADNc de a-galactosidasa que se optimiza, pero pXAG94 no.

La Figura 19 es una representacion esquematica de los plasmidos de expresién de a-galactosidasa pXAG73 vy
pXAG74. Las flechas del interior del circulo indican marcos de lectura abiertos. Las flechas sobre el circulo indican
secuencias promotoras; una flecha de doble punta indica un potenciador. Las lineas finas indican intrones o
secuencias de vector bacteriano y los recuadros gruesos trazan la secuencia traducida. Las lineas dobles indican
secuencias gendmicas no transcritas, mientras que las lineas de grosor intermedio indican partes no traducidas del
ARNm. El plasmido pXAG74 tiene una secuencia de ADNc de a-galactosidasa que se optimiza, pero pXAG73 no.

Optimizacién del mensaje

[0060] Los métodos descritos en el presente documento se dirigen a mensajes optimizados y secuencias de acidos
nucleicos sintéticos que dirigen la produccién de ARNm optimizados. Un ARNm optimizado puede dirigir la sintesis de
una proteina de interés, p.ej., una proteina humana, p.ej., un Factor VIIl humano, un Factor IX humano o una a-
galactosidasa humana. Puede optimizarse un mensaje para una proteina de interés, p.ej., un Factor VIII humano, un
Factor IX humano o una a-galactosidasa humana, como se describe en este documento, p.gj., reemplazando al menos
el 94%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% de los codones no comunes 0 menos comunes, o preferentemente todos ellos, con
un coddén comun que codifica el mismo aminoacido como se enumera en la Tabla 1.

[0061] La regién de codificacién de una secuencia de acido nucleico sintético puede incluir la secuencia “cg” sin
discriminacién alguna, si la secuencia se encuentra en el codén comun para ese aminoacido. Como alternativa, puede
limitarse la secuencia “cg” en diversas regiones, p.ej., puede disefiarse el primer 20% de la secuencia de codificacion
para que tenga baja incidencia de la secuencia “cg”.

[0062] La optimizacién de un mensaje (y de su secuencia de ADN sintético) puede afectar positiva o negativamente a la
expresion génica o a la produccion de proteinas. Por ejemplo, reemplazar un codén menos comudn con un codén mas
comun puede afectar a la vida media del ARNm o alterar su estructura mediante la introduccion de una estructura
secundaria que interfiere en la traduccidn del mensaje.

[0063] Se puede optimizar todo o parte de un mensaje (o de su gen). En algunos casos, se logra la modulacion deseada
de la expresion optimizando basicamente el mensaje completo. En otros casos, se conseguira la modulacion deseada
optimizando una parte del mensaje o el gen, pero no su totalidad.

[0064] EI uso del coddn de cualquier secuencia de codificacion puede modificarse para lograr una propiedad deseada,
por ejemplo, niveles elevados de expresion en un tipo de célula especifico. El punto de inicio para esta optimizacion
puede ser una secuencia de codificacion con el 100% de codones comunes, 0 una secuencia de codificacién que
contiene una mezcla de codones comunes y no comunes.
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[0065] Se generan y analizan dos 0 mas secuencias candidatas que difieren en su uso de codon para determinar si
poseen la propiedad deseada. En un principio, pueden evaluarse las secuencias candidatas empleando un ordenador
para buscar la presencia de elementos reguladores, como silenciadores o potenciadores, y para buscar la presencia de
regiones de la secuencia de codificacion que podrian convertirse en dichos elementos reguladores mediante una
alteracion en el uso de los codones. Los criterios adicionales pueden incluir el enriquecimiento para nucleétidos
concretos, p.ej., A, C, G o U, la preferencia codoénica para un aminoacido concreto o la presencia o ausencia de
estructura secundaria o terciaria de ARNm concreta. El ajuste a la secuencia candidata puede llevarse a cabo
basandose en una serie de esos criterios.

[0066] Las secuencias candidatas prometedoras se construyen y después se evalian de modo experimental. Pueden
evaluarse multiples candidatos de forma independiente el uno del otro, o el proceso puede ser iterativo, ya sea
utilizando el candidato méas prometedor como nuevo punto de inicio 0 combinando regiones de dos 0 mas candidatos
para producir un nuevo hibrido. Pueden incluirse otras fases de modificacion y evaluacion.

[0067] La modificacion del uso de codones de una secuencia candidata puede conllevar la creacion o destruccién ya
sea de un elemento positivo 0 negativo. En general, un elemento positivo hace referencia a cualquier elemento cuya
alteracion o eliminacion de la secuencia candidata implicaria un disminucion en la expresién de la proteina terapéutica,
0 cuya creacion supondria una disminucién en la expresion de una proteina terapéutica. Por ejemplo, un elemento
positivo puede incluir un potenciador, un promotor, un elemento promotor corriente abajo, un sitio de unién a ADN para
un regulador positivo (p.ej., un activador de la transcripcién), o una secuencia responsable de conferir o eliminar
estructura secundaria o terciaria de ARNm. Un elemento negativo se refiere a cualquier elemento cuya alteracién o
eliminacion de la secuencia candidata conllevaria un aumento en la expresion de la proteina terapéutica, o cuya
creacion implicaria una disminuciéon en la expresion de la proteina terapéutica. Un elemento negativo incluye un
silenciador, un sitio de uniéon a ADN para un regulador negativo (p.ej., un represor de la transcripcion), un sitio de pausa
de la transcripcidn o una secuencia que es responsable de conferir o eliminar estructura secundaria o terciaria del
ARNm. En general, aparece con mas frecuencia un elemento negativo que uno positivo. Por tanto, es mas probable que
cualquier cambio de uso de codones que conlleve un aumento en la expresion de proteinas se deba a la destruccion de
un elemento negativo que a la creacion de un elemento positivo. Ademas, es mas probable que la alteracion de la
secuencia candidata destruya un elemento positivo que cree un elemento positivo. En un modo de realizacién, se elige y
modifica una secuencia candidata para que aumente la produccién de una proteina terapéutica. La secuencia candidata
puede modificarse, p.ej., alterando los codones de modo secuencial o alterando los codones al azar en la secuencia
candidata. A continuacién, se evalla una secuencia candidata modificada determinando el nivel de expresion de la
proteina terapéutica resultante o evaluando otro parametro, p.ej., un parametro relacionado con el nivel de expresion.
Se selecciona una secuencia candidata que produce un nivel aumentado de una proteina terapéutica en comparacion
con una secuencia candidata no alterada.

[0068] En otro enfoque, se puede modificar y analizar un codén o grupo de codones, p.ej., sin hacer referencia a la
estructura del mensaje o de proteina. Como alternativa, se pueden elegir uno 0 més codones en una propiedad a nivel
de mensaje, p.€j., la posicidn en una regién, p.ej., de alto o bajo contenido de GC o AU predeterminado, la posicién en
una regioén que tiene una estructura como un potenciador o silenciador, la posicion en una regién que puede modificarse
para introducir una estructura como un potenciador o silenciador, la posiciéon en una regiéon que tiene, o que se prevé
que tenga, estructura secundaria o terciaria, p.ej., apareamiento intracadena, apareamiento intercadena, la posicién en
una regién que carece de, o que se prevé que carezca de, estructura secundaria o terciaria, p.ej., apareamiento
intracadena o intercadena. Se selecciona una regién modificada concreta si produce el resultado deseado.

[0069] Los métodos que generan sistematicamente secuencias candidatas son Utiles. Por ejemplo, se puede
reemplazar uno o un grupo, p.ej., un bloque contiguo de codones, en varias posiciones de una secuencia de acido
nucleico sintético con codones comunes (0 con codones no comunes, si, por ejemplo, la secuencia de inicio ha sido
optimizada) y evaluar la secuencia resultante. Se pueden generar candidatos a través de la optimizacién (o
suboptimizacion) de una “ventana” determinada de codones en la secuencia para generar un primer candidato y, a
continuacién moviendo la ventana a una nueva posicion en la secuencia y optimizando (o suboptimizando) los codones
en la nueva posicion en la ventana para disponer un segundo candidato. Se pueden evaluar los candidatos mediante la
determinacion del nivel de expresién que ofrecen o mediante la evaluacién de otro parametro, p.ej., un pardmetro
relacionado con el nivel de expresion. Se pueden evaluar algunos parametros con la inspeccién o con la ayuda de un
ordenador, p.ej., la posesion o falta de alto o bajo contenido de AU o GC; un elemento de secuencia como un
potenciador o silenciador; estructura secundaria o terciaria, p.ej., apareamiento intracadena o intercadena

[0070] Por tanto, los mensajes hibridos, es decir, los mensajes que tienen una regiéon que se optimiza y una regiéon que
no se optimiza, pueden evaluarse para determinar si tienen una propiedad deseada. Puede efectuarse la evaluacion
mediante, p.ej., sintesis del mensaje o mensajes candidatos y determinacién de una propiedad como su nivel de
expresion. Esta determinacion puede llevarse a cabo en un sistema libre de células o en un sistema basado en células.
La generacion y ensayo de uno o mas candidatos también puede realizarse con métodos computacionales, p.ej., en un
ordenador. Por ejemplo, se puede utilizar un programa informatico para generar una serie de mensajes candidatos y
estos mensajes analizados por un programa informatico que predice la existencia de elementos de estructura primaria o
estructura secundaria o terciaria.
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[0071] Se puede generar un mensaje candidato mediante la division de una regién en subregiones y la optimizacién de
cada subregion. A continuacion se combina una subregidn optimizada con una subregién no optimizada para producir
un candidato. Por ejemplo, se divide una region en tres subregiones, a, b y ¢, a continuacién se optimizan las tres para
proporcionar subregiones optimizadas a’, b’ y ¢’. A continuacion, las subregiones a’, b’ o ¢’ pueden combinarse con una
0 mas subregiones no optimizadas, p.ej., a, b y c. Por ejemplo, se podria forman y analizar ab’c. Pueden generarse
diferentes combinaciones de subregiones optimizadas y no optimizadas. A través de la evaluaciéon de una serie de
dichas secuencias candidatas hibridas, es posible analizar el efecto de la modificacion de diferentes subregiones v,
p.ej., definir la versidn concreta de cada subregién que mas contribuye a la propiedad deseada. Un candidato preferido
puede incluir las versiones de cada subregion que tuvieron mas éxito en esta serie de experimentos.

Un algoritmo para crear una secuencia candidata optimizada es el siguiente
1. Proporcionar una secuencia de mensaje (un mensaje completo o una parte del mismo). Ir al paso 2.

2.  Generar una nueva secuencia candidata mediante la modificacion del uso de codones de una secuencia
candidata empleando la secuencia candidata mas prometedora previamente identificada, o mediante la
combinacién de regiones de dos o mas candidatas previamente identificadas para producir un nuevo
hibrido. Ir al paso 3.

3. Evaluar la secuencia candidata y determinar si tiene una propiedad predeterminada. Si la candidata tiene
la propiedad predeterminada, entonces ir al paso 4, de lo contrario volver al paso 2.

4. Utilizar la secuencia candidata como un mensaje optimizado.

[0072] Los métodos pueden incluir primero la optimizacién de una secuencia de acido nucleico sintético de mamifero
que codifica una proteina de interés o una parte de la misma, p.ej., Factor VIIl humano, Factor IX humano, o-
galactosidasa humana, etc. La secuencia de acido nucleico sintético puede optimizarse de modo que el 94%, 95%,
96%, 97%, 98%, 99% de los codones, o todos, del ADN sintético se sustituyen con codones comunes. El siguiente paso
consiste en determinar la cantidad de proteina producida como resultado de la optimizacion del mensaje en
comparacioén con la cantidad de proteina producida utilizando la secuencia de tipo salvaje. En los casos en los que la
cantidad de proteina producida no es del nivel deseado o esperado, puede ser util reemplazar uno 0 mas codones
comunes de la regién que codifica la proteina con un codén menos comun o un codén no comun. Un mensaje
optimizado de mamifero que se redisefia para que los codones comunes se reemplacen por codones de mamiferos
menos comunes 0 no comunes o para que los codones comunes de otras especies eucariotas produzcan la sustitucion
de al menos el 1%, 5%, 10%, 20% o mas de los codones comunes. El redisefio del mensaje optimizado puede llevarse
a cabo, por ejemplo, de modo sistematico reemplazando un codén comuin Unico con un codén menos comin 0 ho
comun. Como alternativa, un bloque de 2, 4, 6, 10, 20, 40 o mas codones puede sustituirse con un codéon menos comun
0 no comun. El nivel de proteina producido por estos mensajes “optimizados redisefiados” determina qué mensaje
optimizado redisefiado se selecciona.

[0073] Otro enfoque para la optimizacion de un mensaje para la expresion de proteina aumentada incluye la alteracion
del contenido de nucledtido especifico de una secuencia de acido nucleico sintético optimizado. La secuencia de &cido
nucleico sintético puede alterarse mediante el aumento o disminucion del contenido especifico de nucleétido(s), p.ej., el
contenido de G, C, A, T, GC o AT de la secuencia. El aumento o la disminucién del contenido de nucleétidos especifico
de una secuencia de nucledétidos sintéticos pueden realizarse sustituyendo el nucleétido de interés por otro nucleoétido.
Por ejemplo, una secuencia que tiene un gran nimero de codones que tienen un alto contenido de GC, p.€j., glicina
(GGC), puede sustituirse con codones que tiene menor contenido rico en GC, p.ej., glicina (GGT) o un codén rico en AT.
Del mismo modo, se puede sustituir una secuencia que tiene un gran niumero de codones que tienen un alto contenido
de AT con codones que tienen un contenido rico en AT menor, p.ej., un codon rico en GC. Puede alterarse cualquier
region, o la totalidad, de una secuencia de acido nucleico sintético de este modo, p.ej., la 5’'UTR (p.ej., la regiéon de
codificacién préxima al promotor), la region de codificacién, la secuencia del intrén o la 3’'UTR. Preferiblemente, las
sustituciones de nucle6tidos en la regién de codificacion no producen una alteracion de la secuencia de aminoéacidos del
producto expresado. Preferentemente, el contenido de nucledétidos, p.ej., el contenido de GC o AT, de una secuencia se
aumenta o reduce en un 10%, 20%, 30%, 40% o en un porcentaje mayor.

[0074] La secuencia de &cido nucleico sintético puede codificar un proteina de mamifero, p.ej, una humana. La proteina
puede ser, p.ej., una que es endégenamente una proteina humana o una proteina modificada genéticamente. Las
proteinas modificadas genéticamente incluyen proteinas que difieren de la proteina nativa en uno o mas residuos de
aminoacidos. Entre los ejemplos de dichas proteinas se incluyen, p.ej., fragmentos o truncamientos internos, deleciones,
proteinas de fusién y proteinas que tiene una o mas sustituciones de aminoacidos.

[0075] Una secuencia que codifica la proteina que tiene uno o mas intrones. La secuencia de acido nucleico sintético
puede incluir intrones, tal y como se encuentran en la secuencia no optimizada o puede incluir intrones de un gen no
relacionado. En otros modos de realizacion, pueden modificarse las secuencias de intrones. Por ejemplo, pueden
eliminarse todos o partes de uno o mas intrones presentes en el gen o pueden anadirse intrones que no se encuentran
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en la secuencia. En modos de realizacion preferidos, uno o mas intrones completos presentes en el gen no aparecen en
el acido nucleico sintético. En otro modo de realizacion, se sustituye todo o parte del intron presente en un gen es
sustituido por otra secuencia, p.€j., una secuencia de intrones procedente de otra proteina.

[0076] La secuencia de &cido nucleico sintético puede codificar: cualquier proteina que incluya un factor sanguineo,
p.ej., factor V de coagulaciéon sanguinea, factor VII de coagulacién sanguinea, factor VIII de coagulacién sanguinea,
factor IX de coagulacion sanguinea, factor X de coagulacion sanguinea o factor Xlll de coagulaciéon sanguinea, una
interleucina, p.ej., interleucina 1, interleucina 2, interleucina 3, interleucina 6, interleucina 11 o interleucina 12;
eritropoyetina; calcitonina; hormona del crecimiento; insulina; insulinotropina; factores de crecimiento de tipo insulina;
hormona paratiroidea; B-interferon; y-interferén; factores de crecimiento nervioso; Fishf; factor de necrosis tumoral;
glucagén; factor-2 de crecimiento de los huesos, factor-7 de crecimiento de los huesos TSH-B; factores estimulantes de
colonias(CSF) de granulocito; CSF de macréfago; CSF de granulocito/macréfago; inmunoglobulinas; anticuerpos
cataliticos; proteina-cinasa C; glucocerebrosidasa; superoxido dismutasa; activador tisular del plasminégeno; urocinasa;
antitrombina Ill; ADNasa; a-galactosidasa; tirosina hidroxilasa; apolipoproteina E; apolipoproteina A-I; globinas; receptor
de lipoproteinas de baja densidad; receptor de IL-2; antagonistas de IL-2; alfa-1-antitripsina; modificadores de la
respuesta inmune; CD4 soluble; una proteina expresada en condiciones de la enfermedad; y proteinas codificadas por
virus (incluido un retrovirus) que se expresan de células de mamifero después de la infeccion.

[0077] En modos de realizacion preferentes, la secuencia de acido nucleico sintético puede expresar su proteina, p.ej.,
una eucariota, p.ej., una proteina de mamifero, a un nivel que es al menos el 110%, 150%, 200%, 500%, 1000%,
5000% o incluso 10.000% del nivel expresado por la secuencia de acido nucleico que no ha sido optimizada. Esta
comparacién puede hacerse, p.€j., en un sistema de cultivo de células de mamifero in vitro en el que las secuencias no
optimizadas y las secuencias optimizadas se expresan en las mismas condiciones (por ejemplo, el mismo tipo de célula,
las mismas condiciones de cultivo, el mismo vector de expresion).

[0078] Se conocen en la técnica sistemas de cultivo celular adecuados para medir la expresién de la secuencia de acido
nucleico sintético y las correspondientes secuencias de &acido nucleico no optimizados (p.ej., los vectores pBS
phagemic, Stratagene, La Jolla, CA) y se describen en, por ejemplo, los libros de referencia de biologia molecular. Los
vectores adecuados para la expresion de secuencias de acido nucleico sintético y no optimizado que codifican la
proteina de interés se describen a continuacion y en los libros de referencia estandar descritos mas abajo. La expresion
puede medirse empleando un anticuerpo especifico para la proteina de interés (p.ej., ELISA). Los expertos en la materia
conocen estos anticuerpos y técnicas de medicion

[0079] En un modo de realizacion preferido, la proteina es una proteina humana. En modos de realizacion mas
preferidos, la proteina es Factor VIII humano y la proteina es un Factor VIII humano con el dominio B suprimido (en
adelante, BDD hFVIIl del inglés). En otro modo de realizacion preferido, la proteina es Factor VIII humano con el
dominio B suprimido con una secuencia que incluye que incluye un sitio de reconocimiento para proteasa intracelular de
la clase PACE/furina, como sitio X-ARG-X-X-ARG, una unién a péptido corto, p.ej., una unién a dos péptidos, p.ej., una
unién a péptido de acido glutdmico-leucina (LE) o una unién a tres o cuatro péptidos, insertados en la unién de la
cadena pesada y ligera (véase la Figura 1).

[0080] Una gran parte de los codones en los mensajes humanos que codifican Factor VIII y Factor IX son codones no
comunes 0 menos comunes. La sustitucién de al menos el 98% de estos codones con codones comunes producira
secuencias de &cido nucleico capaces de una expresion a un nivel mas alto en un cultivo celular. Preferentemente,
todos los codones se sustituyen con codones comunes y esta sustitucion produce al menos un aumento de 2 a 5 veces,
mas preferentemente de 10 veces y lo mas preferentemente de 20 veces en la expresion cuando se compara con una
expresion de la secuencia nativa correspondiente en el mismo sistema de expresion.

[0081] Las secuencias de &cido nucleico sintético de la invencién pueden introducirse en las células de un organismo
vivo. Las secuencias pueden introducirse directamente, p.ej., a través de recombinacién homoéloga o a través de un
vector. Por ejemplo, los vectores o constructos de ADN pueden utilizarse para introducir una secuencia de &cido
nucleico sintético en células de un organismo vivo para terapia génica. Véase, p.gj., la patente de EE. UU. N® 5.460.959
y las solicitudes de EE. UU. pendientes de resolucién USSN 08/334.797; USSN 08/231.439; USSN 08/334.455 y USSN
08/928.881.

Células infectadas o transfectadas

[0082] Las células primarias y secundarias para ser transfectadas o infectadas pueden obtenerse a partir de una
variedad de tejidos e incluyen tipos de células que pueden mantenerse y propagarse en cultivo. Por ejemplo, las células
primarias y secundarias que se pueden transfectar o infectar por el presente procedimiento comprenden fibroblastos,
queratinocitos, células epiteliales (p.ej., células epiteliales mamarias, células epiteliales intestinales), células
endoteliales, células gliales, células neurales, una célula que comprende un elemento formado de la sangre (p.ej.,
linfocitos, células de la médula 6sea), células del musculo, y precursores de estos tipos de células somaticas. Las
células primarias se obtienen preferentemente de sujetos a los que se administran células primarias o secundarias
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transfectadas o infectadas. No obstante, las células primarias se pueden obtener de un donante (distinto del receptor)
de la misma especie o de otra especie (p.€j., raton, rata, conejo, gato, perro, vaca, pajaro, oveja, cabra o caballo).

[0083] Las células primarias 0 secundarias de origen vertebrado, en concreto de un mamifero, pueden transfectarse o
infectar con ADN sintético exégeno que codifica una proteina terapéutica y producen una proteina terapéutica codificada
de modo estable y reproductivo, tanto in vitro como in vivo, durante prolongados periodos de tiempo. Ademas, las
células primarias y secundarias transfectadas o infectadas pueden expresar el producto codificado in vivo en niveles
fisiologicamente relevantes, las células pueden recuperarse después de la implantacién, una vez vuelta a plantar, para
cultivar y mostrar sus propiedades antes de la implantacion.

[0084] Las células primarias o secundarias transfectadas o infectadas también pueden incluir ADN que codifica un
marcador de seleccién que confiere un fenotipo de seleccion sobre ellos, facilitando su identificacién y aislamiento. En el
presente documento se describen métodos para producir células primarias y secundarias transfectadas que expresan
de modo estable ADN sintético exdgeno, cepas de células clénicas, y cepas de células heterogéneas de estas células
transfectadas, métodos para producir las cepas de células clénicas y heterogéneas, y métodos para tratar o prevenir
una enfermedad anormal o no deseable a través del uso de poblaciones de células primarias 0 secundarias
transfectadas. Las células primarias y secundarias que se pueden transfectar o infectar por el presente procedimiento
comprenden fibroblastos, queratinocitos, células epiteliales (p.ej., células epiteliales mamarias, células epiteliales
intestinales), células endoteliales, células gliales, células neurales, una célula que comprende un elemento formado de
la sangre (p.ej., un linfocito, una célula de la médula 6sea), células del musculo, y precursores de estos tipos de células
somaticas. Las células primarias se obtienen preferentemente de sujetos a los que se administran células primarias o
secundarias transfectadas o infectadas. No obstante, las células primarias se pueden obtener de un donante (distinto
del destinatario) de la misma especie o de otra especie (p.€j., ratén, rata, conejo, gato, perro, vaca, pajaro, oveja, cabra
0 caballo). También pueden utilizarse células transformadas o inmortalizadas, p.ej., una célula de melanoma de Bowes
(nim. de registro ATCC CRL 9607), una célula Daudi (ndm. de depdsito ATCC CCL 213), una célula HeLa y un
derivado de una célula HeLa (nims. de depésito ATCC CCL 2. CCL 2.1 y CCL 2.2), una célula HL-60 (num. de depdsito
ATCC CCL 240), una célula HT-1080 (num. de depdsito ATCC CCL 121), una célula Jurkat (nim. de depdsito ATCC
TIB 152), una célula de carcinoma KB (nim. de depésito ATCC CCL 17), una célula de leucemia K-562 (num. de
depdsito ATCC CCL 243), una célula de cancer de mama MCF-7 (nim. de depésito ATCC BTH 22), una célula MOLT-4
(nim. de depodsito ATCC 1582), una célula Namalwa (num. de depodsito ATCC CRL 1432), una célula Raji (nim. de
depdsito ATCC CCL 86), una célula RPMI 8226 (num. de depésito ATCC CCL 155), una célula U-937 (ndm. de
depdsito ATCC CRL 1593), una célula 2R4 de la sublinea WI-38VA13 (nim. de depédsito ATCC CLL 75.1), una célula
CCRF-CEM (num. de depdsito ATCC CCL 119) y una célula de carcinoma de ovario 2780AD (Van Der Blick et al.,
Cancer Res. 48: 5927-5932, 1988), asi como células de heterohibridoma producidas por fusiéon de células humanas y
células de otras especies. En otro modo de realizacion, la linea celular inmortalizada puede ser una linea celular que no
sea una linea celular humana, p.ej., una linea celular CHO o una linea celular COS. En un modo de realizacién
preferido, la célula es una célula no transformada. En diversos modos de realizacion preferidos, la célula es una célula
de mamifero, p.ej., una célula de mamifero primaria o secundaria, p.ej., un fibroblasto, una célula madre
hematopoyética, un mioblasto, un queratinocito, una célula epitelial, una célula endotelial, una célula glial, una célula
neural, una célula que comprende un elemento formado de la sangre, una célula muscular y precursores de estas
células somaticas. En el modo de realizacion mas preferido, la célula es un fibroblasto humano secundario.

[0085] Como alternativa, el ADN puede administrarse en cualquiera de los tipos de células anteriormente comentadas a
través de una infeccién por vector viral. Los virus conocidos por ser Utiles para la transferencia génica incluyen
adenovirus, un virus adeno-asociado, un virus del herpes, un virus de las paperas, un poliovirus, un retrovirus, un virus
Sindbis, y un virus vaccinia como un virus de la viruela del canario. El uso de vectores virales es muy conocido en la
técnica, véase, p.ej., Robbins and Ghizzani, Mol. Med. Today 1:410-417,1995. Se le denomina “célula infectada” a una
célula que tiene un ADN exd6geno introducido en ella a través de un vector viral.

[0086] La descripcion también incluye la manipulacién genética de una célula que normalmente produce una proteina
terapéutica. En este caso, la célula se manipula de modo que la secuencia endoégena que codifica la proteina
terapéutica se sustituye por una secuencia de codificacion optimizada, p.ej., por recombinaciéon homoéloga.

ADN sintético exdgeno

[0087] EI ADN sintético exégeno incorporado en las células primarias o0 secundarias por el presente procedimiento
puede ser un ADN sintético que codifica una proteina, o una parte de la misma, Util para tratar o prevenir una
enfermedad existente.

[0088] EI ADN sintético incorporado en células primarias o secundarias puede ser un gen completo que codifica una
proteina deseada completa o una parte de un gen que codifica, por ejemplo, la parte o partes funcionales o activas de la
proteina. La proteina puede ser, por ejemplo, una hormona, una citocina, un antigeno, un anticuerpo, una enzima, un
factor de coagulacién, p.ej., Factor VIII o Factor XI, una proteina transportadora, un receptor, una proteina reguladora,
una proteina estructural o una proteina que no ocurre de modo natural. EI ADN puede obtenerse empleando técnicas de
modificacion genética o procedimientos de sintesis. EI ADN introducido en las células primarias o secundarias puede
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codificar una o mas proteinas terapéuticas. Después de la introduccion en las células primarias o secundarias, el ADN
sintético ex6geno se incorpora de modo estable en el genoma de la célula receptora (junto con las secuencias
adicionales presentes en el constructo de ADN utilizado), a partir de la que se expresa u otras funciones. Como
alternativa, el ADN sintético exdgeno puede existir en forma episomal dentro de las células primarias o secundarias.

Marcadores de seleccién

[0089] En las células primarias o secundarias se puede incorporar una serie de marcadores de seleccion. Por ejemplo,
puede utilizarse un marcador de selecciéon que dispone un fenotipo de seleccion como la resistencia al farmaco, la
auxotrcfia nutricional, la resistencia a un agente citotdéxico o la expresion de una proteina de la superficie. Entre los
genes marcadores de seleccion que pueden utilizarse se incluyen: neo, gpt, dhfr, ada, pac (puromicina), hyg y hisD. El
fenotipo de seleccion proporcionado hace posible identificar y aislar las células receptoras primarias o secundarias.

Constructos de ADN

[0090] Se pueden utilizar los constructos de ADN, que comprenden ADN sintético exégeno y, opcionalmente, el ADN
que codifica un marcador de seleccién, junto con secuencias adicionales necesarias para la expresion del ADN sintético
exdgeno en las células primarias y secundarias del destinatario, con el fin de transferir células primarias o secundarias
en las que se ha de producir el producto codificado. Como alternativa, se pueden utilizar vectores infecciosos con este
objetivo como vectores retroviricos, de herpes, de lentivirus, de adenovirus, de adenovirus-asociado, de paperas y de
poliovirus.

[0091] Se puede utilizar un constructo de ADN que incluye el ADN sintético y secuencias adicionales, como las
secuencias necesarias para la expresion de ADN sintético exégeno. Un constructo de ADN puede comprender ADN que
codifica un marcador de seleccion, junto con secuencias adicionales, como un promotor, un sitio de poliadenilacion y las
uniones de corte y empalme, puede utilizarse para producir un fenotipo de seleccién tras la introduccion en células
primarias o secundarias. Los dos constructos de ADN se introducen en las células primarias o secundarias, empleando
los procedimientos descritos en el presente documento. Como alternativa, se puede utilizar un constructo de ADN que
comprende el ADN sintético exdgeno, un gen marcador de seleccién y secuencias adicionales (p.ej., las necesarias para
la expresién del ADN sintético exdgeno y para la expresion del gen marcador de seleccion).

Transfeccion de células primarias o secundarias y produccién de cepas de células clénicas o heterogéneas

[0092] Se obtiene el tejido vertebrado utilizando procedimientos conocidos como biopsia con sacabocados u otros
procedimientos quirdrgicos de obtencién de un tejido procedente del tipo celular primario en cuestién. Por ejemplo, la
biopsia con sacabocados se utiliza para obtener piel como fuente de fibroblastos o queratinocitos. Se obtiene una
mezcla de células primarias del tejido, utilizando métodos conocidos, como la digestion enzimatica. Si se utiliza la
digestion enzimatica, se pueden utilizar enzimas como colagenasa, hialuronidasa, dispasa, pronasa, tripsina, elastasa y
quimiotripsina.

[0093] La mezcla de células primarias resultantes se puede transfectar directamente o se puede cultivar en primer lugar,
se extrae de la placa de cultivo y se vuelve a suspender antes de que se realice la transfeccion. Las células primarias o
las células secundarias se combinan con ADN sintético exdgeno para estar integradas establemente en sus genomas y,
opcionalmente, con el ADN que codifica un marcador de seleccion, y se tratan para realizar la transfeccién. El ADN
sintético exdgeno y el ADN que codifica el marcador de seleccion estan cada uno en un constructo separado o en un
constructo individual y se utiliza una cantidad apropiada de ADN para asegurar que por lo menos se produce una célula
transfectada de forma estable que contiene y que expresa correctamente el ADN exdgeno. En general, se utilizan de 0,1
a 500 pg de ADN.

[0094] La transfeccion de las células primarias o secundarias se efectiia mediante electroporacion. Esta se realiza a un
voltaje y una capacitancia apropiados (y constante de tiempo) para producir la entrada del constructo o constructos de
ADN en las células primarias o secundarias. La electroporacion se puede realizar a lo largo de una amplia gama de
valores de voltajes (p.ej., 50 a 2000 voltios) y capacitancia (p.ej., 60-300 pFaradios). En general, se utiliza el ADN total,
de aproximadamente 0,1 a 500 pg.

[0095] Las células primarias o secundarias pueden transfectarse utilizando la microinyeccién. Como alternativa, se
pueden utilizar métodos conocidos para transfectar células como precipitaciéon con fosfato de calcio, precipitacion con
fosfato de calcio modificada y precipitacion con polibreno, fusién del liposoma y administracion del gen mediada por el
receptor. Se aisla, cultiva y subcultiva una célula transfectada establemente, en condiciones de cultivo y durante
suficiente tiempo, para propagar las células secundarias transfectadas establemente y producir una cepa de células
clénica de células secundarias transfectadas. Como alternativa, se cultiva y subcultiva mas de una célula transfectada,
lo que produce una cepa de célula heterogénea.

[0096] Las células primarias o secundarias transfectadas experimentan un nimero suficiente de duplicaciones para
producir una cepa de células clénicas o una cepa de células heterogéneas de suficiente tamafo para producir la
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proteina terapéutica a un sujeto en cantidades eficaces. En general, por ejemplo, se biopsia 0,1 cm?® de piel y se supone
que contienen 100.000 células; se utiliza una célula para producir una cepa de células clonicas y experimenta
aproximadamente 27 duplicaciones para producir 100 millones de células secundarias transfectadas. Si se ha de
producir una cepa de células heterogénea a partir de una poblacion original de transfeccién de aproximadamente
100.000 células, se necesitan solamente 10 duplicaciones para producir 100 millones de células transfectadas.

[0097] El nimero de células necesarias en una cepa de células clénicas o heterogéneas transfectadas es variable y
depende de una serie de factores, que comprenden pero no se limitan a, la utilizacién de células transfectadas, el nivel
funcional del ADN exdgeno en las células transfectadas, el sitio de implantacién de las células transfectadas (por
ejemplo, el nimero de células que se pueden utilizar esta limitado por el sitio anatémico de implantacion), y la edad, el
area superficial y el estado clinico del paciente. Al analizar estos factores en perspectiva, para administrar niveles
terapéuticos de hormona humana de crecimiento en un paciente de 10 kg sano, pero con déficit aislado de hormona del
crecimiento, serian necesarios aproximadamente de uno a quinientos millones de fibroblastos transfectados (el volumen
de estas células es aproximadamente el de la extremidad del pulgar del paciente).

Expresién episomal del ADN sintético exdégeno

[0098] Las secuencias de ADN que estan presentes dentro de la célula, pero no se integran en el genoma, son
denominadas episomas. Los episomas recombinantes pueden ser utiles en al menos tres casos: 1) si un tipo de célula
determinado es incapaz de integrar establemente el ADN sintético exdgeno; 2) si a un tipo de célula determinado le
afecta desfavorablemente la integracién de ADN sintético; y 3) si un tipo determinado de célula es capaz de realizar una
funcion terapéutica mejorada con un ADN episomal en vez de un ADN integrado.

[0099] Con el uso de la transfeccién y el cultivo como se describe en el presente documento, puede introducirse ADN
sintético exégeno en forma de episomas dentro de células primarias y secundarias de vertebrados. Los plasmidos
pueden ser convertidos en dicho episoma mediante la adicion de secuencias de ADN para el origen de replicacién del
virus de Epstein-Barr y antigeno nuclear (Yates, J.L. Nature 319:780-7883 (1985)). Como alternativa, se pueden
introducir en el constructo secuencias de vertebrados que se repliquen autbnomamente (Weidle, U.H. Gene 73(2):427-
437 (1988). Estas y otras secuencias derivadas de modo episomal se pueden incluir también en entes artificiales de
ADN sin marcadores de seleccion, como pXGH5 (Selden et al., Mol Cell Biol. 6:3173-3179, 1986). El ADN exdgeno
sintético episomal se introduce a continuacién en células primarias o secundarias de un vertebrado, como se describe
en la presente solicitud (si se incluye un marcador de seleccion en el episoma, se utiliza un agente selectivo para tratar
las células transfectadas).

Implantacién de cepas de células clénicas o cepas de células heterogéneas de células secundarias transfectadas

[0100] Las células transfectadas o infectadas producidas como se describe anteriormente pueden introducirse en un
sujeto al que se le ha de suministrar la proteina terapéutica, empleando métodos conocidos. A continuacion, la cepa de
células clénicas o cepa de células heterogéneas es introducida en un sujeto, usando métodos conocidos, a través de
varias vias de administracion y en diversos sitios (p.ej., implantacion subcapsular renal, subcutédnea, en el sistema
nervioso central (inclusive intratecal), intravascular, intrahepatica, intraesplacnica, intraperitoneal (incluive intraomental o
intramuscular). En un modo de realizaciéon preferido, se introduce la cepa de células clonicas o cepa de células
heterogéneas en el omento. El omento es una estructura membranosa que contiene una lamina de grasa. En general, el
omento es un pliegue del peritoneo que se extiende del estdbmago a érganos abdominales adyacentes. El omento mayor
esta unido al borde inferior del estémago y cuelga enfrente de los intestinos. El otro borde esta conectado al colon
transverso. El omento menor esta unido al borde superior del estbmago y se extiende a la capa interior del higado. Las
células se pueden introducir en cualquier parte del omento por implantacion quirargica, laparoscopia, o inyeccién
directa, p.ej., a través de ultrasonido o aguja guiada por TC: Una vez implantadas en el sujeto, las células producen el
producto terapéutico codificado por el ADN sintético exdgeno o se ven afectadas por el propio ADN sintético exégeno.
Por ejemplo, un sujeto al que se le ha diagnosticado hemofilia A, un trastorno hemorragico causado por déficit de Factor
VIII, una proteina que se encuentra normalmente en la sangre, es un candidato para un tratamiento de terapia génica.
En otro ejemplo, un sujeto al que se le ha diagnosticado hemofilia B, un trastorno hemorragico causado por déficit de
Factor IX, una proteina que se encuentra normalmente en la sangre, es un candidato para un tratamiento de terapia
génica. Se lleva a cabo una pequefa biopsia de piel al paciente. Este es un procedimiento sencillo que se puede
realizar a un paciente no hospitalizado. La muestra de piel, que tiene aproximadamente el tamafo de una cabeza de
cerilla, se obtiene, por ejemplo, de por debajo del brazo y se necesita en torno a un minuto para sacarla. Se elabora la
muestra, lo que produce el aislamiento de las células del paciente y se modifica genéticamente para producir el Factor
IX o el Factor VIII que falta. Basandose en la edad, peso y el estado clinico del paciente, se hace crecer el nimero de
células necesario en un cultivo a gran escala. El proceso completo requiere normalmente 4-6 semanas y, al final de este
periodo de tiempo, se introducen en el sujeto, de nuevo un paciente no hospitalizado, aproximadamente 100-500
millones de células genéticamente modificadas (p.ej., inyectandolas de nuevo bajo la piel del paciente). Entonces, el
paciente es capaz de producir su propio Factor IX o Factor VIl y deja de padecer hemofilia.

[0101] Un enfoque similar se puede utilizar para tratar otras estados o enfermedades. Por ejemplo, se puede tratar la
estatura baja con la administracién de la hormona humana del crecimiento a un sujeto mediante la implantacion de
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células primarias 0 secundarias que expresan la hormona humana del crecimiento; la anemia se puede tratar
administrando eritropoyetina (EPO) a un sujeto mediante la implantacion de células primarias o secundarias que
expresan eritropoyetina (EPO); o la diabetes puede tratarse mediante la administracion del péptido similar al glucégeno
tipo 1 (GLP-1) a un sujeto mediante la implantacién de células primarias o secundarias que expresan GLP-1. Una
enfermedad lisosomica (LSD) puede tratarse con este enfoque. LSD representa a un grupo de al menos 41
enfermedades genéticas distintas, cada una de ellas presenta el déficit de una proteina concreta que esta implicada en
la biogénesis lisosomal. Una LSD concreta puede tratarse administrando una enzima lisosomal a un sujeto mediante la
implantacion de células primarias 0 secundarias que expresan la enzima lisosomal, por ejemplo, se puede tratar la
enfermedad de Fabry administrando a-galactosidasa a un sujeto mediante la implantacion de células primarias o
secundarias que expresan a-galactosidasa; la enfermedad de Gaucher se puede tratar administrando f-
glucoceramidasa a un sujeto mediante la implantacién de células primarias o secundarias que expresan f3-
glucoceramidasa; la MPS (mucopolisacaridosis) tipo 1 (sindrome de Hurley-Scheie) se puede tratar administrando o-
iduronidasa a un sujeto mediante la implantaciéon de células primarias o secundarias que expresan a-iduronidasa; la
MPS tipo Il (sindrome de Hunter) se puede tratar administrando a-L-iduronidasa a un sujeto mediante la implantacion de
células primarias o secundarias que expresan o-L-iduronidasa; la MPS tipo lll-A (sindrome de Sanfilippo A) se puede
tratar administrando glucosamina-N-sulfatasa a un sujeto mediante la implantacion de células primarias o secundarias
que expresan glucosamina-N-sulfatasa; la MPS tipo IlI-B (sindrome de Sanfilippo B) se puede tratar administrando alfa-
N-acetilglucosaminidasa a un sujeto mediante la implantacion de células primarias o secundarias que expresan alfa-N-
acetilglucosaminidasa; la MPS tipo IlI-C (sindrome de Sanfilippo C) se puede tratar administrando acetil-coenzima A:a-
glucosmainide-N-acetiltransferasa a un sujeto mediante la implantacién de células primarias o secundarias que
expresan acetil-coenzima A:a-glucosmainide-N-acetiltransferasa; la MPS tipo 111-D (sindrome de Sanfilippo D) se
puede tratar administrando N-acetilglucosamina-6-sulfatasa a un sujeto mediante la implantacion de células primarias o
secundarias que expresan N-acetilglucosamina-6-sulfatasa; la MPS tipo I1V-A (sindrome de Morquip A) se puede tratar
administrando N-acetilglucosamina-6-sulfatasa a un sujeto mediante la implantacién de células primarias o secundarias
que expresan N-acetilglucosamina-6-sulfatasa; la MPS tipo IV-B (sindrome de Morquio B) se puede tratar administrando
B-galactosidasa a un sujeto mediante la implantacion de células primarias o secundarias que expresan (-galactosidasa;
la MPS tipo IV (sindrome de Maroteaux-Larry) se puede tratar administrando N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa a un
sujeto mediante la implantacion de células primarias o secundarias que expresan N-acetilgalactosamina-6-sulfatasa; la
MPS tipo VIl (sindrome de Sly) se puede tratar administrando B-glucuronidasa a un sujeto mediante la implantacién de
células primarias o secundarias que expresan -glucuronidasa.

[0102] En general, las células utilizadas seran células genéticamente modificadas, especificas del paciente. Sin
embargo, es posible obtener células de otro sujeto de la misma especie o de una especie diferente. El uso de esas
células puede requerir la administracion de un agente inmunosupresor, la alteracion de antigenos de histocompatibilidad
o el uso de un dispositivo de barrera para evitar el rechazo de las células implantadas. Para muchas enfermedades,
serd un tratamiento de una sola vez y otras necesitaran multiples tratamientos de terapia génica.

Usos de cepas de células y células primarias y secundarias transfectadas o infectadas

[0103] Las cepas de células o células primarias o secundarias transfectadas o infectadas tienen amplia aplicabilidad
como vehiculo o sistema de administracién para proteinas terapéuticas, como enzimas, hormonas, citocinas, antigenos,
anticuerpos, factores de coagulacién, ARN antisentido, proteinas reguladores, proteinas de transcripcion, receptores,
proteinas estructurales, nuevas proteinas (no optimizadas) y productos de acidos nucleicos, asi como ADN modificado
genéticamente. Por ejemplo, se pueden utilizar células primarias 0 secundarias transfectadas para suministrar una
proteina terapéutica que incluye, pero sin caracter limitativo, Factor VIII, Factor IX, eritropoyetina, alfa-1 antitripsina,
calcitonina, glucocerebrosidasa, hormona del crecimiento, lipoproteina de baja densidad (LDL), receptor de IL-2 y sus
antagonistas, insulina, globina, inmunoglobulinas, anticuerpos cataliticos, interleucinas, factores de crecimiento similares
a la insulina, superoxido-dismutasa, modificadores de respondedores inmunes, interferén y hormona de paratiroides,
factores de crecimiento nervioso, activadores del plasmindgeno de tejidos y factores estimulantes de colonias. Como
alternativa, se pueden utilizar células primarias y secundarias transfectadas para inmunizar a un sujeto (es decir, como
una vacuna).

[0104] La gran variedad de usos de las cepas de células de la presente invencion puede resumirse tal vez de la manera
mas conveniente como se muestra a continuaciéon. Las cepas de células se pueden utilizar para administrar los
siguientes productos terapéuticos.

1. una proteina secretada con efectos predominantemente sistematicos;

2. una proteina secretada con efectos predominantemente locales;

3. una proteina de membrana que confiere nueva capacidad de respuesta células nueva y mejorada;

4. una proteina de membrana que facilita la eliminaciéon de un producto téxico;

5. una proteina de membrana que marca o dirige una célula;
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6. una proteina intracelular;
7. una proteina intracelular que afecta directamente a la expresiéon de genes;y
8. una proteina intracelular con efectos autocrinos.

[0105] Las células primarias o secundarias transfectadas o infectadas se pueden utilizar para administrar proteinas
terapéuticas (p.ej., hormonas, enzimas, factores de coagulacién) que actualmente se administran por via intravenosa,
intramuscular o subcutanea, lo que requiere la cooperacién del paciente y, con frecuencia, la participacién de un equipo
médico. Cuando se utilizan células primarias o secundarias transfectadas o infectadas, no es necesaria la amplia
purificacién del polipéptido antes de que sea administrado a un sujeto, como si es generalmente necesario con un
polipéptido aislado. Ademas, las células primarias 0 secundarias transfectadas o infectadas de la presente invencion
producen la proteina terapéutica como se produciria normalmente.

[0106] Una ventaja del uso de células primarias y secundarias transfectadas o infectadas consiste en que al controlar el
nuamero de células que se introducen en un sujeto, se puede controlar la cantidad de proteina administrada al cuerpo.
Ademas, en algunos casos, es posible eliminar las células transfectadas o infectadas si ya no es necesario el producto.
Otra ventaja del tratamiento del uso de células primarias o secundarias transfectadas o infectadas de la presente
invencion es que la produccion del producto terapéutico se puede regular, por ejemplo a través de la administraciéon de
zinc, esteroides o un agente que afecte a la transcripcién de una proteina, producto o producto de acido nucleico, o que
afecte a la estabilidad de un producto de acido nucleico.

Animales transgénicos

[0107] Se han utilizado una serie de métodos para obtener mamiferos no humanos transgénicos. Un mamifero no
humano transgénico hace referencia a un mamifero que ha obtenido un gen adicional gracias a la introduccién de una
secuencia de acido nucleico sintético exégeno, es decir, un transgén, en sus propias células (p.gj., tanto en las células
somaticas como en las germinales) o en una linea germinal de su especie primitiva.

[0108] Existen una serie de métodos para introducir ADN exdgeno en una linea germinal (p.gj., la introduccion en las
células somaticas o germinales) de un mamifero. Un método es la microinyeccion del constructo de un gen en el
pronucleo de un embrién en etapa temprana (p.ej., antes de la etapa de cuatro células) (Wagner et al., Proc. Natl. Acad.
Sci. EE. UU. 78:5016 (1981); Brinster et al., Proc Natl Acad Sci EE: UU. 82:4438 (1985)). Se ha descrito el
procedimiento detallado para producir estos ratones transgénicos (véase, p.ej., Hogan et al., Manipulating the Mouse
Embryo, Cold Spring Harbour Laboratory, Cold Spring Harbour, NY (1986); la patente de EE.UU. N°. 5.175.383 (1992)).
Este procedimiento también ha sido adaptado a otras especies de mamiferos (p.ej.,, Hammer et al., Nature 315:680
(1985); Murray et al., Reprod. Fert. Devl. 1:147 (1989); Pursel et al., Vet. Immunol. Histopath. 17:303 (1987); Rexroad et
al., J. Reprod. Fert. 41(supl):119 (1990); Rexroad et al, Molec. Reprod. Devl. 1:164 (1989); Simons et al.,
BioTechnology 6:179 (1988); Vize et al., J. Cell. Sci. 90:295 (1988); y Wagner, J. Cell. Biochem. 13B (supl):164 (1989).

[0109] Otro método para producir mamiferos transgénicos de linea germinal es a través del uso de células madre
embrionarias o células somaticas (p.ej., embrionarias, fetales o adultas). El constructo del gen puede introducirse en las
células madre embrionarias mediante recombinacién homéloga (Thomas et al., Cell 51:503 (1987); Capecchi, Science
244:1288 (1989); Joyner et al., Nature 338: 153 (1989)). También puede introducirse un constructo adecuado en las
células madre embrionarias a través de transfeccion mediada de ADN, como electroporacion (Ausubel et al., Current
Protocols in Molecular Biology, John Wiley & Sons (1987)). Los procedimientos detallados para cultivar células madre
embrionarias (p.ej.. ESD-3, ATCC# CCL-1934, ES-E14TG-2a, ATCC# CCL-1821, American Type Culture Collection,
Rockville, MD) y los métodos para obtener mamiferos transgénicos a partir de células madre embrionarias se pueden
encontrar en Teratocarcinomas and Embryonic Stem Cells, A Practical Approach, ed. E.J. Robertson (IRL Press, 1987).
Los métodos para obtener animales transgénicos a partir de células somativas se presentan en, por ejemplo, WO
97/07669, WO 97/07668 la patente de EE. UU. 5.945.577.

[0110] En los métodos mencionados para generar mamiferos transgénicos a través de la linea germinal, se puede
introducir el constructo como un constructo lineal, como un plasmido circular o como un vector que puede anadirse y
heredarse como un transgén integrado en el genoma huésped. También puede construirse el transgén para permitir que
se herede como un plasmido extracromosémico (Gassmann, M. et al., Proc. Natl. Acad. Sci. EE.UU. 92:1292 (1995)).

Factor VIIl humano (EJEMPLO COMPARATIVO)

[0111] EI hFVIIl esta codificado por un gen de 186 kilobases (kb), con la regiéon de codificacion distribuida entre 26
exones (Gitchier et al., Nature, 312:326-330, (1984)). La transcripcion del gen y el corte y empalme del transcrito
primario resultante produce un ARNm de aproximadamente 9 kb que codifica un producto de traduccién primario que
contiene 2531 aminoéacidos (aa), incluido un péptido sefal de 19 aa. Si se excluye el péptido sefial, la proteina de 2332
aa tiene una estructura de dominio que puede presentarse del siguiente modo NH2-A1-A2-B-A3-C1-C2-COOH, con una
masa molecular predicha de 265 kilodaltons (kD). La glicosilacion de esta proteina da lugar a un producto con una masa
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molecular de aproximadamente 330 kD como determina la SDS-PAGE. En el plasma, hFVIIl es una proteina
heterodimérica que consiste en una cadena pesada que varia en tamafio de 90 kD a 200 kD en un complejo de ion
metalico con una cadena ligera de 80 kD. El complejo heterodimérico se estabiliza ademas por interacciones con el
vWF. La cadena pesada estd compuesta por los dominios A1-A2-B y la cadena ligera esta compuesta por los dominios
A3-C1-C2 (Figura 2). Los sitios de escisién de proteasa en el dominio B representan la variacion de tamario de la
cadena pesada, con las especies de 90 kD que no contienen secuencias de dominio B y las especies de 200 kD que
contienen un dominio B completo o casi completo. El dominio B no tiene funcién conocida y esta totalmente eliminado
después de la activacion de hFVIII por la trombina.

[0112] Los plasmidos de expresion del Factor VIII humano, plasmidos pXF8.186 (Figura 3), pXF8.61 (Figura 4), pXF8.38
(Figura 11) y pXF8.224 (Figura 13) se describen a continuacién. El plasmido del constructo de expresion de hFVIII,
pXF8.186, se desarrollé basandose en los estudios de optimizacion detallados que ofrecieron un alto nivel de expresion
de un hFVIII funcional. Dado el tamafo extremadamente grande del gen del hFVIIl y la necesidad de transferir la regién
de codificacion completa a las células, los plasmidos de expresion de ADNc se desarrollaron para la produccion de
cepas de células clénicas transfectadas de manera estable. Se ha demostrado que es dificil lograr expresion de alto
nivel de hFVIII empleando el ADNc de 9 kb de tipo salvaje. A continuacion, se presentan tres razones potenciales para
la expresién pobre. En primer lugar, el ADNc de tipo salvaje codifica los 909 aa, el dominio B glicosilado de modo
pesado que esta unido de forma transitoria a la cadena pesada y no se le conoce funcién (Figura 1). La eliminacién de
la regién que codifica el dominio B a partir de los constructos de expresion de hFVIII produce una expresion altamente
mejorada de una proteina funcional. El analisis de los derivados de hFVIII que carecen del dominio B han demostrado
que la funcion del hFVIIl no se ve afectada negativamente y que dichas moléculas tienen propiedades bioquimicas,
inmunologicas y funcionales in vivo que son muy similares a la proteina de tipo salvaje. Se han desarrollado dos
constructos diferentes de expresion del Factor VIII humano con el dominio B suprimido (BDD hFVIIl), que codifican
proteinas con diferentes secuencias de aminoacidos que flanquean la eliminacién. El plasmido pXF8.186 contiene una
eliminacion completa del dominio B (aminoacidos 741-1648 de la secuencia de proteinas maduras de tipo salvaje), con
la secuencia Arg-Arg-Arg-Arg (RRRR) insertada en la unién de la cadena ligera y la cadena pesada (Figura 1). Esto da
como resultado una serie de residuos consecutivos de arginina (RRRRR o 5R) en la unién de la cadena ligera y la
cadena pesada, que comprende un sitio de reconocimiento para una proteasa intracelular del tipo PACE/furina, y se
predijo que promoveria la escisiéon para producir las cadenas ligera y pesada correctas. El plasmido pXF8.61 también
contiene una delecién completa del dominio B con un sitio Xhol sintético en la unién. Esta unién provoca la presencia de
la secuencia dipéptida Leu-Glu (LE) en la union de la cadena ligera y la cadena pesada en las dos formas de BDD
hFVIIl, las proteinas expresadas se denominan en este documento BDD hFVIIl de 5R y de LE.

[0113] La segunda caracteristica que se ha observado que afecta de modo adverso a la expresion de hFVIIl en las
células transfectadas hace referencia a la observacion en la que se han identificado una o mas regiones de la regién de
codificacién que funcionan eficazmente para bloquear la transcripcion de la secuencia de ADNc. Los inventores han
descubierto ahora que se puede reducir o eliminar la influencia negativa de los elementos de la secuencia mediante la
alteracion de la secuencia de codificacion completa. Con este fin, un ADNc sintético del hFVIIl con el dominio B
suprimido por completo se preparé como se describe con mayor detalle a continuacion. Se llevaron a cabo cambios de
bases de silenciamiento en todos los codones que no se correspondian con la secuencia de tripletes mas
frecuentemente encontrada para ese aminodacido en proteinas humanas altamente expresada, y esos codones se
convirtieron a la secuencia de codén mas frecuentemente encontrada en humanos para el aminoacido correspondiente.
La secuencia de codificacion resultante tiene un total de 1094 de 4335 de pares de base que difieren de la secuencia de
tipo salvaje, ademas codifica una proteina con la secuencia de hFVIII de tipo salvaje (con la excepcién de la delecién del
dominio B). Se cambiaron el 25,2% de las bases y el contenido de GC de la secuencia aumenté del 44% al 54%. Esta
secuencia alterada en el ADNc de BDD hFVIIl se expresa al menos 5,3 veces mas eficaz que un constructo de control
no alterado.

[0114] La tercera caracteristica que se optimiz6é para mejorar la expresion de hFVIII fue la estructura intrén-extrén del
constructo de expresion. EI ADNc, por definicién, carece de intrones. Si bien esto reduce el tamafo del constructo de
expresion, se ha demostrado que los intrones pueden tener fuertes efectos positivos en la expresion génica cuando se
anaden a los constructos de expresion de ADNc. La region no traducida 5 del gen humano de beta-actina que contiene
un intrén funcional completo se incorporé a los constructos de expresion de BDD hFVIIIl , pXF8.61 y pXF8.186.

[0115] La cuarta caracteristica que puede afectar de modo adverso a la expresion de hFVIIl es la estabilidad del ARNm
del Factor VII. La estabilidad del mensaje puede afectar al nivel en estado estacionario del ARNm del Factor VIIl, e
influir a la expresién génica. Las secuencias especificas en el Factor VIl puede alterarse con el fin de aumentar la
estabilidad del ARN, p.ej., la eliminacion de AURE de la UTR 3’ puede resultar en un ARNm del Factor VIII mas estable.
Los datos presentados a continuacion muestran que la nueva modificacién genética de la secuencia de codificacion
tiene utilidad general para la mejora de la expresién de genes de eucariotas de mamiferos y de no mamiferos en células
de mamiferos. Los resultados obtenidos en el presente documento con el Factor VIII humano sugieren que la
optimizacion de codones sistematicas (sin tener en cuenta el contenido CpG) proporciona una estrategia fructifera para
mejorar la expresion en las células de mamiferos de una gran variedad de genes de eucariotas.

Métodos para realizar secuencias de nucledtidos sintéticas
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[0116] Una secuencia de acido nucleico sintético que dirige la sintesis de un mensaje optimizado de la invencién puede
realizarse, p.ej., por cualquiera de los métodos descritos en este documento. Los métodos descritos a continuacién son
Utiles para producir mensajes optimizados por las siguientes razones:

1) permiten la produccién de una proteina altamente optimizada, p.ej., una proteina que tiene al menos del 94
al 100% de los codones como codones comunes, en especial para proteinas de mas de 90 aminoéacidos de
longitud. El producto final puede estar 100% optimizado, es decir, cada nucleétido es tal y como se elige, sin
necesidad de introducir alteraciones no deseadas cada 100-300 bp. Un gen puede sintetizarse con codones
100% Ooptimos o puede sintetizarse con 100% los codones que se desean. Se pueden introducir o evitar
elementos adicionales de la secuencia de ADN sin las limitaciones impuestas por la necesidad de introducir
sitios de enzimas de restriccion. Estos elementos de secuencia podrian incluir:

e Sefales de transcripcion, como potenciadores o silenciadores.

e Sefales de corte y empalme, por ejemplo, evitando sitios de corte y empalme cripticos en un ADNc u
optimizando el contexto del sitio de corte y empalme en un gen que contiene intrones. Afiadir un intrén a
un ADNc puede ayudar a la expresién y permite la introduccion de sefales de la transcripcion en el gen.

e Sefales de inestabilidad — la creacion u omisién de secuencias que dirigen la degradaciéon del ARNm.

e Estructura secundaria — la creacion u omision de estructuras secundarias en el ARNm que pueden afectar
a la traduccion, terminacion de la transcripcion o estabilidad del ARNm.

e Sefales de traduccién — Eleccidon del codon. Se puede sintetizar un gen con codones 100% &ptimos, o la
preferencia coddnica por cualquier aminoacido puede alterarse sin restriccion para hacer la expresion
génica sensible a la concentracion de un aminoacil-ARNt, cuya concentracion puede variar con el
crecimiento o el estado metabdlico.

En cada caso, el objetivo serd aumentar o disminuir la expresion para lograr la expresion en una forma
concreta de regulacion.

2) mejoran la precision de la secuencia sintética porque evitan la amplificacion por PCR que produce errores en
la secuencia amplificada; y

3) reducen el coste de realizacion de la secuencia sintética de la invencion.

[0117] La secuencia de acido nucleico sintético que dirige la sintesis de los mensajes optimizados de la invencion puede
repararse, p.ej., utilizando la estrategia que se resume con mayor detalle a continuacién.

Estrategia para construir una secuencia

[0118] La etapa inicial es disenar un protocolo de clonacién.

[0119] Se genera un archivo de secuencia que contiene 100% la secuencia de ADN deseada. Esta secuencia se analiza
para determinar sitios de restriccion, incluidos sitios de fusién.

[0120] Los sitios de fusion son por orden de preferencia:

A) Las secuencias resultantes de la ligadura de dos salientes complementarios normalmente generados por enzimas de
restriccion disponibles, p.ej.,

Sall/Xhol = G TCGAG
CAGCT*C

o BspDI/BstBI = ATACGAA
TAGCATT

o BstBl/Accl = TTACGAC
AAGC/TG.

B) Las secuencias resultantes de la ligadura de dos salientes generados llenando parcialmente los salientes de enzimas
de restriccion disponibles, p.gj.,
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Xhol(+TC)/BamHI(+GA) =  CTCAGATCC.
GAGCT"AGG

C) Las secuencias resultantes de la ligadura roma de dos extremos romos normalmente generados por las enzimas de
restriccion disponibles, p.ej.,

Ehel/Smal= GGC GGG
CCG"CCC.

D) Las secuencias resultante de la ligadura roma de dos extremos romos, donde uno o ambos extremos romos han sido
generados por llenado en un saliente, p.ej.,

BamHI(+GATC)/Smal =  GGATC*GGG
CCTAG"CCC

[0121] EI relleno de un saliente 5’ generado por una enzima de restriccion se realiza usando una ADN polimerasa, por
ejemplo el fragmento de Klenow de la ADN polimerasa |. Si el saliente es para llenarlo por completo, entonces se
incluyen en la reaccién los cuatro nucleétidos: dATP, dCTP, dGTP y dTTP. Si el saliente es para llenarlo sélo
parcialmente, entonces los nucleétidos necesarios se omiten en la reaccién. En el punto (B) anterior, el ADN digerido
por Xhol se rellenaria con Klenow en presencia de dCTP y dTTP y omitiendo dATP y dGTP. Se determina un orden de
las etapas de clonacion, lo que permite el uso de sitios de aproximadamente 150-500 bp de distancia. Hay que tener en
cuenta que un fragmento debe carecer de la secuencia de reconocimiento para una enzima, solo si esta enzima se
utiliza para clonar el fragmento. Por ejemplo, la estrategia para la construccién de la secuencia de codificacion del
Factor VIl “deseada” puede utilizar ApalLl en una serie de sitios diferentes, debido a que la regla de ensamblaje de los
fragmentos - ApaLl no se utiliza en los siguientes pasos de clonacién.

[0122] Si existe una regiéon que no tiene sitios Utiles disponibles, entonces se puede utilizar una estrategia de secuencia
independiente: los fragmentos se clonan en un constructo de ADN que contiene secuencias de reconocimiento para las
enzimas de restriccién que se escinden fuera de su secuencia de reconocimiento, p.ej. BseRI=

GAGGAGNNNNNNNNNNA (SEQ ID N¢:5)
CTCCTCNNNNNNNN”NN (SEQ ID N2:6)

Fragmento génico del sitio de clonacién del constructo de ADN
[0123] La secuencia de reconocimiento de la enzima utilizada para clonar el fragmento se eliminard cuando se libere el
fragmento por la digestién con, p.ej., BseRI, dejando un fragmento que comprende el 100% de la secuencia deseada,
que luego se puede unir a un fragmento génico adyacente generado de modo similar.
[0124] La siguiente etapa es sintetizar los fragmentos de restriccion inicial.

[0125] La sintesis de los fragmentos de restriccion iniciales puede lograrse de muchos modos, entre los que se incluyen,
sin caracter limitativo:

1. Sintesis quimica del fragmento completo.

2. Sintetizar dos oligonucleétidos que son complementarios en sus extremos 3’, hibridarlos y utilizar el
fragmento de Klenow de la ADN polimerasa, o un equivalente, para extender, ofreciendo un fragmento de
doble hebra.

3. Sintetizar un nimero de oligonucleétidos mas pequefios, aquellos oligos de cinasa que tienen extremos 5’
internos, hibridar todos los oligos y ligarlos, en concreto.

5\ p p 3\
3\ p p 5\

[0126] Las técnicas 2 y 3 pueden utilizarse en etapas posteriores para unir fragmentos mas pequefios entre ellos. La
PCR puede utilizarse para aumentar la cantidad de material para la clonacién, pero puede conllevar un incremento en el
nuamero de mutaciones. Si no se obtiene un fragmento sin errores, entonces se puede utilizar la mutagénesis dirigida al
sitio para corregir el mejor aislado. A continuacién, le sigue la concatenacion de los fragmentos sin errores y la
secuenciacion de las uniones para confirmar su precision.

Uso
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[0127] Las secuencias de acido nucleico sintético descritas en el presente documento son utiles para la expresion de
una proteina que se expresa normalmente en una célula de mamifero o en un cultivo celular (p.ej., para la produccion
comercial de proteinas humanas como GH, tPA, GLP-1, EPO, a-galactosidasa, B-glucoceramidasa, a-iduronidasa; a-L-
iduronidasa, glucosamina-N-sulfatasa, alfa-N-acetilglucosaminidasa, acetii coenzima  A:a-glucosmainide-N-
acetiltransferasa, N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, N-acetilglucosamina-6-sulfatasa, B-galactosidasa, N-
acetilgalactosamina-6-sulfatasa, p-glucuronidasa. Factor VIl y Factor IX). Las secuencias de acido nucleico sintético
descritas en el documento son también Utiles para la terapia génica. Por ejemplo, se puede introducir directamente una
secuencia de acido nucleico sintético que codifica una proteina seleccionada, p.ej. mediante transfeccion celular no viral
0 a través de un vector en una célula, p.ej., una célula transformada o una célula no transformada, que puede expresar
la proteina para crear una célula que se puede administrar a un paciente con necesidad de la proteina. Estas técnicas
de terapia génica basadas en células se describen con mayor detalle en las solicitudes de EE. UU pendientes de
resolucion: USSN 08/334.797; USSN 08/231.439; USSN 08/334.455 y USSN 08/928.881.

Ejemplos
I. Constructos de Factor VIl y usos de los mismos (EJEMPLO COMPARATIVO)

Construccién de pXF8.61

[0128] Los catorce fragmentos génicos del ADNc optimizado de FVIII con el dominio B suprimido enumerados en la
Tabla 2 y mostrados en la Figura 5 (Fragmento A-Fragmento N) se realizaron de la siguiente manera. Se hicieron 92
oligonucleétidos mediante sintesis de oligonucleétidos en un sintetizador ABI 391 (Perkin Elmer). Los 92
oligonucleétidos se enumeran en la Tabla 3. La Figura 5 muestra como estos 92 oligonucle6tidos se hibridan para
formar los catorce fragmentos génicos de la Tabla 2. Para cada hebra de cada fragmento génico, el primer
oligonucleétido (es decir, el mas 5’) se crearon con un extremo 5’-hidroxilo, y los siguientes oligonucleétidos se
fabricaron como 5’-fosforilado para permitir la ligadura de los oligonucleétidos hibridados adyacentes. Para los
fragmentos génicos A, B, C, F, G, J, K, L, My N, seis oligonucleétidos fueron hibridados, ligados y digeridos con EcoRl y
Hindlll y clonados en pUC18 digerida con EcoRI y Hindlll. Para los fragmentos génicos D, E, H e I, ocho
oligonucleétidos fueron hibridados, ligados, digeridos con EcoRI y Hindlll y clonados en pUC18 digerida con EcoRI y
Hindlll. Este procedimiento generé catorce plasmidos-pAM1A diferentes a través de pAM1N.

Tabla 2
Fragmento Extremo 5' Extremo 3 Nota

A Nhel 1 Apal 279

B Apal 279 Pm1l 544

C Pmil 544 Pmil 829

D Pmi1l 829 Bg1ll(/BamHI) 1172 BamHlI sitio 3' a siguientes
E (Bg1ll/)Bam HI 1172 Bg1ll 1583

F Bg1ll 1583 Kpnl 1817

G Kpnl 1817 BamHI 2126

H BamHI 2126 Pmil 2491

I Pmi1l 2491 Kpnl 3170 ABstEIl 2661-2955
J BstEll 2661 BstEll 2955

K Kpnl 3170 Apal 3482

L Apal 3482 Smal(/EcoRV) 3772

M (Smal/)EcoR V 3772 BstEll 4062

N BstEll 4062 Smal 4348

En la Tabla 2, las posiciones de sitios de restriccién estdn numeradas por la primera base del palindromo; la numeracion
empieza en el sitio de Nhel.
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Tabla 3

Nombre
de Oligo

Longitud
de Oligo’

Secuencia de oligonucledtidos

AM1Af 1

118

GTAGAATTCGTAGGCTAGCATGCAGATCGAGCTGAGCACCTGCTTCTTCC
TGTGCCTGCTGCGCTTCTGCTTCAGCGCCACCCGCCGCTACTACCTGGGCGC
CGTGGAGCTGAGCTGG (SEQ ID NO:7)

AM1Af 2

104

GACTACATGCAGAGCGACCTGGGCGAGCTGCCCGTGGACGCCCGCTTCCC
CCCCCGCGTGCCCAAGAGCTTCCCCTTCAACACCAGCGTGGTGTACAAGAA

GAC (SEQIDNO: g)

AM1Af 3

88

CCTGTTCGTGGAGTTCACCGACCACCTGTTCAACATCGCCAAGCCCCGCC
CCCCCTGGATGGGCCTGCTGGGCCCCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 9)

AM1Ar 1

119

GTAAAGCTTGTAGGGGCCCAGCAGGCCCATCCAGGGGGGGCGGGGCTTG
GCGATGTTGAACAGGTGGTCGGTGAACTCCACGAACAGGGTCTTCTTGTAC
ACCACGCTGGTGTTGAAGG (SEQ ID NO: 10)

AM1Ar 2

107

GGAAGCTCTTGGGCACGCGGGGGGGGAAGCGGGCGTCCACGGGCAGCTC
GCCCAGGTCGCTCTGCATGTAGTCCCAGCTCAGCTCCACGGCGCCCAGGTA
GTAGCGG (SEQ ID NO: 11)

AM1Ar 3

84

CGGGTGGCGCTGAAGCAGAAGCGCAGCAGGCACAGGAAGAAGCAGGTG
CTCAGCTCGATCTGCATGCTAGCCTACGAATTCTAC (SEQ ID NO: 12)

AM1Bf 1

115

GTAGAATTCGTAGGGGCCCCACCATCCAGGCCGAGGTGTACGACACCGT
GGTGATCACCCTGAAGAACATGGCCAGCCACCCCGTGAGCCTGCACGCCGT
GGGCGTGAGCTACTG (SEQ ID NO: 13)

AM1Bf 2

103

GAAGGCCAGCGAGGGCGCCGAGTACGACGACCAGACCAGCCAGCGCGA
GAAGGAGGACGACAAGGTGTTCCCCGGCGGCAGCCACACCTACGTGTGGC
AGGTG (SEQ ID NO: 14)

AM1Bf 3

79

CTGAAGGAGAACGGCCCCATGGCCAGCGACCCCCTGTGCCTGACCTACA
GCTACCTGAGCCACGTGCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NQ: 15)

AM1Br 1

107

GTAAAGCTTGTAGCACGTGGCTCAGGTAGCTGTAGGTCAGGCACAGGGG
GTCGCTGGCCATGGGGCCGTTCTCCTTCAGCACCTGCCACACGTAGGTGTG
GCTGCCG(SEQ ID NO: 16)

AM1Br 2

101

CCGGGGAACACCTTGTCGTCCTCCTTCTCGCGCTGGCTGGTCTGGTCGTCG
TACTCGGCGCCCTCGCTGGCCTTCCAGTAGCTCACGCCCACGGCGTGCAG
(SEQ ID NO: 17)

AM1Br 3

89

GCTCACGGGGTGGCTGGCCATGTTCTTCAGGGTGATCACCACGGTGTCGT
ACACCTCGGCCTGGATGGTGGGGCCCCTACGAATTCTAC (SEQ ID NO: 18)

AM1Cf 1

122

GTAGAATTCGTAGCCACGTGGACCTGGTGAAGGACCTGAACAGCGGCCT
GATCGGCGCCCTGCTGGTGTGCCGCGAGGGCAGCCTGGCCAAGGAGAAGA
CCCAGACCCTGCACAAGTTCATC (SEQ ID NO: 19)

AM1Cf 2

110

CTGCTGTTCGCCGTGTTCGACGAGGGCAAGAGCTGGCACAGCGAGACCA
AGAACAGCCTGATGCAGGACCGCGACGCCGCCAGCGCCCGCGCCTGGCCC
AAGATGCACAC (SEQ ID NO: 20)

AM1Cf 3

86

CGTGAACGGCTACGTGAACCGCAGCCTGCCCGGCCTGATCGGCTGCCACC
GCAAGAGCGTGTACTGGCACGTGCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 21)

AM1Cr 1

108

GTAAAGCTTGTAGCACGTGCCAGTACACGCTCTTGCGGTGGCAGCCGATC
AGGCCGGGCAGGCTGCGGTTCACGTAGCCGTTCACGGTGTGCATCTTGGGC
CAGGCGC (SEQ ID NO: 22)

AM1Cr 2

110

GGGCGCTGGCGGCGTCGCGGTCCTGCATCAGGCTGTICTTGGTCTCGCTG
TGCCAGCTCTTGCCCTCGTCGAACACGGCGAACAGCAGGATGAACTTGTGC
AGGGTCTGG (SEQ ID NO: 23)

AM1Cr 3

100

GICTTCICCTIGGCCAGGCTGCCCTCGCGGCACACCAGCAGGGCGCCGAT
CAGGCCGCTGTTCAGGTCCTTCACCAGGTCCACGTGGCTACGAATTCTAC
(SEQ ID NO: 24) -

AM1Df

99

GTAGAATTCGTAGCACGTGATCGGCATGGGCACCACCCCCGAGGTGCAC

1

AGCATCTTCCTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTGCGCAACCACCGCCAGGC
(SEQ ID NO: 25)

AM1Df 2

100

CAGCCTGGAGATCAGCCCCATCACCTTCCTGACCGCCCAGACCCTGCTGA
TGGACCTGGGCCAGTTCCTGCTGTTCTGCCACATCAGCAGCCACCAGCAC
(SEQ ID NO: 26)

AM1Df 3

101

GACGGCATGGAGGCCTACGTGAAGGTGGACAGCTGCCCCGAGGAGCCCC
AGCTGCGCATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAGGACTACGACGACGACCTG
AC (SEQ ID NO: 27)
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AM1Df 4

84

CGACAGCGAGATGGACGTGGTGCGCTTCGACGACGACAACAGCCCCAGC
TTCATCCAGATCTCTACGGATCCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 28)

AM1Dr 1

109

GTAAAGCTTGTAGGATCCGTAGAGATCTGGATGAAGCTGGGGCTGTTGTC
GTCGTCGAAGCGCACCACGTCCATCTCGCTGTCGGTCAGGTCGTCGTCGTA
GTCCTCGG (SEQ ID NO: 29)

AM1Dr 2

101

CCTCCTCGTTGITCTTCATGCGCAGCTGGGGCTCCTCGGGGCAGCTGTCCA
CCTTCACGTAGGCCTCCATGCCGTCGTGCTGGTGGCTGCTGATGTGGCAG
(SEQ ID NO: 30)

AMIDr 3

102

AACAGCAGGAACTGGCCCAGGTCCATCAGCAGGGTCTGGGCGGTCAGGA
AGGTGATGGGGCTGATCTCCAGGCTGGCCTGGCGGTGGTTGCGCACCAGG
AAG (SEQID NO: 31)

AM1Dr 4

72

GTGTGGCCCTCCAGGAAGATGCTGTGCACCTCGGGGGTGGTGCCCATGCC
GATCACGTGCTACGAATTCTAC (SEQ ID NO: 32)

AM1Ef 1

122

GTAGAATTCGTAGGGATCCGCAGCGTGGCCAAGAAGCACCCCAAGACCT
GGGTGCACTACATCGCCGCCGAGGAGGAGGACTGGGACTACGCCCCCCTG
GTGCTGGCCCCCGACGACCGCAG (SEQ ID NO: 33)

AM1Ef 2

120

CTACAAGAGCCAGTACCTGAACAACGGCCCCCAGCGCATCGGCCGCAAG
TACAAGAAGGTGCGCTTCATGGCCTACACCGACGAGACCTTCAAGACCCGC
GAGGCCATCCAGCACGAGAG (SEQID NO: 34)

AM1Ef 3

115

CGGCATCCTGGGCCCCCTGCTGTACGGCGAGGTGGGCGACACCCTGCTGA
TCATCTTCAAGAACCAGGCCAGCCGCCCCTACAACATCTACCCCCACGGCA
TCACCGACGTGCGC (SEQ ID NO: 35)

AM1Ef 4

86

CCCCTGTACAGCCGCCGCCTGCCCAAGGGCGTGAAGCACCTGAAGGACTT
CCCCATCCTGCCCGGCGAGATCTCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 36)

AM1Er 1

109

GTAAAGCTTGTAGAGATCTCGCCGGGCAGGATGGGGAAGTCCTTCAGGT
GCTTCACGCCCTTGGGCAGGCGGCGGCTGTACAGGGGGCGCACGTCGGTG
ATGCCGTGGG (SEQID NO: 37)

AM1Er 2

114

GGTAGATGTTGTAGGGGCGGCTGGCCTGGTTCTTGAAGATGATCAGCAGG
GTGTCGCCCACCTCGCCGTACAGCAGGGGGCCCAGGATGCCGCTCTCGTGC
TGGATGGCCTCGC (SEQ ID NO: 38)

AM1Er 3

121

GGGTCTTGAAGGTCTCGTCGGTGTAGGCCATGAAGCGCACCTTCTTGTAC
TTGCGGCCGATGCGCTGGGGGCCGTTGTTCAGGTACTGGCTCTTGTAGCTG
CGGTCGTCGGGGGCCAGCAC (SEQ ID NO: 39)

AM1Er 4

99

CAGGGGGGCGTAGTCCCAGTCCTCCTCCTCGGCGGCGATGTAGTGCACCC
AGGTCTTGGGGTGCTTCTIGGCCACGCTGCGGATCCCTACGAATTCTAC
(SEQ ID NO: 40)

AM1Ff1

102

GTAGAATTCGTAGAGATCTTCAAGTACAAGTGGACCGTGACCGTGGAGG

ACGGCCCCACCAAGAGCGACCCCCGCTGCCIGACCCGCTACTACAGCAGCT
TC (SEQ ID NO: 41)

AM1Ff 2

103

GTGAACATGGAGCGCGACCTGGCCAGCGGCCTGATCGGCCCCCTGCTGAT
CTGCTACAAGGAGAGCGTGGACCAGCGCGGCAACCAGATCATGAGCGACA
AGC (SEQ ID NO: 42)

AM1Ff 3

61

GCAACGTGATCCTGTTCAGCGTGTTCGACGAGAACCGCAGCTGGTACCCT
ACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 43)

AM1Fr 1

87

GTAAAGCTTGTAGGGTACCAGCTGCGGTTCTCGTCGAACACGCTGAACAG
GATCACGTTGCGCTTGTCGCTCATGATCTGGTTGCCG (SEQ ID NO: 44)

AM1Fr 2

101

CGCTGGTCCACGCTCTCCTTGTAGCAGATCAGCAGGGGGCCGATCAGGCC
GCTGGCCAGGTCGCGCTCCATGTTCACGAAGCTGCTGTAGTAGCGGGTCAG
(SEQ ID NO: 45)

AM1Fr 3

78

GCAGCGGGGGTCGCTCTTGGTGGGGCCGTCCTCCACGGTCACGGTCCACT
TGTACTTGAAGATCTCTACGAATTCTAC (SEQ ID NO: 46)

AM1Gf 1

120

GTAGAATTCGTAGGGTACCTGACCGAGAACATCCAGCGCTTCCTGCCCAA
CCCCGCCGGCGTGCAGCTGGAGGACCCCGAGTTCCAGGCCAGCAACATCA
TGCACAGCATCAACGGCTAC (SEQ ID NO: 47)

AM1Gf 2

126

GTGTTCGACAGCCTGCAGCTGAGCGTGTGCCTGCACGAGGTGGCCTACTG
GTACATCCTGAGCATCGGCGCCCAGACCGACTTCCTGAGCGTGTTCTTCAG
CGGCTACACCTTCAAGCACAAGATG (SEQ ID NO: 48)

AM1Gf 3

95

GTGTACGAGGACACCCTGACCCTGTTCCCCTTCAGCGGCGAGACCGTGTT
CATGAGCATGGAGAACCCCGGCCTGTGGATCCCTACAAGCTTTAC (SEQ ID
NO: 49)
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AM1Gr 1

119

GTAAAGCTTGTAGGGATCCACAGGCCGGGGTTCTCCATGCTCATGAACAC
GGTCTCGCCGCTGAAGGGGAACAGGGTCAGGGTGTCCTCGTACACCATCTT
GTGCTTGAAGGTGTAGCC (SEQ ID NO: 50)

AM1Gr 2

124

GCTGAAGAACACGCTCAGGAAGTCGGTCTGGGCGCCGATGCTCAGGATG
TACCAGTAGGCCACCTCGTGCAGGCACACGCTCAGCTGCAGGCTGTCGAAC
ACGTAGCCGTTGATGCTGTGCATG (SEQ ID NO: 51)

AM1Gr 3

98

ATGTTGCTGGCCTGGAACTCGGGGTCCTCCAGCTGCACGCCGGCGGGGTT
GGGCAGGAAGCGCTGGATGTTCTCGGTCAGGTACCCTACGAATTCTAC
(SEQ ID NO: 52)

AM1Hf 1

111

GTAGAATTCGTAGGGATCCTGGGCTGCCACAACAGCGACTTCCGCAACCG
CGGCATGACCGCCCTGCTGAAGGTGAGCAGCTGCGACAAGAACACCGGCG
ACTACTACGAG (SEQ ID NO: 53)

AMT1Hf 2

102

GACAGCTACGAGGACATCAGCGCCTACCTGCTGAGCAAGAACAACGCCA
TCGAGCCCCGCCTGGAGGAGATCACCCGCACCACCCTGCAGAGCGACCAG
GAG (SEQ ID NO: 54)

AM1Hf 3

105

GAGATCGACTACGACGACACCATCAGCGTGGAGATGAAGAAGGAGGACT
TCGACATCTACGACGAGGACGAGAACCAGAGCCCCCGCAGCTTCCAGAAG
AAGACC (SEQ ID NO: 55)

AM1Hf 4

79

CGCCACTACTTCATCGCCGCCGTGGAGCGCCTGTGGGACTACGGCATGAG
CAGCAGCCCCCACGTGCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 56)

AM1Hr 1

101

GTAAAGCTTGTAGCACGTGGGGGCTGCTGCTCATGCCGTAGTCCCACAGG
CGCTCCACGGCGGCGATGAAGTAGTGGCGGGTCTTCTTCTGGAAGCTGCGG

(SEQ ID NO: 57)

AM1Hr 2

105

GGGCTCTGGTTCTCGTCCTCGTCGTAGATGTCGAAGTCCTCCTTCTTCATC
TCCACGCTGATGGTGTCGTCGTAGTCGATCTCCTCCTGGTCGCTCTGCAGGG
TG (SEQ ID NO: 58)

AM1Hr 3

108

GTGCGGGTIGATCTCCTCCAGGCGGGGCTCGATGGCGITGTTCTIGCICAG
CAGGTAGGCGCTGATGTCCTCGTAGCTGTCCTCGTAGTAGTCGCCGGTGTT
CTTGTCG (SEQ ID NO: 59) ‘

AM1Hr 4

83

CAGCTGCTCACCTTCAGCAGGGCGGTCATGCCGCGGTTGCGGAAGTCGCTGTTGTGGCAG
CCCAGGATCCCTACGAATTCTAC (SEQ ID NO: 60)

AMTIf 1

115

GTAGAATTCGTAGCACGTGCTGCGCAACCGCGCCCAGAGCGGCAGCGTG
CCCCAGTTCAAGAAGGTGGTGTTCCAGGAGTTCACCGACGGCAGCTTCACC
CAGCCCCTGTACCGC (SEQ ID NO: 61)

AM1If 2

111

GGCGAGCTGAACGAGCACCTGGGCCTGCTGGGCCCCTACATCCGCGCCG
AGGTGGAGGACAACATCATGGTGACCGTGCAGGAGTTCGCCCTGTTCTTCA
CCATCTTCGAC (SEQ ID NO: 62)

AM1If 3

106

GAGACCAAGAGCTGGTACTTCACCGAGAACATGGAGCGCAACTGCCGCG
CCCCCTGCAACATCCAGATGGAGGACCCCACCTTCAAGGAGAACTACCGCT
TCCACG (SEQ ID NO: 63)

AM1If 4

85

CCATCAACGGCTACATCATGGACACCCTGCCCGGCCTGGTGATGGCCCAG
GACCAGCGCATCCGCTGGTACCCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 64)

AM1Ir 1

115

GTAAAGCTTGTAGGGTACCAGCGGATGCGCTGGTCCTGGGCCATCACCAG
GCCGGGCAGGGTGTCCATGATGTAGCCGTTGATGGCGTGGAAGCGGTAGTT
CTCCTTGAAGGTGG (SEQ ID NO: 65)

AMTIr 2

99

GGTCCTCCATCTGGATGTTGCAGGGGGCGCGGCAGTTGCGCTCCATGTTC
TCGGTGAAGTACCAGCTCTTGGTCTCGTCGAAGATGGTGAAGAACAGGG
(SEQ ID NO: 66)

AM1Ir 3

110

CGAACTCCTGCACGGTCACCATGATGTTGTCCTCCACCTCGGCGCGGATG
TAGGGGCCCAGCAGGCCCAGGTGCTCGTTCAGCTCGCCGCGGTACAGGGG
CTGGGTGAAG (SEQ ID NO: 67)

AM1lIr 4

93

CTGCCGTCGGTGAACTCCTGGAACACCACCTTCTTGAACTGGGGCACGCT
GCCGCTCTGGGCGCGGTTGCGCAGCACGTGCTACGAATTCTAC (SEQID
NO: 68)

AM1Jf 1

116

GTAGAATTCGTAGGGTGACCTTCCGCAACCAGGCCAGCCGCCCCTACAGCTTCTACAGCA
GCCTGATCAGCTACGAGGAGGACCAGCGCCAGGGCGCCGAGCCCCGCAAGAACTTC (SEQ
ID NO: 69)

AM1Jf 2

120

GTGAAGCCCAACGAGACCAAGACCTACTTCTGGAAGGTGCAGCACCACA
TGGCCCCCACCAAGGACGAGTTCGACTGCAAGGCCTGGGCCTACTTCAGCG
ACGTGGACCTGGAGAAGGAC (SEQ ID NO: 70)

AM1Jf 3

91

GTGCACAGCGGCCTGATCGGCCCCCTGCTGGTGTGCCACACCAACACCCT
GAACCCCGCCCACGGCCGCCAGGTGACCCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO:
71)
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AM1Jr 1

113

GTAAAGCTTGTAGGGTCACCTGGCGGCCGTGGGCGGGGTTCAGGGTGTTG
GTGTGGCACACCAGCAGGGGGCCGATCAGGCCGCTGTGCACGTCCTTCTCC
AGGTCCACGTCG (SEQ ID NO: 72)

AM1Jr2

121

CTGAAGTAGGCCCAGGCCTTGCAGTCGAACTCGTCCTTGGTGGGGGCCAT

GTGGTGCTGCACCTTCCAGAAGTAGGTCTTGGTCTCGTTGGGCTTCACGAA
GTTCTTGCGGGGCTCGGCGC (SEQ ID NO: 73)

AM1Jr 3

93

CCTGGCGCTGGTCCTCCTCGTAGCTGATCAGGCTGCTGTAGAAGCTGTAG
GGGCGGCTGGCCTGGTTGCGGAAGGTCACCCTACGAATTCTAC (SEQ ID
NO: 74)

AM1Kf 1

120

GTAGAATTCGTAGGGTACCTGCTGAGCATGGGCAGCAACGAGAACATCC
ACAGCATCCACTTCAGCGGCCACGTGTTCACCGTGCGCAAGAAGGAGGAG
TACAAGATGGCCCTGTACAAC (SEQ ID NO: 75)

AM1KTf 2

122

CTGTACCCCGGCGTGTTCGAGACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCCGG
CATCTGGCGCGTGGAGTGCCTGATCGGCGAGCACCTGCACGCCGGCATGA
GCACCCTGTTCCTGGTGTACAG (SEQ ID NO: 76)

AM1Kf 3

102

CAACAAGTGCCAGACCCCCCTGGGCATGGCCAGCGGCCACATCCGCGAC
TTCCAGATCACCGCCAGCGGCCAGTACGGCCAGTGGGCCCCTACAAGCTTT
AC (SEQ ID NO: 77)

AM1Kr 1

123

GTAAAGCTTGTAGGGGCCCACTGGCCGTACTGGCCGCTGGCGGTGATCTG
GAAGTCGCGGATGTGGCCGCTGGCCATGCCCAGGGGGGTCTGGCACTTGTT
GCTGTACACCAGGAACAGGGTG (SEQ ID NO: 78)

AM1Kr 2

125

CTCATGCCGGCGTGCAGGTGCTCGCCGATCAGGCACTCCACGCGCCAGAT
GCCGGCCTTGCTGGGCAGCATCTCCACGGTCTCGAACACGCCGGGGTACAG
GTTGTACAGGGCCATCTTGTACTC (SEQID NG: 79)

AM1Kr 3

96

CTCCTTCTTGCGCACGGTGAACACGTGGCCGCTGAAGTGGATGCTGTGGA
TGTTCTCGTTGCTGCCCATGCTCAGCAGGTACCCTACGAATTCTAC (SEQ ID
NO: 80)

AM1LS 1

120

GTAGAATTCGTAGGGGCCCCCAAGCTGGCCCGCCTGCACTACAGCGGCA
GCATCAACGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGAC
CTGCTGGCCCCCATGATCATC (SEQ ID NO: 81)

AM1Lf 2

116

CACGGCATCAAGACCCAGGGCGCCCGCCAGAAGTTCAGCAGCCTGTACA
TCAGCCAGTTCATCATCATGTACAGCCTGGACGGCAAGAAGTGGCAGACCT
ACCGCGGCAACAGCAC (SEQ ID NO: 8§2)

AM1Lf 3

86

CGGCACCCTGATGGTGTTCTTCGGCAACGTGGACAGCAGCGGCATCAAGC
ACAACATCTTCAACCCCCCCGGGCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 83)

AM1Lr 1

110

GTAAAGCTTGTAGCCCGGGGGGGTITGAAGATGTTGIGCTTGATGCCGCIG
CTGTCCACGTTGCCGAAGAACACCATCAGGGTGCCGGTGCTGTTGCCGCGG
TAGGTCTGC (SEQ ID NO: 84)

AM1Lr 2

113

CACTTCTTGCCGTCCAGGCTGTACATGATGATGAACTGGCTGATGTACAG
GCTGCTGAACTTCTGGCGGGCGCCCTGGGTCTTGATGCCGTGGATGATCAT
GGGGGCCAGCAG (SEQID NO: 85)

AM1Lr 3

99

GTCCACCTTGATCCAGCTGAAGGGCTCCTIGGTGCTCCAGGCGTTGATGC
TGCCGCTGTAGTGCAGGCGGGCCAGCTTGGGGGCCCCTACGAATTCTAC
(SEQ ID NO: 86)

AM1M f1

122

GTAGAATTCGTAGGATATCATCGCCCGCTACATCCGCCTGCACCCCACCC
ACTACAGCATCCGCAGCACCCTGCGCATGGAGCTGATGGGCTGCGACCTGA
ACAGCTGCAGCATGCCCCTGG (SEQ ID NO: 87)

AM1M f2

112

GCATGGAGAGCAAGGCCATCAGCGACGCCCAGATCACCGCCAGCAGCTA
CTTCACCAACATGTTCGCCACCTGGAGCCCCAGCAAGGCCCGCCTGCACCT

GCAGGGCCGCAG (SEQ ID NO: 88)

AM1M {3

89

CAACGCCTGGCGCCCCCAGGTGAACAACCCCAAGGAGTGGCTGCAGGTG
GACTTCCAGAAGACCATGAAGGTGACCCTACAAGCTTTAC (SEQ ID NO: 89)

AM1M r1

112

GTAAAGCTTGTAGGGTCACCTTCATGGTCTTCTGGAAGTCCACCTGCAGC
CACTCCTTGGGGTTGTTCACCTGGGGGCGCCAGGCGTTGCTGCGGCCCTGC
AGGTGCAGGCG (SEQ ID NO: 90)

AM1IM r2

114

GGCCTTGCTGGGGCTCCAGGTGGCGAACATGTTGGTGAAGTAGCTGCTGG
CGGTGATCTGGGCGTCGCTGATGGCCTTGCTCTCCATGCCCAGGGGCATGC
TGCAGCTGTTCAG (SEQ ID NO: 91)

AM1M r3

97

GTCGCAGCCCATCAGCTCCATGCGCAGGGTGCTGCGGATGCTGTAGTGGG
TGGGGTGCAGGCGGATGTAGCGGGCGATGATATCCTACGAATTCTAC (SEQ
ID NO: 92)
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GTAGAATTCGTAGGGTGACCGGCGTGACCACCCAGGGCGTGAAGAGCCT
AM1TNF 1 122 GCTGACCAGCATGTACGTGAAGGAGTTCCTGATCAGCAGCAGCCAGGACG
GCCACCAGTGGACCCTGTTCTTC (SEQ ID NO: 93)

CAGAACGGCAAGGTGAAGGTGTTCCAGGGCAACCAGGACAGCTTCACCC
AMT1Nf 2 104 CCGTGGTGAACAGCCTGGACCCCCCCCTGCTGACCCGCTACCTGCGCATCC
ACCC (SEQID NO: 94)

CCAGAGCTGGGTGCACCAGATCGCCCTGCGCATGGAGGTGCTGGGCTGC

AM1Nf 3 92 GAGGCCCAGGACCTGTACTAGCTGCCCGGGCTACAAGCTTTAC (SEQID
NO: 95)
GTAAAGCTTGTAGCCCGGGCAGCTAGTACAGGTCCTGGGCCTCGCAGCCC
AM1Nr 1 118 AGCACCTCCATGCGCAGGGCGATCTGGTGCACCCAGCTCTGGGGGTGGATG

CGCAGGTAGCGGGTCAG (SEQ ID NO: 96)

CAGGGGGGGGTCCAGGCTGTTCACCACGGGGGTGAAGCTGTCCTGGTTGC
AM1Nr 2 100 CCTGGAACACCTTCACCTTGCCGTTCTGGAAGAACAGGGTCCACTGGTGG
{SEQ ID NO: 97)

CCGTCCTGGCTGCTGCTGATCAGGAACTCCTTCACGTACATGCTGGTCAG
AM1Nr 3 100 CAGGCTCTTCACGCCCTGGGTGGTCACGCCGGTCACCCTACGAATTCTAC
(SEQ ID NO: 98) :

[0129] Como se ha indicado en la Tabla 2 y mostrado en la Figura 5, el fragmento D se construy6é con un sitio de
restriccion BamHlI situado entre el sitio Bglll y el sitio Hindlll en el extremo 3’ del fragmento. El fragmento | se construyé
para llevar el ADN de Pmll (2491) a BstEll (2661) seguido inmediatamente del ADN de BstEll (2955) a Kpnl (3170), de
modo que la insercién del fragmento BstEIll a partir de pAMJ en el sitio BstElIl de pAMI en la orientacion correcta
generara las secuencias deseadas de 2491 a 3170. El plasmido pAM1B se digiri6 con Apal y Hindlll y el inserto se
purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y se insert6 en el plasmido pAM1A digerido con Apal y Hindlll,
generando el plasmido pAM1AB. El plasmido pAM1D se digiri6 con Pmll y Hindlll y el inserto se purificé mediante
electroforesis en gel de agarosa y se inserté en el plasmido pAM1AB digerido con Pmll y Hindlll, generando el plasmido
pAM1ABD. El plasmido pAM1C se digirié con Pmll y el inserto se purificd mediante electroforesis en gel de agarosa y se
insert6 en el plasmido pAM1ABD digerido con Pmll, generando el plasmido pAM1ABCD, la orientacién del inserto se
confirmo por la aparicion de un fragmento de 111bp de diagnéstico cuando se digirié con Mscl. El plasmido pAM1F se
digirid con Bglll y Hindlll y el inserto se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y se insert6 en el plasmido
pAM1E digerido con Bglll y Hindlll, generando el plasmido pAM1EF. El plasmido pAM1G se digirié con Kpnl y Hindlll y
el inserto se purificd mediante electroforesis en gel de agarosa y se insertd en el plasmido pAM1EF digerido con Kpnl y
Hindlll, generando el plasmido pAM1EFG. El plasmido pAM1J se digiri6 con BstEll y el inserto se purificé mediante
electroforesis en gel de agarosa y se inserté en el plasmido pAM11 digerido con BstEll, generando el plasmido pAM11J;
la orientacién se confirm6 por la aparicién de un fragmento de 465bp de diagndstico cuando se digirié con EcoRl y Eagl.
El plasmido pAM11J se digirié con Pmll y Hindlll y el inserto se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y se
insert6 en el plasmido pAM1H digerido con Pmll y Hindlll, generando el plasmido pAM1HIJ. El plasmido pAM1M se
digirio con EcoRl y BstEll y el inserto se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y se insert6 en el plasmido
pAM1N digerido con EcoRl y BstEll, generando el plasmido pAM1MN. El plasmido pAM1L se digirié con EcoRl y Smal y
el inserto se purificé mediante electroforesis en gel de agarosa y se insert6 en el plasmido pAM1MN digerido con EcoRl
y EcoRV, generando el plasmido pAM1LMN. El plasmido pAM1LMN se digirié con Apal y Hindlll y el inserto se purifico
mediante electroforesis en gel de agarosa y se insert6 en el plasmido pAM1K digerido con Apal y Hindlll, generando el
plasmido pAM1KLMN. El plasmido pAM1EFG se digiri6 con BamHI y el inserto se purific6 mediante electroforesis en gel
de agarosa y se insert6 en el plasmido pAM1ABCD digerido con BamH| y Bglll, generando el plasmido
pAM1ABCDEFG; la orientacién se confirm6 por la aparicién de un fragmento de 552 bp de diagnéstico cuando se digirid
con Bglll y Hindlll. El plasmido pAM1KLMN se digiri6 con Kpnl y Hindlll y el inserto se purificé mediante electroforesis
en gel de agarosa y se inserté en el plasmido pAM1HIJ digerido con Kpnl y Hindlll, generando el plasmido
pAM1HIJKLMN. EI plasmido pAM1HIJKLMN se digiri6 con BamHI y Hindlll y el inserto se purifico mediante
electroforesis en gel de agarosa y se insertd en el plasmido pAM1ABCDEFG digerido con BamHI y Hindlll, generando el
plasmido pAM1-1. Estas etapas de clonacion estan representadas en la Figura 6. La Figura 7 muestra la secuencia de
ADN del inserto contenida en pAM1-1 (SEQ ID N21). Se puede clonar este inserto en cualquier vector de expresién
adecuado como un fragmento Nhel-Smal para generar un constructo de expresion. pXF8.61 (Fig. 4), pXF8.38 (Fig. 11) y
pXF8.224 (Fig. 13) son ejemplos de este tipo de constructo.

Construccién de pXF8.186

[0130] La version “LE” del ADNc optimizado del FVIII con el dominio B suprimido contenido en el pAM1-1 se modifico
por la sustitucién del dipéptido Leu-Glu (2284-2289) en la unién de las cadenas pesada y ligera con cuatro residuos de
Arginina, haciendo un total de cinco residuos de Arginina consecutivos (SEQ ID N2%:2). Se logré6 como se describe a
continuacién. Los seis oligonucleétidos que se muestran en la Tabla 4 se hibridaron, ligaron, digirieron con EcoRl y
Hinlll y clonaron en pUC18 digerido con EcoRI y Hindlll, generando el plasmido pAM8B. La Figura 8 muestra cémo
estos oligonucleétidos se hibridan para formar la secuencia de ADN necesaria. pAM8B se digirié con BamHI y BstXl y el
inserto de 230 bp se purificé mediante electroforesis y se utilizé para sustituir el fragmento BamHI (2126)-BstXI (2352)
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de la version “LE” (Véase Figura 7). La Figura 9 muestra la secuencia del ADNc resultante (SEQ ID N2:2). Esta version
“5Arg” del ADNc optimizado del FVIII con el dominio B suprimido puede clonarse en un vector de expresion como un
fragmento Nhel-Smal para generar un constructo de expresion. pXF8.168 (Figura 3) es un ejemplo de ese tipo de
constructo.

Tabla 4

NOMBRE DE LONGITUD :
oLIGO! DE OLIGO SECUENCIA DE OLIGONUCLEOTIDOS
GTAGAATTCGGATCCTGGGCTGCCACAACAGCGACTT
CCGCAACCGCGGCATGACCGCCCTGCTGAAGGTGAGC
AMSF1 140 AGCTGCGACAAGAACACCGGCGACTACTACGAGGAC
AGCTACGAGGACATCAGCGCCTACCTGCTG (SEQ ID
NO:99)
AGCAAGAACAACGCCATCGAGCCCCGCAGGCGCAGG
AMB8BF2 57 CGCGAGATCACCCGCACCACC (SEQ ID NO:100)

CTGCAGAGCGACCAGGAGGAGATCGACTACGACGAC
AM8F4 58 ACCATCAGCGTGGAAGCTTTAC (SEQ ID NO:101)

GTAAAGCTTCCACGCTGATGGTGTCGTCGTAGTCGAT
AMBR1 79 CTCCTCCTGGTCGCTCTGCAGGGTGGTGCGGGTGATCT
CGCG (SEQ ID NO:102)

CCTGCGCCTGCGGGGCTCGATGGCGTTGTTCTTGCTCA
AMBBR2 57 GCAGGTAGGCGCTGATGTC (SEQ ID NO:103)

CTCGTAGCTGTCCTCGTAGTAGTCGCCGGTGTTCTTGT
CGCAGCTGCTCACCTTCAGCAGGGCGGTCATGCCGCG
AM8BR4 119 GTTGCGGAAGTCGCTGTTGTGGCAGCCCAGGATCCGA
ATTCTAC (SEQ ID NO:104)

Construccién de pXF8.36

[0131] El constructo para la expresién del Factor VIII humano, pXF8.36 (Fig.10), es un plasmido de ADN circular de 11,1
kilobases que contiene los siguientes elementos: una regién flanqueante 5 del gen temprano inmediato del
citomegalovirus (CMV) | compuesta de una secuencia promotora, una secuencia no traducida 5’ (5’UTS) y la primera
secuencia de intron para la iniciacién de la transcripcién del ADNc del Factor VIII. La regién del CMV esta fusionada
préxima a una secuencia de ADNc del Factor VIII con el dominio B suprimido de tipo salvaje. La secuencia de ADNc del
Factor VIII se fusiona, en el extremo 3’, con un fragmento de 0,3 kb de la secuencia no traducida 3’ de la hormona
humana del crecimiento. Una secuencia no traducida 3’ (3’'UTS) y sefal de terminacion de la transcripcion del gen de la
hormona humana del crecimiento se utiliza para asegurar el procesamiento del mensaje que sigue inmediatamente al
codon de terminacion. Un gen marcador de seleccion (el gen (neo) bacteriano de neomicina fosfotransferasa) se inserta
corriente abajo del ADNc del Factor VIII para permitir la seleccion para células de mamiferos transfectadas de modo
estable empleando el analogo de neomicina G418. La expresién del gen neo esta controlada por el promotor temprano
del virus de simio 40 (SV40). El amplicén basado en pUC 19 portador del pBR322 derivado de una B-lactamasa (amp) y
origen de replicacion (ori) permite la captacion, seleccién y propagacion del plasmido en las cepas K-12 de E. coli. Esta
region se derivo a partir del plasmido pBSII SK+.

Construccién de pKF8.38

[0132] El constructo para la expresion del Factor VIII humano, pXF8.38 (Fig.11) es un plasmido de ADN circular de 11,1
kilobases que contiene los siguientes elementos: una regién flanqueante 5 del gen temprano inmediato del
citomegalovirus (CMV) | compuesta de una secuencia promotora, una secuencia no traducida 5 (5’UTS) y la primera
secuencia de intron para la iniciacién de la transcripcién del ADNc del Factor VIII. La regién del CMV esta fusionada
proxima a una secuencia de ADNc del Factor VIII con el dominio B suprimido sintética configurada de manera 6ptima.
La secuencia de ADNc del Factor VIl se fusiona, en el extremo 3’, con un fragmento de 0,3 kb de la secuencia no
traducida 3’ de la hormona humana del crecimiento. Una secuencia no traducida 3’ (3'UTS) y sefial de terminacién de la
transcripcion del gen de la hormona humana del crecimiento se utiliza para asegurar el procesamiento del mensaje que
sigue inmediatamente al codén de terminacion. Un gen marcador de seleccion (el gen (neo) bacteriano de neomicina
fosfotransferasa) se inserta corriente abajo del ADNc del Factor VIII para permitir la seleccion de células de mamiferos
transfectadas de modo estable empleando el anadlogo de neomicina G418. La expresion del gen neo esta controlada por
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el promotor temprano del virus de simio 40 (SV40). El amplicon basado en pUC 19 portador del pBR322 derivado de
una B-lactamasa (amp) y origen de replicacion (ori) permite la captacion, seleccion y propagacion del plasmido en las
cepas K-12 de E. coli. Esta region se derivé a partir del plasmido pBSIl SK+.

Constructo de pXF8.269

[0133] El constructo para la expresion del Factor VIII humano, pXF8.269 (Fig.12) es un plasmido de ADN circular de
14,8 kilobases que contiene los siguientes elementos: un promotor de colageno a-2 (I) humano que contiene 0,17 kb de
la secuencia no traducida 5 (5’UTS). La secuencia no traducida 5 (5’UTS) del gen de la Aldolasa A y la primera
secuencia de intron para la iniciacion de la transcripcién del ADNc del Factor VIII. La region de intron de la aldolasa esta
fusionada préxima a una secuencia de ADNc del Factor VIII con el dominio B suprimido sintética de tipo salvaje. Una
secuencia no traducida 3’ (3'UTS) y sefal de terminacién de la transcripcién del gen de la hormona humana del
crecimiento se utiliza para asegurar el procesamiento del mensaje que sigue inmediatamente al codén de terminacion.
Un gen marcador de seleccion (el gen (neo) bacteriano de neomicina fosfotransferasa (neo)) se inserta corriente abajo
del ADNc del Factor VIII para permitir la seleccion de células de mamiferos transfectadas de modo estable empleando el
analogo de neomicina G418. La expresion del gen neo esta controlada por el promotor SV40. El amplicén basado en
pUC 19 portador del pBR322 derivado de una B-lactamasa (amp) y origen de replicacion (ori) permite la captacion,
seleccién y propagacion del plasmido en las cepas K-12 de E. coli. Esta region se derivé a partir del plasmido pBSlI
SK+.

Constructo de pXF8.224

[0134] El constructo para la expresion del Factor VIII humano, pXF8.224 (Fig.13) es un plasmido de ADN circular de
14,8 kilobases que contiene los siguientes elementos: un promotor de colageno a-2 (I) humano que contiene 0,17 kb de
la secuencia no traducida 5’ (5’'UTS). La secuencia no traducida 5’ (5’'UTS) del gen aldolasa A y la primera secuencia de
intron para la iniciacién de la transcripcion del ADNc del Factor VIII. La region de intrén de aldolasa esta fusionada
proxima a una secuencia de ADNc del Factor VIII eliminado del dominio B sintética de manera 6ptima. Una secuencia
no traducida 3’ (3'UTS) y sefal de terminacion de la transcripcién del gen de la hormona del crecimiento humana se
utiliza para asegurar el procesamiento del mensaje que sigue inmediatamente al coddon de terminacién. Un gen
marcador de seleccion (el gen bacteriano de neomicina fosfotransferasa) se inserta corriente abajo del ADNc del Factor
VIl para permitir la seleccion de células de mamiferos transfectadas de modo estable empleando el analogo de
neomicina G418. La expresién del gen neo esta controlada por el promotor SV40. EI amplicén basado en pUC 19
portador del pBR322 derivado de una B-lactamasa (amp) y origen de replicacién (ori) permite la captacién, seleccion y
propagacion del plasmido en las cepas K-12 de E. coli. Esta regién se derivo a partir del plasmido pBSIl SK+.

Ensayo de coagulacién

[0135] Un ensayo de coagulacion basado en un tiempo parcial de tromboplastina activado (aPTT) (Proctor, et al., Am. J.
Clin. Path., 36:212-219, (1961)) se llevé a cabo para analizar la actividad biolégica de las moléculas del Factor Vil
humano con el dominio B suprimido expresadas por los constructos en los que se optimizé la region que codifica el BDD
hFVIII.

Actividad biolégica analizada empleando el ensayo de coagulacion

[0136] Los resultados del ensayo de coagulacion basado en aPTT se presentan en la Tabla 5, a continuacién. La
actividad especifica de las preparaciones de hFVIIl se presentan como unidades de aPTT por miligramo de proteina de
hFVIII determinadas por ELISA. Ambas moléculas de BDD hFVIIl derivadas de fibroblasto humano (5R y LE) tienen
actividad alta especifica cuando se mide el ensayo de coagulacion de aPTT. Se ha determinado que estas actividades
especificas sean de 2 a 3 veces mas altas que las determinadas por el FVIII de longitud completa derivado de células
CHO (como se muestra en la Tabla 5). Una media de mudltiples determinaciones de actividades especificas para
diversas preparaciones parcialmente purificadas de BDD hFVIl de LE y de 5R también muestra valores
consistentemente més altos para las moléculas de hFVIII BDD (11.622 unidades/mg y 14.561 unidades/mg para BDD
hFVIII de LE en comparacién con 7097 unidades/mg para FVIII derivado de células CHO de longitud completa). Se ha
observado una ratio y/o extension aumentada de activacion de la trombina para diversas moléculas de hFVIII BDD,
posiblemente debido a un efecto del dominio B para proteger las cadenas ligera y pesada de la escision y activacion de
la trombina (Eaton et al., Biochemistry, 25:8343-8347, (1986), Meulien et al., Protein Engineering, 2:301-306, (1988)).

Tabla 5. Actividades especificas de diversas proteinas de hFVIII

Producto del hFVIII Concentracién por ELISA Actividad en aPTT Actividad especifica
(mg/mL) (@aPTT U/mL) (@PTT U/mg)

BDD hFVIII de 5R 0,050 1306 26.120

BDD hFVIll de LE 0,124 2908 23.452

FVIII (derivado de CHO) de 0,158 1454 9202

longitude completa
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Ensayo para Factor Humano VIl en sobrenadantes de cultivo de célula transfectada

[0137] Las muestras de cultivo celular, sobrenadantes que tienen células transfectadas con el tipo salvaje, o el Factor
VIII humano con el dominio B suprimido optimizado se ensayaron para determinar el contenido de Factor VIII humano
(hFVII) empleando un analisis de inmunoabsorcion enzimatica (ELISA). Este ensayo se basa en el uso de dos
anticuerpos monoclonales (mAb) de reaccién no cruzada en combinacion con muestras de medios de cultivo celular
recogidos a partir de sobrenadantes de células transfectadas de fibroblasto humano. Los métodos de transfeccion e
identificacion de células transfectadas de modo positivo se describen en la Patente de EE. UU. nim. 5.641.670.

Tabla 6
Plasmido | Secuencia no | Composicion del | Media (FVIII mU / Maximo (FVIlmU/ | Numero | Aumento
traducida 5"/ | ADNc del Factor | 10° Células / 24 10° Células / 24 de de X
promotor Vi horas) horas) cepas veces
pXF836 CMV IEA1 Tipo salvaje 567 2557 38 -
pXF8.38 | CMV IE1 Configuracién 5403 17106 24 9.5X
optima
pXF8.269 | Intrén de la Tipo salvaje 382 1227 18 -
aldolasa/ de
colageno a-2
(1)
pXF8.224 | Intron de la Configuracion 2022 11930 218 5.3X
aldolasa/ de optima
colageno a-2
(1)
Unidades ELISA basadas en curvas estandar preparadas de mezcla de plasma normal

Il. Constructos del Factor IX y usos de los mismos (Ejemplo comparativo)

Construccién de gen sintético que codifica el Factor IX de coagulacién.

[0138] Los cuatro fragmentos enumerados en la Tabla 7 y mostrados en la Figura 14 se realizaron mediante sintesis de
oligonucleétidos automatica y se clonaron en el plasmido pBS para generar cuatro plasmidos, PFIXA a través de pFIXD.

Tabla 7
Fragmento Extremo 5' Extremo 3'
A BamHI 1 Stul(/Fspl) 379
B (Stul/)Fspl 379 PfIMI 810
C PfIMI 810 Pstl 1115
D Pstl 1115 BamHI 1500

[0139] Como se muestra en la figura 14, se utilizaron los plasmidos pFIXA a través de pFIXD para construir pFIXABCD,
que porta el gen sintético completo. El fragmento A se sintetizd con un sitio Pstl 3’ al sitio Stul, y se cloné como un
fragmento BamHI-Pstl. El plasmido pFIXD se digiri6 con Pstl y Hindlll, y el inserto se purific6 mediante electroforesis en
gel de agarosa y se insert6 en el plasmido pFIXA digerido con Pstl y Hindlll, generando el plasmido pFIXAD. El
plasmido pFIXB se digirié6 con EcoRI y PtIMI, y el inserto se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y se
insert6 en el plasmido pFIXC digerido con EcoRI y PfIMI, generando el plasmido pFIXBC. El plasmido pFIXBC se digiri6
con Fspl y Pstl, y el inserto se purific6 mediante electroforesis en gel de agarosa y se insert6 en el plasmido pFIXAD
digerido con Stul y Pstl, generando el plasmido pFIXABCD.

[0140] La Figura 15 muestra la secuencia de ADN del inserto BamHI contenida en pFIXABCD. Este inserto se puede
clonar en un vector de expresion adecuado como un fragmento BamHI para generar un constructo de expresién. Este
ejemplo ilustra como un sitio de fusion se puede utilizar en la construccion, incluso cuando existe una secuencia idéntica
muy cerca (los fragmentos A, B y D contienen el hexamero “AGGGCA”, el producto de ligadura de extremos romos del
ADN digerido con Stul-Fspl). Esto es posible porque las enzimas de restriccion usadas para crearlos no cortan los sitios
de fusion resultantes. Este ejemplo también muestra como los fragmentos génicos pueden sintetizarse con sitios de
restriccion adicionales fuera de la secuencia génica real, y estos sitios pueden utilizarse para facilitar las etapas de
clonacion intermedias.

Expresién del Factor IX humano a partir de ADNc optimizado y no optimizado
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[0141] El constructo para la expresion del Factor IX humano (Figura 16), pXIX76, es un plasmido de ADN circular de 8,4
kilobases (kb) que contiene los siguientes elementos: una region flanqueante 5’ del gen temprano inmediato del
citomegalovirus (CMV) | compuesta de una secuencia promotora, una secuencia no traducida 5’ (5’UTS) y una primera
secuencia de intron (equivalente a los nucledtidos 174328 — 172767 de la coleccion del Genbank X17403). La regién del
CMV esta fusionada préxima a una secuencia de ADNc del Factor 1X de tipo salvaje, con un sitio BamHI en la uniéon. La
secuencia de ADNc del Factor IX esté fusionada préxima a un fragmento de 1,5 kb de la region 3’ del gen del Factor IX
que incluye la sefal de terminacién de la transcripcion (equivalente a los nucleé6tidos 34335 — 35857 de la coleccion del
Genbank K02402).Un gen marcador de seleccion (el gen (neo) bacteriano de neomicina fosfotransferasa) se inserta
corriente arriba de las secuencias del CMV para permitir la seleccién de células de mamiferos transfectadas de modo
estable empleando el analogo de neomicina G418. La expresion del gen neo esta controlada por el promotor de la
timidina cinasa del virus del herpes simple. El casete de expresién neo es equivalente a los nucleétidos 452-1596 de la
coleccién del Genbank U43612. El amplicon basado en pUC 19 portador del pBR322 derivado de una B-lactamasa y
origen de replicacion permite la seleccién y propagacién del plasmido en E. coli.

[0142] EIl plasmido pXIX170 que contiene una regién de codificacién del Factor IX con una configuracion optimizada se
puede derivar a partir del pXIX76 mediante la digestion con BamHI y Bcll e insercion del fragmento BamHI mostrado en
la Figura 15, de este modo se produce un constructo equivalente que dirige la expresion del Factor IX humano a partir
de un ADNc optimizado.

[0143] Se ensayaron muestras de sobrenadantes de cultivo celular procedentes de clones de fibroblasto de prepucio
humano normal transfectados con constructos de expresion optimizada o de tipo salvaje para determinar la expresion
del Factor IX. Como se muestra en la Tabla 8, podria demostrarse un aumento de 2,7 veces en la expresién media del
Factor IX cuando el ADNc optimizado fue sustituido para la secuencia de tipo salvaje.

Tabla 8: Datos de expresion para las cepas que expresan el Factor IX

Plasmido | Secuencia no traducida 5’/ Composicion del Media Maximo Numero de
Promotor ADNc cepas de células
Nanogramos/10°
células/24horas
pXIX76 CMV De tipo salvaje 418 8384 144
pXIX170 | CMV Configuracion 1127 3316 33
optima

IIl. Constructos de alfa-galactosidasa y usos de los mismos

Construccién de un gen sintético que codifica a-galactosidasa

[0144] Los cuatro fragmentos de genes enumerados en la Tabla 9 se realizaron mediante sintesis de oligonucle6tidos
automatica y se clonaron en el vector pUC18 como los fragmentos EcoRI — Hindlll (con el extremo N-terminal de cada
fragmento génico adyacente al sitio EcoRl) para generar cuatro plasmidos, pAM2A a través de pAM2D.

Tabla 9
Fragmento Extremo 5'
A BamHI 1 Pstl 364
B Pstl 364 Bg1ll(BamHI) 697
C (Bg1ll/)BamHI 697 Smal(/Stul) 1012
D (Smal/)Stul 1012 Xhol 1347

[0145] Los plasmidos pAM2A a través de pAM2D se utilizaron para construir pAM2ABCD, que porta el gen sintético
completo. El plasmido pAM2B se digiri6 con Pstl y Hindlll y el inserto se purificé mediante electroforesis en gel de
agarosa y se insert6 en el plasmido pAM2A digerido con Pstl y Hindlll, generando el plasmido pAM2AB. El plasmido
pAM2D se digirio con Stul y Hindlll y el inserto se purificé mediante electroforesis en gel de agarosa y se inserté en el
plasmido pAM2C digerido con Smal y Hindlll, generando el plasmido pAM2CD. El plasmido pAM2CD se digirié con
BamHI y Hindll y el inserto se purificé mediante electroforesis en gel de agarosa y se inserté en el plasmido pAM2AB
digerido con Bg1ll y Hindlll, generando el plasmido pAM2ABCD.

[0146] La Figura 17 muestra la secuencia de ADN del fragmento BamHI-Xhol contenido en pAM2ABCD. Este inserto se
puede clonar en un vector de expresion adecuado como un fragmento BamHI - Xhol para generar un constructo de
expresion. Este ejemplo ilustra el uso de los sitios de fusion que surgen a partir de la ligadura de dos salientes
complementarios (Bglll/BamH]I) y a partir de la ligadura de extremos romos (Smal/Stul).
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Expresién de a-galactosidasa humana a partir de ADNc optimizado y no optimizado

[0147] EIl constructo para la expresién de a-galactosidasa humana, plasmido pXAG94 (Figura 18), es un plasmido de
ADN circular de 8,5 kb que contiene los siguientes elementos. Un gen marcador de seleccion (el gen (neo) bacteriano
de neomicina fosfotransferasa) se inserta corriente arriba del casete de expresion de a-galactosidasa para permitir la
selecciéon de células de mamiferos transfectadas de manera estable empleando el andlogo de neomicina G418. La
expresion del gen neo esta controlada por el promotor temprano SV40. En concreto, el fragmento Pvull — Hindlll de 342
bp equivalente a los nucleétidos 273 — 1/5243 — 5172 de la coleccion del Genbank J02400 esta fusionado a través de
una unién Xhol a un fragmento equivalente a los nucleétidos 502 — 561 de la coleccion del Genbank J02400, que esta
fusionado a la regién de codificacion neo, equivalente a los nucleétidos 350 — 1322 de la coleccién del Genbank
U13862. Las sefales de poliadenilacion para este casete de expresién las proporcionan las secuencias 3393 — 3634 de
SYNPRSVNEO. Este marcador de seleccién se fusiona a una secuencia de plasmido corta, equivalente a los
nucleétidos 2067 (Pvull) — 2122 de SYNPBR322.

[0148] La expresion del ADNc de a-galactosidasa se dirige desde un potenciador de CMV (equivalente a los nucleétidos
174253 — 173848 de la coleccion del Genbank X17403). Este ADN se fusiona a través de la secuencia de union
TCGACAAGCCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAG (SEQ ID N2:107) a secuencias del factor
humano de elongacion 1 alfa que se extienden de los nucleétidos -207 al +982 en relacion con el sitio caperuza. Estas
secuencias proporcionan el promotor del EF1 alfa, el sitio CAP y un intron de 943 nucleétidos presente en las
secuencias no traducidas 5 de este gen. EI ADN se fusiona proximo a la secuencia de unién
GAATTCTCTAGATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACC (SEQ ID N2:108) seguida inmediatamente de 335
nucleotidos del gen de la hormona humana del crecimiento, empezando con el codon iniciador ATG, equivalente a los
nucledtidos 5225 — 5559 de la coleccidon del Genbank J03071. Este ADN codifica para el péptido senal del gen hGH,
incluyendo el primer intrén.

[0149] Este ADN se fusiona a la parte del ADNc de a-galactosidasa de tipo salvaje que codifica para los aminoacidos 31
a 429. La region de codificacién se fusiona proxima a través de la union AAAAAAAAAAAACTCGAGCTCTAG (SEQ ID
N2:109) a la region no traducida 3’ del gen hGH, que se corresponde con los nucledtidos 6699 — 7321 de la coleccion
del Genbank J03071. Finalmente, este ADN se une al amplicon basado en pUC portador del gen de pBR322 derivado
de una B-lactamasa y el origen de la replicacién que permite la seleccion y propagacion del plasmido en E. coli; las
secuencias son equivalentes a los nucleotidos 229 -1/2680 — 281 de SYNPUC12V.

[0150] El plasmido pXAG95 es equivalente al pXAG94, con la secuencia de ADNc de a-galactosidasa sustituida con la
secuencia de configuracion optimizada correspondiente (que codifica para los aminoacidos 31 a 429) de la Figura 17.

[0151] El plasmido pXAG73 (Figura 19) es un plasmido de 10 kb similar al pXAG94, pero con las siguientes diferencias.
La secuencia de union GCCGAATTCCAGCACACTGGCGGCCGTTACTAGTGGATCCGAG (SEQ ID N2: 110) y el ADN
de EF1 alfa adyacente hasta + 30 mas alla del sitio de caperuza han sido sustituidas con el promotor de la
metalotioneina de raton y el sitio caperuza (nucleétidos -1752 al +54 en relacion con el sitio caperuza mMTI). También
la unién de la UTS de EFla a la secuencia de codificaciéon hGH difiere: las secuencias de EF1a se extienden hasta +973
a partir del sitio de caperuza EF1a, seguidas por la unién CTAGGATCCACC (SEQ ID N2:111), en lugar de la union
GAATTCTCTAGATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACC (SEQ ID N2:108) descrita anteriormente.

[0152] El plasmido pXAG74 es equivalente al pXAG73, con la secuencia de ADNc de a-galactosidasa de tipo salvaje
sustituida por la secuencia de configuracion optimizada correspondiente (que codifica los aminoacidos 31 a 429) de la
Figura 17.

[0153] La construccion de dichos plasmidos, que incluye la creacion de fusiones de o-galactosidasa de hGH, se
describe en la Patente de EE.UU n®. 6.083.725.

[0154] Se ensayaron muestras de sobrenadantes de cultivo celular de clones de fibroblasto de prepucio humano normal
transfectados con constructos de expresion optimizada o de tipo salvaje para determinar la expresion de o-
galactosidasa.

Tabla 10: Datos de expresién para las cepas que expresan la alfa-galactosidasa

Plasmido | Secuencia no traducida 5’/ Composicion del Media Maximo Numero de cepas
Promotora ADNc de células
Unidades/10°
células/24horas
pXAG-73 | CMV/mMT/EF1a De tipo salvaje 323 752 12
pXAG-74 | CMV/mMT/EF1a Configuracion 1845 8586 27
optima
pXAG-94 | CMV/EF1a De tipo salvaje 417 1758 39
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pXAG-95 | CMV/EF1a Configuracion 842 3751 75
Optima

[0155] Como se muestra en la Tabla 10, se observaron aumentos de 5,7 veces y uno de 2,0 veces en la expresion de la
a-galactosidasa media cuando se expresaba el ADNc optimizado procedente de los promotores de EFla (PXAG-95) y
mMT1 (PXAG-74), respectivamente, cuando se compara con las secuencias de codificacién de tipo salvaje. Ademas,
también se observaron incrementos significativos en la expresién maxima cuando se expres6 el ADNc optimizado
procedente de cualquier promotor.
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Reivindicaciones

1.

10.

Un &cido nucleico sintético que codifica alfa-galactosidasa y que difiere en la secuencia de un &cido nucleico de
alfa-galactosidasa de tipo salvaje en la medida en que al menos un codén no comin o un codén menos comun
ha sido reemplazado por un codén comun, y donde la secuencia de acido nucleico sintético presenta al menos
una o mas de las siguientes propiedades:

(a) presenta una longitud continua de al menos 90 codones, todos ellos codones comunes

(b) presenta una longitud continua de codones comunes que comprenden al menos el 60% de los
codones de la secuencia de acidos nucleicos sintéticos;

(c) al menos el 94% o mas de los codones en la secuencia de acido nucleico sintético que codifica la
proteina son codones comunes y la secuencia de acido nucleico sintético codifica una proteina de
al menos aproximadamente 90 aminoacidos de longitud;

(d) presenta una longitud de al menos 80 pares de base,

en el que por codon comun se entiende Ala (gcc), Arg (cgc), Asn (aac), Asp (gac), Cys (tgc), GIn (cag), Gly
(ggc), His (cac), lle (atc), Leu (ctg), Lys (aag), Pro (ccc), Phe (ttc), Ser (agc), Thr (acc), Tyr (tac), Glu (gag) y Val
(9t9);

en el que los codones menos comunes son: Gly (ggg), lle (att), Leu (ctc), Ser (tcc), Val (gtc) y Arg (agg); y

en el que todos los codones que no se consideren comunes 0 menos comunes son codones No comunes.

El acido nucleico sintético de la reivindicacion 1 en el que se inserta el acido nucleico de la alfa-galactosidasa
en una célula no transformada.

El acido nucleico sintético de la reivindicacién 1, en el que el nimero de codones no comunes 0 mMenos
comunes restantes es menor de 15.

El acido nucleico sintético de la reivindicacién 1, en el que los codones no comunes 0 menos comunes se
reemplazan por codones comunes.

Un vector que comprende el acido nucleico sintético de la reivindicacion 1, 3 o 4.
Una célula que comprende el vector de la reivindicacion 5.

Un método para producir alfa-galactosidasa que comprende el cultivo de la célula de la reivindicacién 6 en
condiciones en las que se expresa el acido nucleico.

Un método para preparar un acido nucleico que codifica alfa-galactosidasa cuya longitud alcanza al menos 90
codones, que comprende:

(a) identificar un codén no comdn y un codén menos comun en una secuencia de genes no
optimizada que codifica una proteina de alfa-galactosidasa; y

(b) reemplazar al menos el 94% de los codones no comunes y menos comunes por un codén comin
que codifica el mismo aminodacido que el coddn sustituido;

en el que por codon comun se entiende Ala (gcc), Arg (cgc), Asn (aac), Asp (gac), Cys (tgc), GIn (cag), Gly
(ggc), His (cac), lle (atc), Leu (ctg), Lys (aag), Pro (ccc), Phe (ttc), Ser (agc), Thr (acc), Tyr (tac), Glu (gag) y Val
(9t9);

en el que los codones menos comunes son Gly (ggg), lle (att), Leu (ctc), Ser (tcc), Val (gtc) y Arg (agg); y

en el que todos los codones que no se consideren codones comunes ni codones menos comunes son codones
no comunes.

El método de la reivindicacién 8, en el que al menos el 96% de los codones no comunes y menos comunes son
reemplazados por un codén comun que codifica el mismo aminoacido que el codén sustituido.

El uso de un acido nucleico sintético de la reivindicacion 1 que permite la sintesis de un mensaje optimizado
para alfa-galactosidasa en la preparacion de un medicamento para el tratamiento de una enfermedad
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caracterizada por déficit de la alfa-galactosidasa en un sujeto, en el que se introduce el acido nucleico
sintético en el sujeto y el sujeto expresa la alfa-galactosidasa.

Un é&cido nucleico sintético de la reivindicacion 1 que permite la sintesis de un mensaje optimizado para alfa-
galactosidasa para su uso en el tratamiento de una enfermedad caracterizada por déficit de la alfa-
galactosidasa en un sujeto, en el que se introduce el &cido nucleico sintético en el sujeto y el sujeto expresa la
alfa-galactosidasa.

El uso de la reivindicacion 10 o del acido nucleico sintético de la reivindicacion 11, en el que se introduce el
acido nucleico sintético en una célula.

El uso de la reivindicacion 10 o del &cido nucleico sintético de la reivindicacion 11, en el que la célula puede ser
una célula xenogénica, alogénica o autéloga.

El uso de la reivindicacion 10 o del acido nucleico sintético de la reivindicacion 11, en el que al menos el 98% o
el conjunto de todos los codones de la secuencia de acido nucleico sintético son codones comunes.

El uso de la reivindicacion 10 o del &cido nucleico sintético de la reivindicacién 11, en el que el sujeto padece la
enfermedad de Fabry.

El acido nucleico sintético de la reivindicacion 1, en el que el acido nucleico sintético comprende la SEQ ID N*:
106.

35



ES 2437815713

R

T 914

6v91 0¥l ﬁ 4 19'8:4xd
IO 13 1 W] 31 9P IIA4Y aag

Pk

QHDH.HH.M_,_*:._:._ .nlaj’\_n 1

pA MRS
j A A

iy wpuerq)
wpany

~

36



ES 2437815713

z 914

g oluiwop
|3 uod sisijo3ajoad e| e agap 3s [IIA4Y 2p peplauaboiajay

y

epesad euape?)

ea1abi] euapen

v v
6v01 ovL ‘ 4

AR

e tartu g § WD

37



Sall (15108)

ES 2437815713

TATA (16412)
CAP (1)

Nhel ({185)

ATG (1191

Abronecun

Promotor

J.Acnn

7 UTS 5°. Intréon

Nod (10200)

BamHI (9778)

3gllliIT4N

hIFND
region de union
al matriz

SamHI (1110)
ADNc del BDD

hFVIIl de 5R SR
sintético
pXF8.186
(16363 bp)
UTS 3’ de
hGH

hIFN8
) region de union al
Promotor matriz

Hindl] (5882)
SV40

eo

Bgill (7366)

FIG. 3

38



Nod (7791)

Bam#l (7369)

ES 2437815713

TATA (11361
Nod (11343)
ou CAP (1)

del CMV _
ﬁ-A ¢rin Promotor

UTS 5. Intrén
ADNc del BDD

hFVII de LE

gl (251

am#il (3053)

pXF8.61
(11294 bp)

UTS 3’
22 Promotor de hGH
SV40 e

Nou (5639) | TAG(5269
Hindlll (5619)

FIG. 4

39



ES 2437815713

(vy1 ®P1) § *D14

OLNVENILLOMNS PIDDIIIVOIYIOIDINLIOND
DYLLIIOYHIELINIINDDLIOLIINODLVADL)
v jedy

LIV MY

Uocwwuuuomuu._h.ucvw.r.._.?_..—.c.Eu<9500908..o<48buﬁ5.204&0)oﬁhbv.rr¢s<u<cu
UuuouuwvuuuoﬁuoUU.EU%..U.;Q.-.UU.QUUAUUU¢P_L.0<§v.—.ou.rru._.u.u n.v<u<¢o.m«u<.ﬁyn.u..n_...
CIVINY 4S8 HOE :
HO.E Jd.S .
.Ucuhb..u.ro._.._.viswmu m,wf:.."uv._.ua._.coovdueuw\mvvvcmg<<ouw.um»ur«..UUdu"vUou.chvuwuuU
LOIOEIIVOVUILLOI. uU._..auo<0.~<uuuu.§uuouuuuutbcuuuooﬁou.u.uuvuu.-.uu.aovnx.

CIVINY

¢V NV HO n. d .S
_mU.U._.Uan.U.-.UU.&.—.U.-.&P«.U)U.U,snuurn.nv&nuu._.vu.&govbuuum6&.-..«0&.400&0 J099.L9DIDDLOUNY
hUU..sDUCﬁDﬁUUb&U&.—.Uimv vaFUU<0H.8<Ouv_..QUUU§9—.UU<.—.U<.—.UUUD(OUUU&QHUOU«U.E.

dsS HO.E :

eV INY
wu_hwﬁkcﬂuou.xwuﬁvou<U:...u.Ur:«UﬁUU&GQEUhU&OUbUBﬁ—.U.—.UUﬁ._.mvu.edvu..y_kuwf&t.u.rz.u
Uw.rnvﬁ._.uwuwﬁou&Uuw.rc._.uu.hbpzuw.ruu«uuﬁv—.uu(uu.u.'uwr.UOH¢UU<.—.U§E.MOU.—.B¢<O¢.—D

LIV INY toun M3,

Y Oluswbe.l

40



ES 2437815713

(v1 @P Z) € *914

Ha INY
DLYVVOILLOLYOIVIOLOOILIVODLYODLOLYODLOVOOIYIVOOHOHLIDILIDIOVIOONDDINLLILD
OVLLLIOYVYIVLIOLOIYIIONDLIIVLIOYIYLIDVOLIODLOLIDDIDINIIDVIIDDLYIDIDINIIVNOND

Hpus4 nuid cig INY :

HOE d.S
ALLOYO T IWIILOIIVIVIO. ~.<DL.~.0.FUOU.~.UUUWV WUGUUB<<U<UU.-..—.U._.UO.~.UUHUU.—L.U.—.UUUUUPUUU.—.DU
0<<U.HU U,HGU<UD20&004&0040400040000(80000&&.200‘404004UO<00<<0¢UUUUU<UUU<UU

m HO € ciginNyY

2 inv HO.€ 4.9
1I10HD.L.IDLIHLYILIDDIOIDNLIDILODIILLIY ™ IVOLYDILIYIO. 5. 1V, 5250130 wu@ m.u._.uﬁouuv.rwo
YOYDOVOIVOOVLOVYODIINILHLYLIHYIIDOYYD HLIVLIDYDLODDODLIDIDIVIOLI. IDVDLODIIIVID

d.S HO.E

.

eid NV,
L&DOUU¢.~.OEU.~L.U<UUU._.L<._ IVIIVINOLOLIOLYIVIILIODIIIOHDVLODLIDDDIIIILVIOVVYLLILYD
OV DINOLYIVVOVYILIDIYILYOLODLOIIYIVOIVIOLOOYOINOORINLYIOYIDIDDODOVLODLLYVOVLD

LB INY edv i

v

g oluswoe.

41



ES 2437815713

(Y1 9P €) S 914

O AV

OIS MLOLYOIVIOLOIIVOLYIVIDILILLOION.LODDVOIIOVYLIVININNIIYDHIL
IVLLLIOVYIVLIOLOIYIOOLIVIOLIDOYOVYINIIVIIDLIDOILYDLIINNINIDLIIONY

e Hud EDINY :

HO.€ d.§ .
CUUU?EU<UUE<UUUUPBU<u&)n:hy§;u<bUbbwoouucbuoow 9292.LH9I9929129299LDILOIV.LIVOOILOLLILL
UDUU<¢OBOU<BUUUU<¢&BOW w<u<uuh<0<¢uuvuuhuuvuutUuuuuo<uuQUUOU<0UQUU<QO<UU&<E&UUU<U<<U<<

d.S HO € :
¢ NV HO € 4.5 .
DOEILIDIIODLOIIVHILILILD. 1l _"..._.UC<<U<UUUUD<<U<0D<U)U<PC<<U._.._.m....cu<0mvo.ru.~.0mv m..—.v,_.._.u.ruu.?rcc..u
UU<Q<UUU<U<UCU+UC<U<tUUUU<GU<OU&B&BDQUUU&FUBUU&W wh<uah0¢<o<ucﬁuuu<u<uulU<U<<U<UU<<UUU
SO INY d.S HO .€

£10 1INV .
IVOHI004IDITOIYIVIIVIIVIOIIDIIDVLIVODIDODILOLLIVODILIDLLIVIDIVIOLIDOVIOLODILYIOWVVLLI.LYD
9.1.239YD999YHIDIDDLOLODLIDLIIINIDIILYILIIODIOYIVYOLIIVIOVYYOLOILIDVYIDLOIVIIONLOILIYYOY.LO

FIOINY g fioog

L 2

O Ojuswpel

42



ES 2437815713

(y1 °Py) ¢ "914

OLYVYOILLOLYDYD
OVYLLLOOVVYIVLIDD
mphid

HAINY
199 LIOLIOYYOIOIYIIVIDLIOV.LILIDILOLID DLOVODILIOLIDLIOLYDLIDL.)

VLIIDLVOVOVLILOOVLOVYOILODDD I Ll
.LU<OU.—.¢O<OUU<U<U_U wﬁguusu<OU<QU<.HU<UU<U

.._.<UUU<.HU.—.UP(U‘UU.H<UB.HUU<UUUUU<U<<U<UU€UU¢UU.F.—.UUUO.—.UU._.
Hureg mba PIGLNY dS HOE

HO.t .5 2iQIINVY :

»Jm. m.U._.UU..—.UU.F&Q&FU.—L.UFFDUUU<UU.PB.LUOU.—.UU.-.UU§U<UUPEUU<UUH..-.UtUPP<UUUU.—.UO<.~.UUDU.—.U) OLOILDDEDDILDD
0. DU<UU<UUﬁU(‘&éUBtUUUUBUU<UUUUD<UUﬁuUUUUU.H0040400.-.004<C.-.CU¢.—.UUUU<&U.—.¢UUUU¢mu mEUUdUUdUUOdUU

eIainy d.S HO €
10 € d.§ EIqQINY
LOV.LOLOOIVY VYOYOIVOOMVILLLID. 1IV: JHLIIVLIVOINOIOLILODDIOILINIDN YODLOVLODDDILOVLILIIND: ALOTHION
<U._.<U<UUU.~.P..Eb.—.UD,—.UUB.-.0<UUOUU._.UU<OU.H<0.~.UUBUUU¢Q<UUUUUU<0.HUU.—.,_...5<U.~.<UUUUO<UH4&<00BUUD<@ WUOSUU

SIgInNyY dS HO €

HO .€ d .S pIALINY
DO, .&C....rDUOU<UU.<00<<W W&DPDOUUL%UU<Q»u<<c<kCU.FEDD<UU&UU§U.~..UMFOUUU<PQUUU<._.U<UG.—.UUE<. SOVVLLLILND
OIIVYIIVVYIODOLOOLOILLI. U<U<OUUUU<GU.~.UUB.—.U.—.<UO<U<UUBOU¢UUUUUQ<.. )Y IDODLYINOILYOLOIYIOVLOILLYYOVLO

HAINY Hnwd 1Lo23

-

d ojuswpel .

43



ES 2437815713

{(y1 @P¢g) S *o14

L9 NV
OUNVVYOILLOLYOVOVLILIDIIODDDIVOOVILODOVYOLIILLIVIOLDILLIVIDIIDLLODOINIYINDDINIILDLY.Y
OYLLLIOVYIV.LOLILYOYOIODIIIDLIDLVIIIILLIVOOVYILIIWIDYYOLOIDOOVYIDIDLI0DIIDIIOVIVLD

e iba PI3LNY

HO & d .S 29 INY
VHOVOTHINIVIDLINALOVLIIINLDNS WQP<0<F0&&wb<OUUUUUUOPO0UUPU§?§ZLh2d0<ﬁw<hU<QU<UUUkU&UEUbU<Cc
?UUUW wDUUBGU<OUU40P¢UOUU<UUDxUU<&UhtUﬂ‘Q‘hUUUUQUUO<UUOU<UU<<&<<U&BUF<U?<G&UO&UUU<U<DUGOO&OU

d.S HO € €LY
HO.E d.5 m
?U:U;U&<U<UU<UUDDUUUU<DO<EUUUC)U&U&UUEUUBOC(?QOUUBUQW WQQ%U&%C<<UOPUPUU&UUUPUF<U&UU<PD<<CUGU
<QUUUU<kDBUUHUUUUUOUUPUUHdUUUW m¢0¢004UB<UUﬁ<UUUD<DUD(UUU<U<<UBBUU<U<UU¢UUU<U<EU&UUP(U&?UOOU

jedy d.S HO £ el

€ 1NV HO € d.S
VIO LLILLOLNILLOIODDIOVLOINILESDOODIIOLLOLLIVODIYILODILILLOLNY ™ ILOIDOLIBLIDEDODIIVOIVS Svosoon

FUU<<U<<U<PU<<UOUUUSUH4UDUU<UUUUUOUU<<UtﬂUhUUdhﬂtUUU¢0¢<U<bW W<UUUU<UU¢UUUUUUUU?UCP34UBUUUUU

ibe3 , 4.5 HO €

122104\
DONLNDLINIVOLIILIDLIILIDO IV LD LYOLOIYIIIVODLILLOODOLODLLILLODIIVIODLOIOONL.IIDLYIOVVLLILY
JAOYLIVOID.LOVODYDOVOOVYOIDIOIIOILYIV.LIVINLODDLIIVOVY IDIIVIOY YOV Y IO LOIOYIDIILY OOV LOILLYYOVLY

HIILNY ueg o3

4 Oluswpe.{

44



ES 2437815713

(y1 ®Pg) ¢ 911

DANVOVVILLO
' IYIOLLYVYD

a3

NV i
n.._.<U<U<.rU._.,—.U<<D.-.<U<<U._.UG<UU.L...D(UUO.—.QU<8<UGUUUUU<UU<<U<UUu NODIDDDDEDD™ DEOVIDIDILNILYIVE
OVLDLOLYOVYOLLOVLIOLLIYIDLODIYILODIWIILIILOIDIONOOL ) .EU.HUUU.-.UUUUUUU(U.”U nN‘Uh.UUUU.UﬁHUF—.U.sU

TLT: ] e INY dS HO €

HO € d.§ 2HINY
U<DU.—:~.& m..n0<<U<.~.DU<DUUU¢<CU...CUUU<UUOUUUS<.—.UUQUUUUU.—.QU._.0<.—.U.-.UU.—.<U<<UO<U<OUU.—.OO<UU.<CUU)U
SLO0Vva_ U<U&h@&dUUbUOUOU&wU<UUUO&UQU§¢UB<DU§08<UU<U.-‘<D4UU<&UHBUOBU.HUDU<UU.—.UQBUOW ) m.u

cHINY d.§HO.E

HO € d.§ €4 INV
£DIVVDIOVOVLIVLOVOIOVIVYDY OVNL0IOVLIILOLLINDIDLOLLIDY IO OVYIIDIVOILODIN I IVYOILLIN.
J09LLODLILYOLYILIODLOLLIN. DOLLODYILYOOVIVYOLINIVIVYOILOILILLODIDIIOVIIVLIOOOVLOLLIOVYVVLS

f 4 HAY judy e

4 Oluswbelq

45



ES 2437815713

(y1 9P¢) ¢ *914

HOILAY
DLVVVOLILLDLVDDOVLIIVOIVOOIDDODOLLILIIV L LLIVLOVVINIOOLILINIINILONYO UL

U<._...~..—.UO<<U<.-.UUU.—.(QGS.—.UUQUUUUU<<U<OU.-.<HEO&(U.—..—.Q—.UUU<O<U.. KRDOYILLIIID
iy g IHweg EIDINY ;

.
‘

HO € d.5 .
VVOVHDOLIVOODLOLIDLIOLVYIVI ™ IVLILLLOLODLLOVYODLOLYDD mvupu<<0<<v<uvu.5<cc<<u...uoc...u._.wooucuuss_.c
.50._.uou<2.uuu<o<uu<ou<..b...mv DLVOVVIVIDYYILLIDVIVLIIN_ IDVILLILLOLODDYOLIILLOIVOIIVOVIIIONIOOILYD
d.S HO £
SIOLINY . 1O & d.9
MLIVOOVLO.LYIIVOLYOOIIVI L. 104 0, WULOVIVIDILIYDILOIVODILOLIOVVIVI " OLVOIIDLLOVILOILOLOOVIS Vi
u<o._.uuaduguwhuﬁ.uuov._.uu<uU<uE.uuv.pguuugkvwguhuuggeuzgw QVLIDDDVYILYDIOYIVINLYD_LYIYYD

CIDINY d.S HO.€
EID1INVY . ‘
N NR3 3% NERFIVE 20.29999.LI2.LIIVDILE KINLIDIODIDODDNLLODIIVOIIVYOIODLES: NADLLILIDOLIVOOLNIDILVIOVVLLD.LV.)
S¥YIDDDYIDLLOYDIDDIIVOOYINLIDYIDLOINNIINIDIIVYIIIDLIILLIOIOYIILY IVYOVDIIVOLIDV.LODONLODLLYYOVLD
HOITNY (udy (o3

P .

”

£) OJuswWDe.

46



ES 2437815713

(v1 °Pg) § "914

HHINY
OLVYVVOILLOLEYOIVIOL OUDD,UU_—.GU._.CU._.UF—.UUUU.—ZO.H.UUU<U<QDUDU.—.UU<UCUUUUUU<.—.U<<U.—.<OEUUUU) O9LILLILLILININY
U<.—..r.~.UQ<<U<.~.UU.—.UU<UUUUUO<UU<UU<U.—.<UOQU¢.—.U<DUUHOa.UUOUO;nUO.—.UUUOUUUU.-.;-UB.HU<.~.U<UUDW WU<O§U¢<O<UU._.

Wevn nwd VIHIWY d.S HO €
2HINY :

._.O.—_UDQ(UBUUBUU.F—.U.—PUS—.UPUUF- .m.U.—.U<.~.UEU.rUO._~UOP<U.—.UU<.~.U.—.U) JLIDLODLIN)
<UB<UU<U<UU<QU<FU¢UUB<Q<»_U W<QO<UU<SU

d.S HO.E

HOE d.S
VH21HI09 D99ILILODLLILIOLIDLIDLIDINLY

LIV UUUU<U<UU4<U<UU<UU¢uu<QU.<.~.U.~.<U<UUEU<8¢UO<<O<<QH<U ¢OO.LHIL)
EIHINY
HO .€ d.5 EIHINY
o) ...,:.E:.JD.-.T m.._.UUUUU._.UFrUPUU._.L. Nt .CUU.—.UU<.—.&QUEU.—.&U.—..—.UU._.U§U<Uw.rcwouou.—.“v(.rw._.uu._.uw._kGU.—.G._.U\...... IOLNDLY
OYOVIOLIVIVILL .<UUUUU<U,—.<U<OO<UOa.UUCUUUU@(&U.—.‘UUDU((U&Q((UUGU.—.Un MK .<._.UUQUU:U&QUdOQ(UuahUU,aU(mu mv<uu<._.u<._.
CIHINY d.SHOE
IO € d.S pPIHINV

IR NN 33 ..C._.._.U._.._.U._.Um. .w<UPrUUa.U<UU._.._.L<».L<c_.a 1JU0LOVLOIIODODLLOIODY VLN S9LOLLOLOOINDIIOVOONLID. MM AL LN
JYHINDDIVINYONYIVOIHLIOY UU<0.—.wo<<U._.UU.—.UUUOUUiUB<UOQUQUU<<UDUOb._.U<m .n~U<U¢<UtUUU.—.UUUQ.—.UO.—.(UGU<.~.UQ.—..H< vowLD
tHwed 11003

HHIAY

H Oluswbe.l

47



ES 2437815713

(71 °P6) ¢ “914

BIAA R
DIVLLLID

Hi LNV
LLOLYHOHLVYIOIVOIOONLOINILOOLIILOOOIIVLIVIOVDDIINIDIVOADLOLIIVLOVLHLVOIIOLLOVLOD IDLOOVVOIODIVOLLILIILLIVY
<<U<h.UUU<.—.UU._.UDUU.H<UUUU<UU¢GU<Uuuuu.~.40._.09_..UUUOUUUQ.—.UUU<U<uU.-.<U,-.<U<._.UOUU<<UB<UW m.vucuu.ra.uuuU<BU<¢U<UU<<U.—..—_

mpuyy judy rHINY 4.9 HO €

1O € d .4 2H LAY
HINLHO m.n MLIILINLILOOYLOLLOIVIDOL 1. 2 5.2 IDINOLLOIDILIIVLOLLILIOALOY YLV IIVOOILILLOOLILI ™ DALIOVYOVLODLL VMOV, M2 )
NI DDOYODYODINOYIDLYIVVYINIIDIIININIDOLIVYIONIOVYDOLYIVYONDI IVILIL. .<.—.BU.HUU<04<OU<D¢W w&&u.-._wu.—.‘&UU(U._..—.U.«..—.»u._.“v

EHINV d.S HO €
HO € d .§ 1INV n
0h Lovvor00100VD00LOVIIVEOVLLLL: . 1 1L.IOVIDLIDDIDIDOYLOLYDDODI IV VEBIIIVIDLOILIDILINLDLIDII DIODLNIVLL L 1)

S0 DDLLOVIDVYIOLIIIWOLODLYIINOV Y IVONIVIDLOOYOIININIDLYIVLIDIDDONLINL, UQDD.—.UU<UD<UU<<U.~.U.U<UUUW n.uUUUﬁ_.U.u.UQU.. )

TERLT:] , SHINY jedy . d.S HOE

HO.€ d.S P LNV
U.-.CUU.~.U<<».» WE.UUUU._.UUUPU<<UPUU._.OD<<L<UD<UU&.—.U.—..~.D<<U.~.UUUUU<UUU.—.DQUD" WLAILOODI9I0DLLOIOIVIIVIOLIDINIDVVLLILY )

OYIIDVILLI_ DY IDIIYDIDVILLOVOOVIILLOLODIODVYOVYILIOVIDIIOLOION DN X)OIVOVIDIDINDIIYYIDIOLIOLOIVIOVLODLIVYOVLY
LILNY nwd B0y

| Oluswpe.

48



ES 2437815713

(vy PP o1) § "0I1a

L LNY
 LVVYOILLOLYODDLIVIILODIODIIOLIIDIDODLLIVODILILIOOLOLODIN IV

..._4._.,—..—.uwéU«.—.OUUto.bcmvdUUQUUUGU<UUUUUUUU<<O.—.UUU<U<5 IDVIVIDDLOLD
inpus naisa i6e3 EirinNY

HO .€ d.§ ;
IVDIVONONDIIOVLIVONIDINILOLOIN. T OLD U..—L..U.FUU‘OMYFUU‘UU.FU& &.FO<<»V._.<DOUUU<OUUUH=FUU YILIOYYILIGLID
mu.—.UU.—.U.JUUUUUU.F<O.—.UUUOUQ‘UGUO.-..”U ..mu<UU<<U4§UU<UEUU<UU(U¢U.—:—.U(.—.UUQU»U.FUUUU‘(UU..—.U‘UU.F.—.UﬁUU‘DU
. d.S HO.E .
cir INY HO € d .S
ML DDLHODHLOIIVLOLODLODLOIVIDLL. .L<u.<<E.<8.FU.—:—.UU.—.UPUU.—:—.°UUU.—:—.U<.. )T OVYOLLILLOI9D9DI.LIDDDND -n-nv.-.

<<UU<UUUUUUU.—.<U¢UU<UU<UU.HUO<<OG._.U.—..—.U<._.UU< U<<QU¢U¢UU<<UUUU<<U._.».J n.v.FhUéUgUUUDUUQtOUH 100NNV

ZIrINY dSHOE

eir LNV
99LOLYOYYIILOLYODODIHOILODIDIDL MLODOOVYOOLINIIILYIOVVLaL LN D
_..FUU<U<._.UUUUUUUU<UUS<uu<<uwuu.?_.uu<c.no0m<.~.uu.;<<o<._.o

1nasa ol

9929ILHVLIIALIDILIDLYOILOYLIVIO
20909YIIVIDYIOVOINLIDVILYDHLINDYIOVIVL.
HIFTNY

[t Ojuswbeld

49



ES 2437815713

(b1 @P 11) € 913

MLNY
DLVVVD)LLL WLV ILODIIDLYILOODIOD DO LUNLEILOOVVYDL DO s WAL D 100
IVLLLIOHVYIV.L)NDDOOOLOVIINOIVLONIINODDIOVINNNINILYOVIDLLIVI 1, 0 LN DV I

wewy jedy . EPILNY :
HO € d .8 :
UUU<?GUUU<OOOUUUFU&DUU<UF&G&?&!L?CF<U<UU<00<<U<UOUBW SLIVLOIINLLLODIYODLODLIDIIOVAIVODIVILID
UOU&<UuUUbUUUUUU<O<UUQBO<<U<<W #<U<&UPUOEUUBBUBUUU<U(04UP<UODUUDU<UOBUU<00<OUUUUH<UFUUD&U(UO
d.6 HO €
SHILNY - HO £ d.4
VR O0IOVOVLEODIIOOHII MO ILODOINS 1. 1V e 1he 1IN IDOLILIOVYIVIONIIOONODINIVE ML OLNIVIOOIIL LD .._..'_. m.._... (9]

.—.UUUUOUA.U._.<UGUUUD.rZ<00<UUUD.—.UC._.<...EGO.-.00040‘00&.—.0.—.000000004.—.0&% w<<u<.~.w.~.uuuu0.—.<u<<u<.-.»EU( DL
SINY d.S HO €

EDILINY
dlee WbD. 05 0 0L 0 LDV DVIOLODIIDDLOVVULLUOVLODLOLOOVLOLLILIOLLODL 108 £V .1.D0.LIVOIVODLN DD LN IDVVLLILV D
YVOYYIDDDLIIOVILLOLIIYIIONNDOYILLIVYIDLYIOVIVIIDLYIVYOYIOYYIONIDIHOLYIOVILIDLIOVLOOOVLODLLYVOVLD

nwd NIV fudy {003

)| olUBWDE.

50



ES 2437815713

(y1 9P Z1) § °91a

HTINY
OLYYVYOILLOLYOI. 5200009 LLOVVOVLOLLDLODLLEVLD )
OYLLLIDVYIV.LODONDIOIDIIIVYILLILYIYYIVINVV LLYIOND

mpugd ewg ENINY

HO'.t d.5 :
...._.nyt,_.C.—.UU<UC._L.UUUD<<U<<U<UU<._.C<.L".n..rcuuw)EDU._.U.—..—.WUUUUU»P—&QU._.U.—.Gm~ ..MEU.-.._.U.—..chUU,_.UU<U"uU._.G._.<...<._..b<

U(UO<U<OO.—.UU<<UDUU&.—.U.E_O&OU.~.(0.—.UUU<UUMVW w<UU<U<<UUEUUUU<__.UU<n NS O.r0<<U<<UOUU<DO@UUU&Uﬁ—.U.—_(U.-.
d.S HO.€
. SNV HOE d.§
LOVLDVYVILDDILOVLD LY IVIDILODLOVY. 0L IO, 108 GU”.UUU.—.GUU&U.E.OS_.OUE.._.w)U<.—‘U<.—.U<._.UUOUOUU<OU<WY u. WD)

YOLYOLLOVYIIOVILYIOV.LO.L: .<UO<U._..—.C<<G<UUOUUUOUQDU<UUU<U<<U.—.<UUUU<W m..rtU.—kU.—.tUUUUUOU._.UV.L.—..‘ L OVHOLD

SNy d.S HO €

erlNY
DLAOVLION: 01N YDDDDLIILLOOLO I ) IVE RIDDLLOVIOILDIIDILOLYOLOIVOL 1t £ 1L, JNDHILLOODDDIDIIINIOVVLLILND
DVYI.LYOD.LIOYILLIIIOVOONYIDVIOVHNLIDDIVYILYIOVIDNIOYIVILIVIOLID: 10ID9DLIDYYIDIID0ODOVLODLLYYOV.LO

HTNY . jedy i3

-

H

-] oluswWoe.

51



ES 2437815713

(y1 9p€1) § °914

HINLNY
OLVVVOILIOLYODDLIYIILLIVLODLILLILODVVOLIIYIILOIVOIIVILIIL
OVYLLLIDYVYIVIODOVOLIOOVYOLYIIVOVYDHYIILLIVIDLOOYIDLIDOLOVOOY

L H3aisq EININY

Ho .€ m S i
] .
4:H959LLOLLIVIOLODODDIDIDNODINLLS ™ ILOISOIDILIDVOILIOVOOID SOIIILIDLODODILIINVODLODIDVVIVLOLL

YI3DIYYIVYILOIYIDIDIIDIDINALIDOIYYI OWIDIDODOYIOLIDIVYIOLIIOD N IOYYIDYIIDDOVHDLIIVIIOD.LLOLYIVY
'

Jd.5 HO .€
GINILNY 10 € d .G

L DOLDVVOLVDDLODLONIONLOVLILONIG. 1 0. 55 2 05HVLOODILLOILILIIVEO I~ IIVE i) vGU<.—.UU.PUU<UU._.U..-:-.U<mu SLDOOVH

DOVILLIV.LDOWIDVIINIHNVILYOYIIINIVIIOVILYIIODVYIOVOVYOILYDID HOI.DDIDDLYIDYIOLIOWIVYDLY, HVHIOLD)

ZININY | 4.6 1O £

EININVY
DOVLDVYE 1.0V LDIDIVDDDLDDLIIUDVLOILOLYOSLIDN.LOIDDLOIVODINIOV.1.1.YDIDIDIOVY LOVLV.LIDLYIOVV.LLIOLV
ODD.LYDLIDYODLYIDIDLIDIVIOVIOIILYIOYIYLIVIIIVIIIIYIOLIINIDIVIVIIOIDINDLVILYLYOOVLODLIVYOV.LO

HINTIANV RElees] {1093

[ %

|\ Oluswbe.lH

52



ES 2437815713

(y1 °Py1) § -91a

OLYVVLIOLLL
IVLLLIOVY.)

Hipyi4

LNHAY :
SO0 SN DL LN DVODLIDLEIOOIDLIOINE S ). ): IOIVIDLIIVILOITIVOODIOVLILL ML INL IIDVODLILOD ™ wUU._.UU..SrQUCUr.Cc._.5 LR
<.-.UU¢QUUUO.~.UO<._.u<&c._.uU¢00<UUUUQ<OUD.—.U§§.—.uohuuﬁuc.-.<uuun.._..uuuou.mku<Uu<uc.nuuw.—.uwzw<uw .wuocuu.,—kuau..u.rvuﬁﬂx.Us

] EININY : dSHOE ’

HO .€ d .6 ZININY
o1ovh n...<UUUGODOU._.UU<ODU.~.U.—..—.U<UU<UUUUUC...G<<OU.—.U.~.UU.—.UEUUUUPUQ<40<UU.—:_.U<UU.~..HDUUU.—:—.U.—.0’D<<U<<U<DUO.—.UU<U._.U.L
IVOLD .J.a.UUUUUUUU<OU.~.UUU<U<<U.—.UO.~.UUUUUU(U.—\BUU¢U<OU<UU<4UUDOtUU.—.BOhDDttD.F00440000¢<U<D wBFUHPU.FUUU<UU.-.U<UU

ZINLAY d§HoE
110 .€ ..m S CINLAY

]
199 H00LDDLODDLODLIDLOVLIVOOVY .. 5. 2L VOBV OVEDDLODLIVOIVODILILLIVINIOILDIOLODLIVININONLIN ID DLV IOV LLILN D
I HDIVODYIIOYIOYIOVILYDLIDLLOVODY VO.LODY.LOLYIONIDYDLIDLIIOYOVYHLODIOODYIIIVIIYOININDIIVOLOOOVLOILILYYOV.LO

LINVNY inaisg 11093

b

N Oluswbbel

53



ES 2437815713

]
(s @P1) 9 “911

aoav
oSN 1PsH 1S

[ _

nbg
Hweg
hpwH

|

Hwd

_

fud fedy

IS\ Y09 Jevaew
‘liwg-jud  1epasuy|

194N
1t1003

0 _uw._z aav ‘
/ w mbg _ : %
1wy " IHureq fyuld tedy .”un.w
NP 1003 mpupy
Hipuiy-jjug Jeussuy]
a av
mbg , | %
g :Em% jug jedy ...:_zS
IHPUIH 1£1093 M ,
lpuH - |edy Jemesul
qa v
A
1003 mpuH 1093

puH

54



ES 2437815713

(s ®P7) 9 °91

a9H
_ _ {Hweg
_4IENB ity _:Pm ehy %
flipuH4 ool
HipuiH-judy] Jeuasu
° =8
\\ / . %
)y Hweg
../:Eam judy udsy :/.mm ety H ol
mpuni o3 Yo

HipUH (iBg Jemesul

4 3

6a _ weg
ﬂ , _:mn“ _.4.._ " %
judy ey d |

wpu  1boo3 ipus

55



ES 2437815713

ibeg

_

(s °p€) 9 914

i

itjod3

riH
i6e3

N |

_‘/ fudy h ~.u__< :._:L _IEmm*

Hipugg 1naisg 1Haisa o3

{IPUIH - jug Jteussu]
_@—mw | | H ’
N 7 T
ua mpu

Pt 1naisg i13isa IHo23 "

r

N\

naisa

hpuy )

t13isn

11ov3

I

L

56



ES 2437815713

(s @py) 9 "91d

NADA
_ ‘ _ ::N.
ey nasa {AU093/)EIS) jedy judy
i i3
jedy-jHo23 Jeussuy|
N M
i v 7
jews 13158 (Au0d3/jeWS) fedv 4.:_& __.::..,u
upw 1HOOZ} : mpuy ((JEEE
AHO0-{HO23 ue
1ews-iHod3 1 jepesu
NN AT
| 74.5.& :u_.nm A4093 14.:.@ . tedy
o o3 WAL 1053

4

131sg-{4oo] JeHdsu

N : W
jewg :mum% _ﬁm.mm >EON

i 1022} e 11033}

57



ES 2437815713

(s @PS) 9 *a14

-V @ ‘NN IIFIHD43a0gY

. ‘ ‘
15 _a>=ouw=u=.wv_ __En__ # _._En_ E.m_ud _ _ _L?
13isg tudy bg

e

1y
tedy Jedy {udy titid jedy N
158 ‘ 6
T T UE [ I (tHweg/big) L1003
INPUH-|Hweg Jeussu|
NWDIrIH
n- *
jews _ “>z8m=msm,_ wd # _ e
nasg jedy judy uaisa judy nug 1t6g 943a08v )
mpuiy 13isg Hoo3 & _ 1 I i _ _ 0
judy 19
{Hweg tedv hd gy jedy \
HPUIH -:EGE\—:UN * fouzy
PUIH-judy Jeudsu| "
. [ WipuH 8 1Ibg uov sesuew ‘Gujuold
NITIH IHweg-|ifg  ue |Hweq Jenesu)
g A>m8m”=~=_m, ﬁ __EM aogav i
nase 1edv judy 98 wbe :nm _ ' _ foun
IPUIH 1093 iH o tiweg ] Ev(A I:.am._:.n_ g ey
: fHweg [ nipund injosa
Enz’ / _:Ew*sam Juciy oo
nasa jedy npuiH

mpwy  3isA (o3

58



ES 2437815713

EcoRl

T TAGAATTCGTAG

~
A A

e e apca Yeler -
praeitelappeti e or Sl ApRd SNPGRS e E e el agne gt et e lapaps s setabaied

vsPhePheleulvsleuleuaArsPheCyspha
3 AGCGCTACCCGCTETTRCTATITGGGTETTCETEGAGTTAAGCT SCGACTRCATGCAGAGCCATCTISGISAS

A PN v ey ted
19P s=ralaThrArgAzrgTyr™ teuGlvAlavalGleleuSezTroaseTy

TMetGlaSerAspleuGlyGliu
145 CTECCCGTEEACGLTCSTTTICTCCCTTGUGTECCTAAGAGTTTCICTTT CAACACCAGCGTEU TG T ACAN

43P LaupzoValdspAladrgehePreProArgValPzclysSexPhelroPhedsnThxSerValValTyrLys

217 AAGACCTTGTTCGTGGAGTTIACCGACTACTTSET TCAACATCSCCAIGCCCTECECTCeS ~GGATGGSICITS .
&7 LysThrLeuPheValGluPheThraspHisLeuPheAsnllaAlalysPreArgPraProTrpMetGlyleu
Apal Msctl
289 CTGGGTTCCACCATCCAGEITIAGETGTACGACACCTTAGTGATCACCCTSAAGAACATGGLTAGCCACCCS
1P LeuGglyProThrIleGlnalacluValTysAspThr'falvallileThrleulysAsnMetAlaSerisfro
361 GTGAGCCTGCACGCCGTEEEIGIGAGCTACTGGAAGGCCAGCTAGEGTGTCGAGTACCACGACCAGACCAGE
115» valSerLeuHisAlaValGlyvalSerTyrTrplysAlaserGluGlyAlaGluTyrAspASpGlaThrSer
433 CAGCGCGAGAAGGAGGACGACAAGGTGTTCCCCGGTGETAGCCACACCTACGTGTGGCAGETGTTGAAGGAG
1380 GlnAzgGlulysGluAs pAsStLYSValPheProeGlyGlysSerHisThrTyrVallrpGlnvalleulysGlu
Mscl Pmit
205 AACGGTCCCATGECCAGCGATCSTTTETGCCTEACCTACAGCTACCTIAGCTACGTGEACCTSSTEAAGSA
<53» AsnGlyProMetAlaserasperol euCysleulhxPyrsexTirrieuSertdiisValispleuvallysAsp
Mscl
577 CTGAACAGCGGCCTGATCCSIGCCCTGCTEETGTGTCOCEAGGGTAGCCTCGCCAAGGAGAAGACCCAGACT
187P LeuAsnserGlyLeulleGlyalaLeuleuvalCysArgGluGlySerLeualalysGluLysThzGlaThr
649 CTGCACAAGTTCATCCTGCISTTCGCCGTGTTCCACGAGGGTAAGAGCTGICACAGCGAGACCAAGAACAGE
211P LeuHisLysPheIlelLeuleuPheAlaValPheAspGluGlyLysSerTIpiisSerGluThrlysAsnSer
721 CTGATGCAGGACCGCGACGITGCCAGLGECCGCGCCTGGCCCAAGATGCACACCGTGAACGGCTACGTGAAC
235P LeuMetGlnAspArgAspAlailaSerAlaArgAlaTrpProlysiecHisThrValAsnGlyTyrvalasn
Pmit
793 CGCAGCCTGCCCGGCCTGATCGECTGCCACCGTAAGAGCGTGTACTGGCACGTGATCEGCATCGGCACCACC
259% argserLeuPreGlyLeul 1aGlyCysHisArgLysSerValTyrTrpHisvVallleGlyMetGlyThrThs
‘865 CCCGAGGTGCACAGCATCTTICTGGAGGGCCACACCTTCCTGGTGCGCAACCACCGCCAGGTCAGCCTGGAG
283P proGgluvalHisSerIlePheleuGluGlyHisThrPheleuValargAsniisArgGlaalaserLeuGly
e37 ATC;‘GCCCCATCACCTTCCTGACCGCCC:-.GACc CTSCTCATGGACCTOGEUCAGTTCITOITGTTCTEICAC
107% tL2SerprolleThrPheleuThrAlaGlaThrleuleuMetaspleuGiySinPhelauleupheaCy3dis
1009 ATCAGCAGCCACCAGCACG:—.CGGC}\TGGAA:G\». ~ACGTCGAAGGTEGACACT TECCCTEAGTAGETCTAGITS
331» r12SerserHisGlnHisAspGl yMecGluAlaTyrvallysValaspSerCysProGluGlupreGlaLeu
1081 CGCATGAAGAACAACGAGGAGSCCCAGGACTACGACGACGACCTGACCTACAGCGAGATGGACGTSETCEIGC
3559 ArgiMetLysAs nAsnGluGluAlaGluAspTyrAspAspAsplLeuThriAspSarGluMetAspvalValarg
(Bglli/BamHl)
1183 TTCGACGACGACAACAGCC::AGCTTCATCCAGATCCGCAGCGTGGCCAAG‘LRGC;.CCC:AAGACC':‘GGG’I‘G
3799 theASPASPAS pAsnSerfraSerpPhelleGinIleArgServalAlalysLysHisProLysTh

YGGA zTrpval
1225 CACTACATCGCCGCCGAGGAGEAGGACTAGGACTACGLCCTTCTEGTECTEEITTT COACGACCGCAGCTAC
403P uisThrIleAl aAlaGluslus

luAspTroAspTyTrAlaProleuValicualaProAspAspargSer Ty T
Eagl

1297 .‘-AGAGCCAGTACCZ’GS\AC.l.‘-.CGGCCCC:AGCGCATCGGCCGC.‘-_LGTAC

A

427 LyssexGlnTyrleuAsnasaGlyPreGlaArglleSlyArglysTy iysly

TCATGECTTAC
Lys he

MezcAlalyr
Apal
1365 ACCGACGAGAC CT o AAGACSIGCGAGECCATCCAGCACTAGAGTTECATC ST EGELLCITTSCTGTACEST

151P ThzaspGLluThrChelysThIA

rgGludlarlasindissiuSerSlyIlaiauGlyProlauleuTsoSiy

FIG. 7 (1de 3)
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475}g_dValGLyAspT::LeuLeuI i
2213 27TCACCCATGTEGTETTCTTTTTACAG
299P r zThrAspValAzzfrolauTyrsSe
Bglil )
1285 CTGCCCSGTGAGA T TTTCAAGTACARGTEGATC STGACTSTEGAGEACEETTTCCACCAAGAGTSACCIICGE
233PLeupreGlyGlullaPhelysTysLysTroThor¥alThsValGluaspGlyProThrlysSerAspProarg
1557 TECCTGACCCGTTACTACAGTAGCTTTST
247P CvsleuThrArgTy s
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GAACATGCAGCGIGACCTSGCCAGCGGCCTEATCGGICICC T

yrSerSerPheValAsnMetGluAzrgAsplauAlaSerGlyleulleGlyProLey

1729 CTGATCTGCTACAAGGAGAGCGTGGACCAGCGCGGCAACCAGATCATGAGCGACARGCGECAACGTCATCE TG

571)Lau;1ecysTerysGluSe:ValAspG1nAnglyAsnclnIléue:Se:AspLysA:gAsnv;lIleLeu
Kpni

1801 TTCAGCGTGTTCGATGAGAACCGCAGCTCGTACCTEACCTAGRACATCCAGCGITIC

- CTTCCTSCCCIACCTTGEe
295P pheserValPheAspGluAsnArgSerTrsTyrLleuThoGluAsnIileGlnArgPheLleuProAsnProAla

1873 GGCGTGCAGCTGGAGGACCTCSAGTTCCAGGTTAGTAACATCATGCACAGCATCAACGETTACGTGTTCGAC
519PsiyvalGlnleuGluAspProiluPheGlnAlaserasnllaMettisSerlleAsnClyTyzvalrheasp
1348 =3 TGCAGCTGAGTGTGTGCTTGCACGAGGETEGEET TACTGGTACATCITEAGCATCGEIGRSCAGACCGAT
343P sarLeuGlnleuservalcCysbaulisGluvalalaTyrtzgTyrileleuSerlleGlyAlaGlaThTAsp
2017 TTCCTGAGCGTGTTCTTCAGCSGCTACACCTTCAAGCACAAGATCGTGTACGAGGACACCCTGACCCTGTTC
6679 cheLeuSerValohePhesSerGlyTyrThrehelysHislysMeeValTyzGluAspThzLauThrLeuPhe
- BamHi
2089 CCCTTCAGCGGCGAGACCGTGTTCATGAGCATGGAGAACCCCGGCCTGTGGATCCTGEGCTGTCACAACAGR
§91P PropheSerGlyGluThrValPheMetSerMetGluAsnProGlyLeuTrplleLeuGlyCysHisAsnSer
2161 GACTTCCGCAACCTCGGCATGACCGCCCTGCTGAAGGTGAGCAGCTCCGACAAGAACACCGSCGACTACTAC
715P AspPheArgAsnArgGlyMetThrAlaleuleulysValSerSerCysASpLYSASNTRIGLlyASpTYXTyT
2233 GAGGACAGCTACGAGGACATCAGCGCCTACCTGCTGAGCAAGAACAACGLCATCGAGCCCCECCTGGRGGAG
739)G;uAspSe:Ty:GluAspILeSe:AlaTereuLeuSe:LysAsnAsnAlaIleGLuProAqueuGluGlu

BstXI

2305 :TCACCCGCACCACCCTGCAGAGCCACCAGGAGEAGATCSACTACGACGACACCATCAGCGTGGAGATSAAG

“539 TLaThrATgThoThrLeuGlnSerAspGlnGluGlull eAspTyTAspAspTRTIIleserValGlulleclys

377 AAGGAGGACT?CSACATCTACGACGA GACGAGAATCAGAGCCCCIECAGTTTCCAGAAGARGACTSSITCAS

-37;Lvsg;;gsp?heAspxleTy:AspGLuAspGluAsnGLaSerP::Ar;Se:PhaGl:L?sLTsTh:a:;ais
Pmil

244 TACTTCATCGCCGC_uzuunuubgL-uLubuACTACGG:ATGAGCAGCAGCCCCCACGTGCTGCGCAACCGC

311 TyrehelleAlaslaValGluArgleuTrpAspTyrGlyMetSerSersSerfrotisvValieuArgAsnars
2521 GCCCAGAGCGGCAGCGTGLCCCAGTTCAAGAAGG TG TGTTCCAGGAGT TCACCGACGGTAGCTTCACCCAS

335)31aGlnserG1yse:ValP:oGlnPneLysLysVaIValPheGlnGluEheanAspGlySezsheTh:Gln

Apal
2593 c:cCTGTACCGCGGCGAGCTGAACGAGCALL.hbbuu-bhlbuhhut-.nCALLLUub&uuAUGLUUAGGAC

859)gzshgufyrAqulyGluLeuAsnGluHisLeuGlyLeuLeuGly?:aTyr:leArquaGluValGluAsp
BstEll

2665 2ACATCATGGTGACTITTCCGCAACCAGETCAGTTGIICC TACAGCTTCTACAGCAGCCTSATCAGLETACGAS

- TN
553;Asn;;emecValTh:?heAr;AsnGlnAlase:A:éP:oTyrserPheTy:Se:SerLeuIleSe:T?:Glu

2737 G AGGAC CALGCGCTAGEETCICSAGCTCTGlAAGAART TG TGAAGCT CAACCAGACCAACGASCTACTCTESG
;07)Gluaspclnhrgs1nGlyAlsGluProA:gLysAsaPheValLysP::AsnGlur zOheTr
“300 :AG e CAGCACCACATCEECCOTCACCAAGGACTAGTTTGACT CCARGGCCTICGECCTACTTCAGCTGACGET

e\
311b1e-svalGinHisHisMetilaProThrlysAspGluPheAspCysLysalaTopAlaTyrPhesesAspVa

RrlysThoTyr

AR

FIG. 7 (2de 3)
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aspLeuGlulysAspValiisserGiylaulisGir?rocleulauvalCystiisThzAsnThzleuAsnpPs

w W

v

Eagl BstEll
jadc] §3 3CC ACGGCCCTCAGGTEATCETCECAGGAGTTCCOCITGTTCTTCAECCATC
379" n1aHisGlyArgGlnvalTizvalGinGluPheAlaleuPhePheThrIl2PheAspGluThrlysSer Ty

3025 TACTTCACCGAGAACATGGAGCECAACTGCCGOGITIICTGCAACATCCAGATGGAGGACCCCACCTICANG
1003P T roheThrGluAsnMecGludrcAsnCysArghlarseCysAsnllaGlaMetGluAspProThreheLlys
3097 GaGAACTACCGTTTCCACGICATCAACCECTACATCATGGACACCTTECCCSECCTGATGATGSCICAGGAT
1027)G1uAsnTyrA:g?heuisAlaIleAsnGLyTyrI1ene:AspTh:LeuP::GlyLeuValnecAlaGlnAsp

Kpnl Pmit
3169 CAGCGCATCCGUIGETACTIECTICAGCATGGECAGCAACGAGAACATCCACAGCATCCACTTCAGCGGLCAC
1051» GlanArgIlleArgTrpTyrieuLeuSerMetGlySerAsnGluAsnIleHisSerlleHisPheSesGlyHis
3241 GTGTTCACCGTGCGCAAGAAGGAGGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTGTACCCCGGTGTGTTCGAGACT
1975)va1pheTh:ValArgLysLysGluGluTerysMetAlaLeuTyrAsnLeuTerroGlyValPheGluThz

TTCSACGAGACTIAGAGTTES

4
3
.

3313 GTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGCTGGCATCTCGCGTETGGAGTGCCTGATCGGCEAGCACCTGTACGCCSST
1099?Valslune:LeuProSe:LysALaGly:leTrpAqu;lGluCysLeuILeGlyGluHisLeuHisAlaGly
3385 ATGAGCACCCTSTTCCTCETGTACAGT AN
1123P MersSerThrLeuPheleuvalTysser

AAGTGCCAGACCCCOITGEGELATGGITAGCGGTCACATCTGT
AsnlysCysSlnThrProleuGlyMecAlaSer3lyHisIleArg

Apal :
3457 GACTTCCAGATCACCGCCAGCGEECAGTACGGCCAGTEGGCCCCCAAGCTERCCCGLCTGCACTACAGLGSS
1147)AsppheclnxleTnzalaSexGlyGlnryrclyclarrpa;aPzeLysLeuAlaA:qLeuHisTy:Se:Gly
3529 AGCATCAACGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGACCTGCTGGTCCCCATGATCATC
1171P SserIleAsnAlaTrpSerThrlysGluProPheSerTrpllelysValAspleuleuAlaProMeclilelle
3601 CACGGCATCAAGACCCAGGGIGCCCCCCAGAAGT TCAGCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATCATGTAC
1195DHisslyIleLysTh:GlnclyALaA:gGlnLysEheSe:Se:LeuTyrIleSezGlnPheIleIleue:Tyr
3673 AGCCTGGACGGCAAGAAGTGGCAGACCTACCGCGGTAACAGCACCGGCACCCTGATGGTGTTCTTCGGCAAC
1219» SerLeuAspGlyLysLysTzsGlaThsTyTArgGlyasnSerThrGlyThrleuMetValPhePheGlyAsn

(Smal/EcoRV)

1745 GTGGACAGCAGCGGCATCIAGCACIACATCTTCAACCCTCCCATCATCGCTICUTACATCCSTCTGCACCTC
1243}vﬁlAspsezSerclyIleLysHisAsn:le?heAsnP:cPrcIleIleAlaAquy::LeAqueuHisEro
1817 ACCCACTACAGCATCIGUAGTACCTTSUGTATGGAGT TGATCGGTTEIGACCTCAACAGTTETAGTATGICT
1267P TurHisTyrSerfledrgSerThsleudArcgMecGluleutletGlyCyrsAspleudsnSerCysSerMecPoa
3889 CTGGGCATGGAGAGCARGGETC A TCAGCGACGCCCAGATCACCGOCAGCAGITACTTCACCIACATGTT! GCC

1291P LeuGlyMetGluSerLyshlallaSerAspAlaGlnlleThrAlaserSexTyrPheThrAsniMetPheAla

3961 ~CCTGGAGCCCCAGCAAGGTCCSCCTGCACCTGCAGGGCCGCAGCAACGTTTGGCGCCCTCAGGTGAACARC
1315)T::szSe:EtoSe:LysAlaArgLeuxisLeuG1:5lyA:gSerAsnAlaT:;ArgsroGLnValasnAsn

BstEN
4033 CCCAAGGAGTGGLTGCAGGTEGACTTCCAGAAGACCATGAAGG TGACCGITETGACCACCCAGGGCETGAAG

13397 eroLysGluTrpleuGlnvalAspPheGlalysThrMetLysValTixGlyValThzThzGlnGlyVallys

4105 2GOETGCTGACCAGCATGTACGTGAAGGAGTTCCTIATCAGCAGCAGT CAGGATCGGCCATCAGTGEATCITG
1353)Se:LeuLeuTh:Se:Me:Ty:ValLysGluPheLeuIleSerSerSe!GlnAspGlyHisGlnTrpTh:Lau
1177 TTCTTCCAGAACGGCAN GTCAAGGTSTTCCAGGTECAACCAGGACAGCTTCACCCCCGTEETGAACAGCCTS
1337)?hePheGlnAsnGlyLysValLysVal?heGlnGlyAsnGLnAspSe:PheTn:E:oVALValAsnse:Leu

1249 GACCCCCCCCTGLITACLTSITALCT BeGCATCCACCCCCAGAGC T SGGTECACCAGATCECCCTGCGIATS

14117 aspPreofroleuleuThrarsTyrisuarglleHis?roGlnserTrsValiisGlnilaalalevargiet
Smal Hindlil
2321 53GGTGCTGGGCTCCGAGEICCAGGACITSTACTAGT TECCCEESTTALAAGETTT

1435» s1uvalLeuGlyCysGluiiaGinasgleuTyre e

FIG. 7 (3 de 3)
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~CConCCCGCCGe T TACC T IEGCG0C T ECAGCTCAGC TS0GACTACATGCAGAGCGACC TS

23 iG
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e AUAUL AL . - W g

A aThzAXgAIGTYITvyrleuGlyAlaYalGluleusSerTrrAspTyrMetGlaSerasplauclyGlu
=45 CTRCCC S TCGACGTC TG T TCCCT Tl IGCETECCCARGAGETTCCCCTTCAACACCAGEGTGGIGTACANS

43P LzuPravalAspAlasrgehepreProArgvalizolysseroheProPheAsnThzServVaivalTysLiys
217 RAGACCITGTTCGTGGAGTTCACTEACCACOTETTCAACATCECCAAGCCCIGTCCOCCCTGRAT

§7P LysThrieuPhevalGlupheThzasp

Apal ’

289 CTGGGCECCACCATCCAGGTCSAGGTETACTACACCGTGETGATCACCCTGAAGARCATGGTTAGCCACTCT

91¥ LeuGlyProThrIleGlnAlaGluValTyrAspThrValVallleThrLeulysAsnMetilaserHis®ro
161 GTGAGCCTGCACGCCGTGGGIGTAAGCTACTEGAAGGCCAGCCAGGGCACTGAGTACGACGACCAGACCAST
115PvalSerLeuHisAlaValGlyvalSerTyr®rslysAlaserGluGlyAlaGluTyrAspAspGlaThrsSer
433 CAGCGCGAGAAGGAGGACGACAAGGTETTCSCCEECGGTAGCCACACCTACGTGTCGCAGGTGCTGAAGGAG
+39b glaArgGluLysGluAspAsplLysValPhe?rsg

2t
2roGlyGlySerHisThrTyrValTrpGlnValleulysGlu

Mscl
205 :ACGGCCCTATGGCCAGCEACCCITTETGCITSACCTACAGTT:

Py
TGGATGGEECTS

HisleuPheAsnIlaAlalysProArgProfroTrgMetGlyLay
Msci

Pm
e s el C T CAGC T AL CTCGAGCCACGTGGACCTSEGTGAAGSAT

163P 3snGlybroMetAlaSerAspProLeuCysleuThrTyrSerTyrleusSerdisValaspleuvalLlysasp
Mscl

377 CTGEACAGCGGCCTGAIthLuuLy.ULLuuau;uLuuhUAGGGCAGCCTGGCCAAGGAGAAGACCCAE&CC

187P teuAsnSerGlyleulleGlyAlaLeuLeuValCysArgGluGlySerLeuAlalysGlulysThzGlaThs

649 CTGCACAAGTTCATCCIGCTGTTCGCCGTGTTCCACGAGGGTAAGAGCTGGTACAGCGAGACCRAGAACAGC

'211PLeuaisLysPheIleLeuLeuPheAlaValPh:AspGluGlyLysSe:szﬂisSerGluThrLysAsnSer

721 CTGATGCAGGACCGCGACGCCGTTAGCGCCCTCGTCTGGCCOAAGATGCACACCGTCGAACGGCTACGTGAAC
235P LeuMetGlnASPAZgASpAlaAlasSerAladrgAlaTrpProlysMetHisThrValasnGlyTyrvalasn

Pmil
793 CGCAGCCTGCCCGGCCTGATCGGTTGCCACCETAAGAGCGTGTACTGGCACGTGATCCEGTATGGGTACTACC
259P argSerleuProGlyleulleGlyCysHisArslysSerValTyrTrpHisValIlaGlyMetGly ThrThs

cera

365 CITGAGGTGCACAGCATCTTCCTGEAGGGLTACACCTITCCTETOCGCAACCACCGTCAGGCTAGTCTIRA
293P orogliuvalHisSerIladheleuGliuGlydisThrohealeuValArgAsniisAreSlnalaseriauGlis
237 R:CEGCC::ATCA&L--wCTGALMJ&\bAGAB&—-JN&UATGGAEL-UBQELA&L&hb-:&.U.A--Gb-sc

I07P 2 .:z3ero=zolleThrPhe

LeuThzAlaGlnThslauleuMetAspleuGlyGlnPheLeuleuphelysHis

$009 L TCAGCAGCCACCAGCACGACGGTATGEAGGTCTACGTGAAGGTEGACAGCTGCCCTEAGGAGTTITTAGLTS

331P 122SersSerHisGlnHisAspGlyMecGlualaTyrvallysValAspSerCysProGluGlupraGlakeun

2081 C3CATGAAGAACAACGAGGAGGCCGAGGACTACGACGACGACTTCACCGACAGCGAGATGEARTGTGGETGIGT

3i55P ArgMetLysAsnASNGIUGLluAlaGluAspTyTAsDAspAspLeuThrAspSerGludetaspvalValary
{(Bglli/BamHI)

2153 —meGACGACGACAACAGCCCCAGC T TCATCCAGATCCGCAGCGTGGCCAAGAAGCACCTCAAGACTTEEETE

379P oheAspAspAspAsnSerProSerPhellaGlnlleArgSezValalalysLysHisProLysTh

ePentfal

1225 CACTACATCGCCGCCGAGGAS GAGGACTGEEACTACGCTCCTCTGETGCTCGCCCTCEACCACCSTAGITAS

203P wisTerrl2aladlaGluGluGluaspTosaAspTYyrAlaPrcleuvalleuAlaProAspAspArasSerTys
Eagl ’
CGGCCaCAAGTACARGAAGETEIECTTCATEGELITAC
adlyarglysTyrlyslysValazg?

TACCTGAACAACGGTTCICAGTEEA

-
TyrleudAsnAsnGliPreGlnazgil

MetAlalyT

Apal
1350 1moGACGAGACCTTCARGACCTGTGAGGCCAT ICAGCACGAGAGEGGCATCSTSEGCCITITECTETACSSEC
i51PTu-aspGluThrohelysThrargGluAlallsGlndisGluSerslylleleuGlyProleuieulyzily

FIG. 9 (l1de 3)
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1231 3:GGIC GG GACACC T T oo A TCATC T T T AAGAACCAZGCC GO I CCTTACARCATCTACETS G
-2 =

375? ciuvalGlyaspThrleuleniiellerhelysasnGlnalaserargPreTyrAsnlleTyrPrclisGly

1513 LTCACCGACGTGCGTTTICTETACAGTCCTCCIT TG T AGGGTETCAAGTACTTCGAAGGACTTCCCCATC
199P Tl :ThrAspVa lArgProleulyrSerArsArgleudrslysGlyVallysHislauLysAspPhe®Prolla
Bglll .
1585 CTGCCCGGTGAGATCTTCAAGTACAAGTGGACCTTGACTTTOGAGGACGGCCCTACCAAGAGCTACTTITGS
223) reuPreGlyGlullePhelysTyrLlysTrsThrValThzValGluaspGlyProThzlysSerAspPreArg
1657 TGCCTICGAC CCGCTACTACAGCAGETTCGTGAACATCGAGCGLGACCTEGCCAGCGGCCTGATCGGCCCICTG
47" fysLeuThrArgT) rTyrSerSerPhevalAsnMetGluArgAspleudlaserGlyleulleGlyPraleu
1729 C ~GATCTGCTACAAGGAGAGCTGTGGAC CAGCGCGGCAARTCAGATCATGAGCGACAAGCGCAACGTEATCC TS
5710 LeullecysTerysGluSe;Va l1AspGlnArgGlyAsnGlnIleMetSerAsnlysArgAsnVallIleLeuy

Keni
1801 TTCAGCGTGTITCCACGAGAACTICAGCTEGTACCTEACCTAGAACATCCAGCGLITCCTGCCCAACCCTGLT
£95» pheSexrvalPheAs pGluAsnArgSerTrpTyrleuThrGluAsnIleGlnArgPheleuProAsnProAla
=873 GGCGTGC. AGCTGGAGGATCCCSAGTTCCAGGCCAGCAACATCATECACAGCATCAACGGCTACGTGTTIGAS
£19? slyvalGinLeuGluAspProiiuPheGlnAlasSerasnllaMectzsSerIlaAsnGlyTyzValPheasy
1945 LGCCTGCAGETGAGCG TG TG TGCACCAGGTEGCCTACTGETACATCCTSAGCATCGGIGTCCAGACCSAC
643® SserLeuGlnleuServa lCysleudisGluvalalaTyrTzpTysIleleuSerlleGlyAlaGlnThrAsp
2017 TTCCTGAGCGTGTTCTTCAGCSECTACACCTTCAAGCACAAGATCGTCTACGAGGACACCCTGACCCTGTTC
667» sheLeuSerValPhePheSerslyTyrThrPhelysHislysMecValTyrGluAspThoLeuThrLeufhe
' BamHi
2089 CCC‘I'PCAGCGGCGAGACCGTG‘ITCATGAGCATGGAGAACCCCGGCCTGTGGATCCTGGGCTGCCACAACAGC

691? proPheSerGlyGluThrValPheMetsSarMetGluAsnProGlyLeuTrplleLeuGlyCysHisAsnsSer
2161 GACTTCCGCBACCGCGGCA’I‘GACCGCCC’:‘GCTGAAGGTGAGCAGCTGCGACAAGAACACCGGCGACTACTAC
715P AspPheArgAsnArgs lyMecThrAlaLleuLeulLysValSerSerCySASpLYSASNTRXGlyAspTyzTYT
2233 GAGGACAGCTACGAGGACATCAGCGCCTACCTECTCAGTARGARCAACGCCATCGAGCCCOCGCAGGCEIAGS
739 GluAspSerTyrGluAspllaSerAlaTyrLeulLeuSerlysAsnAsnAlaIleGluProArgArghrgaryg

2105 C2CGAGATCACCCGTACCACCIISCAGAGTGATTAGGAGEAGATCSACTACGACGACACCATCAGCTTSSA
~53P 2rgGlullaThrArgThzThizlsuGlnSerAsgglnsl wGlullaAaspTyraspAspTheIlaServalGlu
=277 ATGAAGAAGGAGGACTTCGACATCTACGACGRGEACGAGAACCAGAGCCTIIGCAGTTTCCAGAM

SAGCCCTCCGCAGTTTCCAGAAGAAGALCT
nSerPrcArgSerPheGlnlysLysThs

Pmil
1449 C3CCACTACTTCATCGCCGCIGTGOAGCGTTTETGGEATTACGGCATGAGTAGCAGCCCCCACGTGCTECGT

a11» ;‘rggisfryzphelleAlaAlaValGluA:gLeuT:‘;AspTyrGlyne:SerSerSerP:oHisVall’.euArq

2521 2ACCGCGCCCAGAGCGGCAGCSIGCCCCAGTTCAAGARGGTGETGTTCCAGGAGTTCACCGACGETAGCTTC
835P asnArgalaGlnSerGlyServValProGlnPhelysLysva lvalPheGlnGluPheThrAspGlySezrPhe

Apal

2593 ACCCAGRECCTGTACCGCGEICAGCTCAACCAGTACTT 3GGCCTICTAGECTCCTACATCCGCGICTAGGTG

359) mrGlnproLeuTyrArgGlyiluLeuAsnGlutisleus lyLeuLeuGlyPreTyrileArgAlaGluval
. BstEll

2665 -:AGGAC;ACATCA&L“:AC».- TCCGTAACCAGETCAGTTECCCITACAGCTTCTACAGCAGCTTSATCRGT
293P GluAspasnlleMecValThzPheArgAsnGlualasesArgfrsTyrSerPheTyrSerSerLleul laSer

2737 7a CGAGGAGGACCAGTGTTAGEECGTCTAGCTITETARGAR

 SAACTTCSTCAAGCCIAACGAGACCAAGACCTA
207" 726G 1uGluAspGlaArgGlasl

-
YAlaGluPrzargt i sasnPheValLysPr2iAsnGluThrlysThoTys
-809 TTCTGGAAGETGCAGTACCACATGGCCIITACTAA
931P pheTrsLvsValGlnHisHiskecAla?reTholw

2reThrivsAscGluPheasoCvysLvsAlaTreAlaTvefheSer

=87P MecLysLysGlUASPPheAspIlaTyTASPGluASPGLuASDGL

GCACCAGT TS SACTCCAAGGTTTSGGTTTACTTCAGT

FIG. 9 (2 de 3)
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~381 =1 CGTGoACE T CGAGARGGACETGTACAGTEGCCTCATCGECCICITCCICGETIGTACCACACTAACACTITS

tel -
as8) sspvalaspLeuGlulysasgivaliisSerGlyleullaglyProleuleuvalCysHisThzAsnTh-Leu

Eagl BStEN .

2983 LACCCTGCTCACEGITTITAGTIGALTU TGCAGCAGTTCGTCCTETTCTTCACCATCTTICGATGAGACT

235G
979" ssnPrcAlaHisGlyArgGlnvalThzValGlaGluPheAlaleuPhefheThrIlePheAspGluThzLys
3025 ~GCTGETA T TCACCCAGAACATGEIAGTSCAACTCCCCTGTCCTLTGTAACATCCAGATGEAGEACCC AL

1003P 52rTreTyT SheThrs luAsnMe:GlqugAsnC‘_fsArgA.LaPr:C'js‘AsnIl 2GlnMetGluAsSpProThy

3097 —=CAAGGAGAACTACCGTTTCCACCCTATCAACGGITACATCATGGACACCCTCCCCGGCTTGGTGATGSETS
1027® PheLysGluAsnTyTArgPhetisalalleasnGlyTyrIledetAspThrieuProGlyleuvalMecala
Kpni
31169 CaGGACCAGCGCATCCGITGGTACCTGLTGAGCATGGGTAGCAACCAGAACATCCACAGCATCCACTTCAGE
1051> G lnAspGlnArgII 2ArgTrgTyrleuleuSerMecGlySerAsnGluAsnlileHisSerIleHisPheSer
Pmil
3241 GGCCACG TG TTCACCGTGCGTAAGAAGCAGGAGTACAAGATGGCCCTGTACAACCTCTACCCCGGCGTGTTC
1075P GlyHisVa 1pheThrvValArglysLysGluGluTyrLysMetAlaLeuTyrAsnleuTyrProGlyValPhe

3313 GAGACCGTGGAGATGCTGCCCAGCAAGGTOCGLATCTGGCGLETGEAGTGCCTTATCEGCEAGCACCTGTN

1099» 31uThzvalG luMetLeuPrcierLysAlaGlyIleTrpArgValGluCyslaullaGlyGluHisLeuHis

3385 GCCGGCATGAGCACCC ST T TS TETACAGCAACARGTCECCAGACCCCCCTEEETATGGTTAGCGGCTAC

1123PalaGlyMet SerThrleuPheleuvallysSerAsnlysCysGlaThrProleuGlyMetilaSerGlyHis
Apal

3457 2TCCGCGACTTCCAGATCACCSCCAGCGETCAGTACGGTCAGTGGGTCCCCAAGCTGGCCCGCCTGCACTA

1147P 11e2AzgAspPheGlnll eThralaSerGlyGlaTyrGlyGlnTrpAlaProlysLeuAlaArgLeuHisTyr

3529 AGCGGCAGCATCAACGCCTGGAGCACCAAGGAGCCCTTCAGCTGGATCAAGGTGGACCIGCTGGCCCCCATG

1171P serGlysSerI leAsnAlaTrpSerThzlysGluProPheserTrplleLysValAspleuLeuAlaProMet

3601 ATCATCCACGGCATCAAGACCCAGGGCGCCCGCCAGAAGTTCAGCAGCCTGTACATCAGCCAGTTCATCATC
1195P r1eIleHisGlyI leLysThzGlnGlyAlaArgGlnLysPheSerSerLeuTyrileSerGlnPhellelle

3673 ,\TGTACAGCC‘Z'GGACGGCAAGF\AGTGGCAGACCTACCGCGGCAACAGCACCGGCACCCTGATGGTGTTCTTC
1219? MecTyzSerleuAspG lyLysLysTrpGlaThrTyrArgGlyAsnSezrThzGlyThrleuMecValPhePhe

(Smal/EcoRV)
3745 GGCAACGTGGACAGCAGCGGCATCAAGCACAACATCTTCAACCCTTCCATCATCGCCCGCTRCATCCGTTTS

o e e b
12437 clyAsnvalAspSerSerGlyllelysHisAsnIlePheAsnPrcProllalledladrgTyrIledrgleu

1817 CACCCTACCCACTACAGCATCISCAGCACCCTECECATGGAGCTGATGGECTCCGACCTEAACAGCTGTAGS
1267P uisproThrtisTyrSerlledrgserThrleudrgtecGluLleudecGlyCysAspleuAsnserCyssSer
3889 1 TGCCCCTGGECATGGAGAGCAAGGCCATCAGCGACGCCCAGATCACCGCCAGCAGCTACT TCACCAACATG
1291% MecProLeuGlyMetGluSerLysAlalleSerAspAlaGlnllaThrAlaSerSerTyrPheThrAsniet

1961 TTCGCCACCTGGAGCCOTAGCAAGECCCCCCTGCACCTGCAGGGTTCCAGCARCGTTTGGCGTCCCCAGRTS
1315 oheAlaThzTrpSer ProSerLysAlaArgleuHisLeuGlnGlyArgSerAsnAlaTrsArgProGlinval

BstEIll
4033 LACAACCCCAAGGAGTGGCTGCA TGGACTTCCAGAAGACCATGAAGGTGACCGGLGTGACCACCCAGRET

1339" AsnAsnProlysGluTrpleuGlnValaspPheGlnLysThrMetlysVa 1TheGlyvalTh=ThrGlnGly
! f

4108 GTGAAGAGC CTGCTGACCAGCATGTACCTGAAGGAGTTCCTGATCAGCAGCAGTCAGGACGGCCACCAGTGEG
1363» vailysserLeuLeuThrSezMecTyrVallysGluPheLeulleSersers erGlnAspGlyEisGlaTse
4177 LCCCTITTCTTCCAGAACGETAAGETCAAGETETTCCAGGGCAACCAGEACAGCTTCACCCITGTGS TCAAC
1387¢ t-rLeuPhePheGlnAsnGlyLysva lLysvalPheGlaGlyAsnGlnAspSerPheThrPravValvValasn
4249 GCCTSGACCCCCCCCTECTEACCCECTACCTGTGCATCCACCTT CAGAGCTTGGETECACCAGATCGELITS
1411% serieuAspProfroleulenThrArgTyrieudrglleHisPredlnSerTreVallisG inIleAlaLeu
Smal Hindill
4321 CECATCCAGGEIGLIGGL . GoCAGGCCTAGSACCTCTACTAGCTCITCCGEUTACAAGCTTTRC
14350 argecGluValleuGlyCysGlualaGinAspleuTyx e

FIG. 9 (3de 3)
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GGA'TCCATGCAGCGCGTGAACATGATCATGGCCGAGAGCCCCGGCCTGATCACCATCTG
CCT3CTGGGCTACCTGCTGAGCGCCGAGTGCACCGTGTTCCTGGACCACGAGAACGCCA
ACAAGATCCTGAACCGCCCCARGCGCTACAACAGCGGCARGCTGGAGGAGTTCGTGCAG
GGCAACCTGGAGCGCGAGTGCATGGAGGAGAAGTGCAGCTTCGAGGAGGCCCGCGAGGT
GTT>GAGAACACCGAGCGCACCACCGAGTTCTGGARGCAGTACGTGGACGGCGACCAGT
GCGAGAGCAACCCCTGCCTGRACGGCGGCAGCTGCARGGACGACATCAACAGCTACGAG
TGCTGGTGCCCCTTCGGCTTCGAGGGCARGAACTGCGAGCTGGACGTGACCTGCAACAT
CAAGAACGGCCGCTGCGAGCAGTTCTGCAAGAACAGCGCCGACAACAAGGTGGTGTGCA
GCTGCACCGAGGGCTACCGCCTGGCCGAGRACCAGAAGAGCTGCGAGCCCGCCGTGCCC
TTCCCCTGCGGCCGCGTGAGCGTGAGCCAGACCAGCARGCTGACCCGCGCCGAGACCGT
GTTCCCCGACGTGGACTACGTGAACAGCACCGAGGCCCAGACCATCCTGGACARCATCA
CCCAGAGCACCCAGAGCTTCAACGACTTCACCCGCGTGGTGGGCGGCCGAGGACGCCARG
CCCGGCCAGTTCCCCTGGCAGGTGGTGCTGAACGGCAAGCTGGACGCCTTCTGCGGLGE
CAGCATCGTGAACGAGAAGTGGATCGTGACCGCCGCCCACTGCGTGGAGRCCGGCGTGA
AGATCACCGTGGTGGCCGGCGAGCACAACATCGAGGAGACCGAGCACACCGAGCAGARG
. CGCAACGTGATCCGCATCATCCCCCACCACAACTACARRCGCCGCCATCAACAAGTACAA
. CCACGACATCGCCCTGCTGGAGCTGGACGAGCCCCTGGTGCTGAACAGCTACGTGACCC
CCATCTGCATCGCCGACAAGGAGTACACCAACATCTTCCTGARGT TCGGCAGCGGCTAC
GTGAGCGGCTGGGGCCEGCGTGTTCCACAAGGGCCGCAGCGCCCTGGTGCTGCAGTACCT
GCGCGTGCCCCTGGTGGACCGCGCCACCTGCCTGCGCAGCACCAAGTTCACCATCTACA
ACAACATGTTCTGCGCCGGCTTCCACGAGGGCGGCCGCGACAGCTGCCAGGGCGACAGC
GGCGGCCCCCACGTGACCGAGGTGGAGGECACCAGCTTCCTGACCGGCATCATCAGCTG
GGGCGAGGAGTGCGCCATGAAGGGCARGTACGGCATCTACRCCAAGGTGAGCCGCTACG
TGAACTGGATCARGGAGARGACCAAGCTGACCTRAATGAAAGATGGATTTCCARGGTTAA
TTCATTGGAATTGAAAATTAACAGGGCCTCTCACTAACTAATCACTTTCCCATCTTTTG
TTAGATTTGAATATATACATTCTAGGATCC
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GGATCCGCTAGAGCGGARARTTTATGCTGTCCGGTCACCGTGACAATGCAGCTGCGCAAC
CCCGAGCTGCACCTGGGCTGCGCCCTGGCCCTGCGCTTCCTGGCCCTGETGAGCTGGGA
CATCCCCGGCGCCCECEGCCCTGGACAACGGCCTGGCCCGCACCCCCACCATGGGCTGGC
TGCACTGGGAGCGCTTCATGTGCARCCTGGACTGCCAGGAGGAGCCCGACAGCTGCATC
AGCGAGRAGCTGTTCATGGAGATGGCCGAGCTGATGGTGAGCGAGGGCTGGAAGGACGC
CGGCTACGAGTACCTGTGCATCGACGACTGCTGGATGGCCCCCCAGCGCGACAGCGAGGE
GCCGCCTGCAGGCCGACCCCCAGCGCTTCCCCCACGGCATCCGCCAGCTGGCCARCTAC
GTGCACAGCAAGGGCCTGAAGCTGGGCATCTACGCCGACGTGGGCAACAAGACCTGCGC
CGGCTTCCCCGGCAGCTTCGGCTACTACGACATCGACGCCCAGACCTTCGCCGACTGGG
GCGTGGACCTGCTGARGTTCGACGGCTGCTACTGCGACAGCCTGGAGARCCTGGCCGAC
GGCTACAAGCACATGAGCCTGGCCCTGAACCGCACCGGCCGCAGCATCGTGTACAGCTG
CGAGTGGCCCCTGTACATGTGGCCCTTCCAGAAGCCCAACTACACCGAGATCCGCCAGT
ACTGCARCCACTGGCGCAACTTCGCCGACATCGACGACAGCTGGAAGAGCATCARGAGC
- ATCCTGGACTGGACCAGCTTCAACCAGGAGCGCATCCTGGACGTGGCCGGCCCCGGLGE
CTGGAACGACCCCGACATGCTGGTGATCGGCAACTTCGGCCTGAGCTGGAACCAGCAGG
TGACCCAGATGGCCCTGTGGGCCATCATGGCCGCCCCCCTGTTCATGAGCAACGACCTG
CGCCACATCAGCCCCCAGGCCARGGCCCTGCTGCAGGACARGGACGTGATCGCCATCAA
CCAGGACCCCCTGGGCAAGCAGGGCTACCAGCTGCGCCAGGGCGACAACTTCGRGGTGT
' BGGAGCGCCCCCTGAGCGGCCTGGCCTGGGCCGTGGCCATGATCARCCGCCAGGAGATC
GGCGGCCCCCGCAGCTACACCATCGCCGTGGCCAGCCTEGGGCAAGGGCETGGCCTGCAA
CCCCGCCTGCTTCATCACCCAGCTGCTGCCCGTGAAGCGCAAGCTGGGCTTCTACGAGT
GGACCAGCCGCCTGCGCAGCCACATCAACCCCACCGGCACCGTGCTGCTGCAGCTGGAG
AACACCATGCARGATGAGCCTGAAGGACCTGCTGTAARAARRARAAARACTCGAG

7;’5_ /#
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