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DESCRIPCION
Variantes de factor VIl optimizadas mediante codones y promotor sintético especifico para el higado
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una secuencia codificadora optimizada de factor ocho (VIIl) de coagulacion sanguinea
humana. Ademas, la invencion se refiera a vectores como rAAV para la introduccién de la secuencia de factor VIII
optimizado en células para llevar a cabo su expresion. La invencion se refiere también a células transformadas con
estos vectores, animales transgénicamente modificados que contienen células modificadas usando los vectores y
usos terapéuticos que utilizan los vectores en una propuesta de sustitucién génica.

Antecedentes de la invencion

Los inventores estan interesados en el desarrollo de una estrategia de transferencia génica segura y eficaz para el
tratamiento de la hemofilia A (HA), el trastorno sanguineo heredado mas comun. Esto representaria un avance
clinico considerable con implicaciones significativas para otros trastornos congénitos que carecen de tratamiento
eficaz. Los inventores ya han desarrollado una propuesta alentadora de terapia génica para la hemofilia B usando
vectores virales recombinantes adeno-asociados (rAAV). La hemofilia A plantea varios retos nuevos debido a las
propiedades moleculares y bioquimicas distintas del factor VIII humano (hFVIIl), una molécula que es mutada en
esta enfermedad. Estas incluyen el tamafio relativamente grande del hFVIIl cDNA y el hecho de que la expresion de
proteinas de hFVIII es altamente ineficaz. Los inventores han comenzado a abordar algunas de estas limitaciones a
través de avances de la tecnologia de vectores y el desarrollo de una variante de hFVIII nueva mas potente (codop-
hFVIII) que puede ser eficazmente envasada en rAAV.

La hemofilia A (HA) es un trastorno sanguineo conectado a x que afecta aproximadamente a uno de cada uno 5.000
varones, que esta provocada por mutaciones en el gen de factor VIII (FVIII), que codifica un cofactor esencial en la
cascada de coagulacién. Los pacientes de HA grave (>50% de los pacientes) tienen menos de 1% de la actividad
normal de FVIIl y adolescen de hemorragias espontaneas en articulaciones que soportan peso y tejidos blandos,
que provocan una incapacidad permanente y ocasionalmente la muerte. El patrén habitual para el cuidado de la HA
consiste en concentrados de proteina de hFVIII recombinante, que puede detener la hemorragia pero que no evita el
deterioro crénico que surge después de una hemorragia. La administracién profilactica de concentrados de factor
para mantener los niveles de FVIIl en plasma por encima de 1% (>2 ng/ml) conduce a una reduccion considerable
de la hemorragia esponténea y la artropatia cronica. Sin embargo, la semivida del FVIII es corta (8-12 horas)
necesitando tres administraciones intravenosas de concentrados por semana. Esto es prohibitivamente caro (>100
mil libras esterlinas/afno/paciente), es altamente invasiva y requiere tiempo. Debido al coste y el suministro limitado,
por encima de un 75% de los pacientes de HA grave no reciben ningiin tratamiento o solamente exporadicos con
concentrados de FVIII. Estos individuos se enfrentan a una vida enormemente acortada con dolor e incapacidad.

Por lo tanto, se ha prestado atencién a una terapia génica somatica para HA debido a su capacidad potencial para
una curacion a través de la producciéon endégena continua de FVIII a continuacién de una administracion Unica de
vector. La hemofilia A estd de hecho bien adecuada para una propuesta de sustitucién génica porque sus
manifestaciones clinicas son completamente atribuibles a la falta de un producto de gen unico (FVIII) y circula en
cantidades diminutas (200 ng/ml) en el plasma. No es esencial un control estrictamente regulada de la expresion
génica y un aumento modesto en el nivel de FVIIl (>1% del normal) puede mejorar el fenotipo grave. La
disponibilidad de modelos animales que incluyen ratones desprovistos de FVIIlI y perros con hemofilia A puede
facilitar una evaluacion preclinica extensiva de estrategias de terapias génicas. Finalmente, las consecuencias de la
transferencia de genes puede ser valorada usando una cuantificacién simple en lugar de puntos finales cualitativos,
que puede ser facilmente ensayada en la mayoria de los laboratorios clinicos, lo0 que contrasta con otros objetivos de
terapias génicas en los que la expresion es dificil de valorar o esta influenciada por factores adicionales como el flujo
de sustrato.

Han sido realizado tres ensayos de fase | de transferencia génica hasta ahora para la HA usando un suministro de
genes in vivo directo de vectores onco-retro-o adeno-virales asi como un trasplante autélogo de fibroblastos
autélogos modificados mediante plasmidos. No se consiguid la expresion estable de hFVIII por encima de 1%. Estos
estudios preclinicos y los posteriores resaltaron los obstaculos bioldgicos criticos graves para una terapia génica
satisfactoria de la HA.

El tratamiento celular de la molécula de FVIII de longitud completa de tipo salvaje es altamente complejo y la
expresion se confunde con la inestabilidad de mRNA, la interaccion con acompanantes del reticulo endoplasmico
(ER), y una necesidad de un transporte facilitado desde el ER hasta el aparato de Golgi a través de una interaccién
con lectina LMAN1 de unién a manosa. Sin embargo, han sido desarrolladas variantes de FVIII mas potentes y
nuevas a través de avances progresivos en la comprension de la biologia de la expresion de FVIII. Por ejemplo, los
estudios bioquimicos demostraron que el dominio B de FVIII era suministrable para la actividad del cofactor VIII. La
supresion del dominio B dio lugar a un aumento de 17 veces en los niveles de mRNA sobre el FVIII de tipo salvaje y
de longitud completa y un aumento de 30% en la proteina secretada. Esto condujo al desarrollo de concentrado de
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proteina FVIII desprovista de dominio B (BDD), que es ampliamente usada en la actualidad en el campo clinico. Sin
embargo, unos estudios recientes indican que el hFVIIl de longitud completa y BDD se pliegan mal en el Lumen del
ER, dando lugar a la activaciéon de la respuesta de proteinas no plegadas (UPR) y la apoptosis de hepatocitos de
muridos. Sin embargo, la adicion de un separador de dominios B corto, con elevado contenido de oligosacaridos
conectados a asparagina, a BDD-FVIII (=N6-FVIIl) resuelve este problema en parte a través de un transporte
mejorado desde el ER hasta el aparato de Golgi. El N6-FVIIl es secretado a niveles 100 veces superiores al FVIII de
tipo salvaje y de longitud completa, pero los inventores creen que la secrecion de FVIII puede ser mejorada
adicionalmente a través de la modificacion del genoma de FVIIL.

El rAAV muestra habitualmente las mejores previsiones para los trastornos crénicos como la HA debido a su
excelente perfil de seguridad. Ademas, los inventores y otros han mostrado que una administracién Unica de vector
rAAV es suficiente para dirigir la expresién transgénica a largo plazo sin una toxicidad significativa en una diversidad
de modelos animales que incluyen primates no humanos. La integracién del provirus rAAV ha sido descrita, pero a
una frecuencia que es excesivamente baja y comparable a la del DNA de plasmido. Por lo tanto, la expresion
transgénica estable esta mediada principalmente por genomas de rAAV episomalmente retenidos en los tejidos post-
mitéticos, reduciendo asi el riesgo de una oncogénesis insercional. Esto contrasta con los vectores integrantes que
se ha mostrado que provocan un trastorno linfoproliferativo en nifios con SCID-XI. Aunque recientemente se ha
informado de resultados alentadores en pacientes que sufren enfermedad de Parkinson y amaurosis congénita de
Lever a continuacion de una transferencia génica mediada por rAAV, hasta recientemente el tamano grande del
hFVIIl ¢ de NA (-7 Kb), que sobrepasa la capacidad de envasado relativamente pequefa de rAAV de ~ 4,7 a 4,9 Kb,
a limitado el uso de este vector para la HA. Un informe reciente de Pierce y colaboradores demostro la expresion a
largo plazo (>4 afos) de FVIII canino con supresion de dominio B (BDD) a un 2,5-5% de lo normal a continuacion de
una administracion Unica de rAAV en perros con hemofilia A. Sin embargo, la expresion mediada por rAAV de FVIII
humano no ha sido establecida hasta el mismo grado.

Actualmente, la complicacion méas grave y comprometedora del tratamiento con concentrados de FVIII es el
desarrollo de anticuerpos neutralizantes para FVIII (inhibidores de FVIIl) que se produce en hasta un 30% de
pacientes con HA. Estos inhibidores anulan los efectos biolégicos de los concentrados de FVIII y hacen que sea
dificil tratar episodios de hemorragias, excepto con agentes de derivacion como factor VIl activado recombinante
(rFVIla). El csoste significativo del rFVlla (~ 500.000 libras esterlinas por episodio de cirigia ortopédica) y la toxicidad
(por ejemplo, trombosis) Excluyen el uso profilactico. La inducciéon de la tolerancia inmune (ITl) es un objetivo
alternativo, pero es menos eficaz en pacientes con inhibidores de titulacién elevada de permanencia prolongada. De
hecho, se ha conseguido una tolerancia periférica en algunos pacientes con inhibidores de FVIII irresolubles a
continuacion de un trasplante de higado, sugiriendo que la expresion enddgena a largo plazo y estable de hFVIII
puede ser importante para conseguir la tolerancia. Los datos de los inventores en ratones y primates no humanos y
los de otros muestran que la transferencia génica dirigida al higado con rAAV favorecen un estado de tolerancia
permanente hacia el transgen a través de la expresién de células T reguladoras especificas de transgenes (Tregs).

Por lo tanto, la transferencia génica puede proporcionar un medio alternativo para la prevencion y erradicacién de
inhibidores irresolubles.

Una leccion clave de los ensayos clinicos previos con rAAV es que los estudios clinicos previos necesitan ser
evaluados en un contexto relevante para seres humanos. Por lo tanto, han sido enfocados en primates no humanos
para la evaluacion de vectores rAAV porque, como en seres humanos, los macacos son hospedantes naturales para
una infeccion de AAV. Esto proporciona un oportunidad importante para evaluar la eficacia de la transferencia génica
con vectores de rAAV en animales de raza no pura previamente sensibilizados con AAV de tipo salvaje, lo que no es
posible con modelos de muridos o caninos. Finalmente, las autoridades reguladoras en Europa y los estados Unidos
estan requiriendo ahora estudios preclinicos de seguridad y eficacia en primates no humanos como una condicién
para la autorizaciéon de un ensayo clinico.

Para superar las desventajas anteriormente mencionadas, los inventores han creado una secuencia mejorada de
nucleétidos aislados que codifican el factor VIII junto con un nuevo promotor.

Sumario de la invencion

En un primer aspecto, la presente invencion proporciona una molécula aislada de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucle6tidos que tiene una identidad de al menos 90% respecto a la secuencia de nucledtidos de la
SEC ID N2 1 y que codifica factor VIII funcional (fVIIl o FVIII).

La presente invencion proporciona también un vector que comprende una molécula de &cido nucleico que
comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos 90% respecto a la secuencia de
nucleétidos de la SEC ID N 1 y que codifica factor VIII funcional.

Ademas, la presente invencion proporciona un célula hospedante que comprende una molécula de &cido nucleico
como se describid anteriormente o un vector como se describié anteriormente.
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Adicionalmente, la presente invencién proporciona un animal transgénico que comprende células que comprenden
una molécula de acido nucleico o un vector como se describié anteriormente.

Ademas, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico como se describié anteriormente o un
vector como se describié anteriormente para un uso en terapia.

Adicionalmente, la presente invencion proporciona una molécula de acido nucleico como se describi6é anteriormente
0 un vector como se describié anteriormente para un uso en el tratamiento de hemofilia.

La molécula de &cido nucleico anteriormente descrita puede comprender adicionalmente una secuencia de
nucleétidos que tiene una homologia de al menos 85% respecto a la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N2 3.
Esta secuencia de nucleotidos es un promotor.

La presente invencion proporciona también un método para la preparacion de un vector de suministro de genes
parvovirales, comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar una célula de insecto que comprende uno 0 mas constructos de acidos nucleicos que comprenden:

(i) una molécula de acido nucleico como se describié anteriormente que estd flanqueada por al menos una
secuencia de nucleottidos repetida, terminal, invertida y parvoviral;

(i) un primer cassette de expresién que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas proteinas
Rep parvovirales que esta funcionalmente conectado a un promotor que es capaz de conducir la expresién de la(s)
proteina(s) Rep en la célula de insecto;

(iii) un segundo cassette de expresion que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una o mas
proteinas de la capsid que esta funcionalmente conectado a un promotor que es capaz de conducir la expresion de
la(s) proteina(s) de la capside en la célula de insecto;

(b) cultivar la célula de insecto definida en el apartado (a) bajo condiciones que conduzcan a la expresién de la Rep
y las proteinas de la capside; y, opcionalmente,

(c) recuperar el vector de suministro de gen parvoviral.
Descripcion detallada de la invencion

Segun un aspecto de la invencion, se proporciona una molécula aislada de acido nucleico que comprende una
secuencia de nucleotidos que tiene una homologia sustancial respecto a la secuencia de nucleétidos de la SEC ID
N? 1. La expresion “homologia sustancial” puede ser adicionalmente definida con respecto a una homologia
porcentual. Esto se expone mas en detalle con posterioridad pero, de forma breve, la secuencia de nucleétidos tiene
una homologia de al menos 90% (también definida como identidad) respecto a la secuencia de nucledtidos de la
SEC ID N2 1.

El término “aislada”, cuando se usa en relacion con una molécula de &cidos nucleicos de la invencién, se refiere
normalmente a una secuencia de acidos nucleicos que esta identificada y separa de al menos un acido nucleico
contaminante que esta ordinariamente asociado en su fuente natural. El acido nucleico aislado puede estar presente
en una forma o ajuste que es diferente del que se encuentra en la naturaleza. Por el contrario, los acidos nucleicos
no aislados son acidos nucleicos como DNA y RNA que se encuentran en el estado que existe en la naturaleza. Por
ejemplo, una secuencia de DNA dada (por ejemplo, un gen) se encuentra en el cromosoma de células hospedantes
en las proximidades de genes vecinos; las secuencias de RNA, como una secuencia de mRNA especifica que
codifica una proteina especifica, se encuentran en la célula en forma de una mezcla con otros numerosos mRNAs
que codifican una multitud de proteinas. La molécula de &cidos nucleicos aislada de la invencion puede estar
presente en una forma de cadena Unica o de cadena doble. Cuando una molécula de acidos nucleicos aislada va a
ser utilizada para expresar una proteina, normalmente contendra como minimo la cadena de sentido o codificadora
(es decir, la molécula de acidos nucleicos puede ser de cadena unica), pero puede contener las cadenas tanto de
sentido como de anti-sentido (es decir, la molécula de acidos nucleicos puede ser de cadena doble).

La molécula de acidos nucleicos de la invencién tiene una homologia de al menos 90% y, méas preferentemente, al
menos 95%, por ejemplo una homologia de al menos 98% respecto a la secuencia de nucledtidos de la SEC ID N®
1. Preferentemente tiene también una homologia de al menos 70%, méas preferentemente al menos 75% y mas
preferentemente al menos 80% respecto al factor VIII de tipo salvaje. Ademas, la molécula de acidos nucleicos
codifica una proteina de factor VIII funcional, es decir, codifica el cofactor VIl que cuando es expresado tiene la
funcionalidad del factor VIII de tipo salvaje. La Molécula de acidos nucleicos, cuando es expresada en un sistema
adecuado (por ejemplo, una célula hospedante), produce una proteina de factor VIII funcional a un nivel
relativamente elevado. Como el factor VIII que es producido es funcional, tendra una conformacién que es la misma
que al menos una parte del factor VIl de tipo salvaje. En una realizacion, el factor VIII producido mediante el acido
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nucleico tendra la misma conformacién que el factor VIII N6 que ha sido previamente descrito. Una proteina de
factor VIII funcional producida mediante la invencion permite que tenga lugar al menos algo de coagulacién de
sangre en un sujeto. Esto provoca una disminucion en el tiempo que tarda la sangre en coagular en un sujeto que
padezca de hemofilia. El factor VIl normal participa en la coagulacién sanguinea a través de la cascada de
coagulacion. El factor VIII normal es un cofactor para el factor IXa que, en presencia de Ca*? y fosfolipidos forma un
complejo que convierte el factor X en la forma Xa activada. Por lo tanto, una proteina de factor VIII funcional segun
la invencién puede formar un complejo funcional con el factor 1Xa que puede convertir el factor X en forma Xa
activada.

Las secuencias de nuclettidos de factor XVIII previamente usadas han tenido problemas con la expresion de la
proteina funcional. Esto se cree que es debido a un expresion ineficaz de mRNA, plegado erréneo de la proteina con
posterior degradacion intracelular y transporte ineficaz del producto de traducciéon primaria desde el reticulo
endoplasmico hasta el aparato de Golgi. Los inventores han encontrado que la molécula de acidos nucleicos
proporcionada por la invencién provoca niveles sorprendentemente elevados de expresion de una proteina de factor
VIII tanto in vitro como in vivo. Esto significa que esta molécula de &cidos nucleicos podria ser usada en terapia
génica para tratar hemofilia como la hemofilia A.

La secuencia de nucleétidos de la SEC ID N2 1 es una secuencia de &cidos nucleicos de factor VIII humano
optimizado mediante codones que esta basada en la secuencia correspondiente a la secuencia de nucleétidos de
factor VIII N6. La secuencia de nucleétidos de factor VIII N6 es una secuencia de factor VIl de la que el dominio B
ha sido agotado y sustituido con un separador corto de dominio B, con elevado contenido de oligosacaridos
conectados a asparagina, que mejora el transporte de N6-FVIIII desde el ER hasta el aparato de Golgi.

Los inventores han mostrado que la SEC ID N® 1 y las secuencias que son similares a la misma, es decir, las
secuencias que tienen un nivel relativamente elevado de homologia, muestran todas sorprendentemente unos
niveles elevados de expresion de proteina funcional. A este respecto, las SEC ID N? 4, 5, 6 y 7 son también
secuencias de acidos nucleicos de factor VIl optimizadas mediante codones, cuyo % de homologia es 88%, 77%,
82% y 97%, respectivamente, en comparacion con la SEC ID N° 1.

Una secuencia de nucleodtidos de la invencion puede tener al menos aproximadamente 400, al menos
aproximadamente 650, al menos aproximadamente 890, al menos aproximadamente 1140, al menos
aproximadamente 1380, al menos aproximadamente 1530 de todos los codones que codifican el factor VIII funcional
que es idéntico a los codones (en las posiciones correspondientes) en la SEC ID N® 1.

La secuencia de nucleétidos de la SEC ID N? 4 es una secuencia de acidos nucleicos de factor VIl optimizada
mediante codones que estd basada en la secuencia de una secuencia de nucleétidos de factor VIII SQ N6. La
secuencia de nucleétidos de factor VIII SQ N6 es una secuencia de factor VIl de la que el dominio B ha sido
agotado y suprimido con una conexion SQ de 14 aminodacidos entre los dominios a2 y a3. En la conexién SQ, ha
sido insertado un dominio N6 B.

La secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 5 es una secuencia de acidos nucleicos de factor VIl optimizada
mediante codones que estd basada en la secuencia de una secuencia de nucledtidos de factor VIII SQ. La
secuencia de nucleédtidos de factor VIII SQ es una secuencia de factor VIl de la que el dominio B ha sido agotado y
sustituido con una conexién SQ de 14 aminoacidos entre los dominios a2 y a3. La presencia de la conexién SQ en el
complejo favorece una escisién intracelular eficaz del producto de traduccion de cadena Unica primario de 170 kDa
debido a los residuos basicos de arginina que forman un resto de reconocimiento para la escision proteolitica
mediante la proteasa furina de tipo subtilisina unida a membrana.

La secuencia de nucleétidos de la SEC ID N® 6 es una secuencia de acidos nucleicos de factor VIl optimizado
mediante codones que estd basada en una secuencia de la secuencia de nucleétidos de factor VIl de factor B SQ.
PEZ teleésteo Fugu rubripes. El dominio de Fugu B tiene una concentracion de sitios de glicosilacién conectados a
N que mejora grandemente el trafico intracelular y la expresién de la secuencia.

La secuencia de nucleétidos de la SEC ID N® 7 es una secuencia de acidos nucleicos de factor VIl optimizado
mediante codones que esta basada en la secuencia de la secuencia de nucleétidos de factor VIII N6.

En una realizacion, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos de la invencién puede comprender una
secuencia de nucleétidos que codifica una conexién SQ en la proteina de factor VIII. La secuencia de aminoacidos
del conector SQ es preferentemente la secuencia de la SEC ID N° 18.

En otra realizacion, cualquiera de las moléculas de &cidos nucleicos de la invencién puede comprender una
secuencia de nucleétidos que codifica un dominio b N6 en la proteina de factor VIII.

En una realizacién adicional, cualquiera de las moléculas de acidos nucleicos de la invencion puede comprender una
secuencia de nucledtidos que codifica un dominio Fugu B en la proteina de factor VIII.
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El acido nucleico de la invencién puede comprender una conexion SQ y un dominio B N6 en la proteina de factor
VIII, o una conexiéon SQ y un dominio Fugu B en la proteina de Factor VIII.

Generalmente, la optimizacion mediante codones no cambia el aminoacido para el que codifica cada codén.
Simplemente cambia la secuencia de nucleétidos de forma que es mas probable que sea expresada a un nivel
relativamente elevado en comparaciéon con la secuencia no optimizada con codones. Por lo tanto, en una
realizacién, la molécula de &cidos nucleicos de la invencién codifica una proteina que tiene entre 0 y 350, entre 0 y
300, entre 0 y 250, entre 0 y 200, entre 0 y 150, entre 0 y 100, entre 0 y 50, entre 0 y 30, entre 0 y 20, entre 0 y 15,
entre 0 y 10, entre 0 y 5 cambios de aminoacidos para la proteina codificada mediante la secuencia de nucleétidos
dela SEC ID N® 1 ola SEC ID N? 7. Esto significa que la secuencia de nucle6tidos del acido nucleico de la invencion
puede ser diferente pero cuando son traducidas a la secuencia de aminoacidos de la proteina que es producida
difiere solamente en entre 0 y 10 aminoé&cidos. Preferentemente, cualesquiera cambio de aminoéacidos codificados
para el acido nucleico de la invencién, en comparacién con la SEC ID N2 1 o la SEC ID N° 7 estan en la parte de la
secuencia que sustituyd el dominio B de la proteina de factor VIII, es decir, los cambios no se producen en otros
dominios de la proteina como los dominios A1, a1, A2, a2, a3, A3, C1 o C2. Los cambios de aminodcidos en los
otros dominios de la proteina de factor VIIl afectan a la actividad biolégica de la proteina de factor VIII.

Ademas, la molécula de &cidos nucleicos de la invenciéon puede codificar una proteina que es codificada por la
secuencia de nucledtidos de la SEC ID N2 1 o la SEC ID N? 7. Esto significa que las secuencias de nucleétidos del
acido nucleico de la invencién pueden ser diferentes, pero cuando son traducidas, la secuencia de aminodacidos de
la proteina que es producida es la misma.

En una realizacién preferida de la invencion, la secuencia de nucleétidos que codifica un factor VIII funcional tiene
una desviacion mejorada del uso de codones para la célula humana en comparacion con la secuencia de
nucleétidos que se produce de forma natural que codifica la correspondiente secuencia no optimizada mediante
codones. La adaptabilidad de una secuencia de nucleétidos que codifica un factor VIl funcional para el uso de
codones de células humanas puede ser expresada en forma de un indice de adaptacion de codones (CAl). Un
indice de adaptacion de codones se define en la presente memoria descriptiva como una medicion de la
adaptabilidad relativa del uso de codones de un gen hacia el uso de codones de genes humanos altamente
expresados. La adaptabilidad relativa (w) de cada coddn es la relacion del uso de cada coddn, respecto a la del
coddén méas abundante para el mismo aminoacido. El CAl se define como la media geométrica de estos valores de la
adaptabilidad relativa. Los codones no sindnimos y los codones de terminacion (dependientes del codigo genético)
son excluidos. Los valores del CAl varian en el intervalo de 0 a 1, en que los valores suprimidos indican una
proporcion superior de los codones mas abundantes (véase Sharp and Li , 1987, Nucleic Acids Research 15: 1281-
1295; véase también: Kim et al., Gene. 1997, 199:293-301; zur Megede et al., Journal of Virology, 2000, 74: 2628-
2635). Preferentemente, una molécula de acidos nucleicos que codifica un factor VIII tiene un CAl de al menos 0,8,
0,85, 0,90, 0,92, 0,94, 0,95, 0,96 0 0,97.

En una realizacién particular, la molécula de acidos nucleicos codifica una proteina que comprende la secuencia de
la SEC ID N2 2 o la SEC ID N? 21 que tiene entre 0 y 250, entre 0 y 200, entre 0 y 150, entre 0 y 100, entre 0 y 50,
entre 0 y 30, entre 0 y 20, entre O y 15, entre 0 y 10 o entre 0 y 5 cambios de amino&cidos en la misma. Si la
molécula de acidos nucleicos codifica una proteina que comprende la secuencia de la SEC ID N2 2 o la SEC ID N¢
21 que tiene cambios para cualquiera de los amino&cidos, la proteina debe ser todavia una proteina funcional. Un
experto en la técnica apreciara que se pueden hacer cambios menores para algunos de los aminoacidos de la
proteina sin afectar a la funcién de la proteina. Preferentemente, los cambios de aminoacidos estan en la parte de la
secuencia que sustituye al dominio B de la proteina del factor VIII, es decir, los cambios no se producen en otros
dominios de la proteina como los dominios A1, a1, A2, a2, a3, A3, C1 o C2. En otras realizaciones, la molécula de
acidos nucleicos puede codificar una proteina que comprende o consiste en la secuencia de la SEC ID N2 2 o la
SEC ID N@ 21.

Estaria dentro de las capacidades de un experto en la técnica producir una molécula de acidos nucleicos segun la
invencion. Esto se podria hacer, por ejemplo, usando una sintesis quimica de una secuencia dada.

Ademas, un experto en la técnica seria capaz facilmente de determinar si un acido nucleico segun la invencion
expresa una proteina funcional. Los métodos adecuados serian evidentes para los expertos en la técnica. Por
ejemplo, un método in vitro adecuado incluye insertar el &cido nucleico en un vector, como un vector lentiviral o AAW
transducir células hospedantes, como células 293T o HelLa con el vector y valorar la actividad de factor VIII.
Alternativamente, un método in vivo adecuado incluye transducir un vector que contiene el acido nucleico en ratones
hemofilicos y valorar el factor VIII funcional en el plasma de los ratones. Se describen métodos adecuados mas en
detalle con posterioridad.

El acido nucleico puede ser cualquier tipo de acido nucleico compuesto por nucleétidos. El acido nucleico debe ser
capaz también de ser expresado de forma que se produzca una proteina. Preferentemente, el acido nucleico es
DNA o RNA.

La molécula de &cidos nucleicos comprende preferentemente una secuencia de nucleétidos seleccionada entre la
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secuencia de la SEC ID N° 1 y la SEC ID N° 7. La molécula de &cidos nucleicos puede consistir en una secuencia de
nucleétidos seleccionada entre la secuencia de la SEC ID N2 1 y la SEC ID N? 7. En una realizacién, la molécula de
acidos nucleicos consiste en la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N¢ 1.

También se proporciona un vector que comprende la molécula de acidos nucleicos de la invencién. El vector puede
ser cualquier vector apropiado, incluidos vectores virales y no virales. Los vectores virales incluyen vectores lenti-
adeno- y herpes-virales. Preferentemente es un vector viral recombinante adeno-asociado (rAAW) o un vector
lentiviral. Alternativamente, pueden ser usados sistemas no virales que incluyen DNA purificado (con o sin regiones
de unién a cromatina) o DNA conjugado que es introducido en la células mediante diversos métodos de transfeccion
como lipidos o electroporacion.

El vector comprende también preferentemente otros componentes necesarios para la expresién de la molécula de
acidos nucleicos, como promotores. Pueden ser usados cualesquiera promotores, como LP1, HCR-hAAT, ApoE-
hAAT y LSP. Estos promotores se describen méas en detalle en las siguientes referencias: LP1: Nathwani A. et al.
Blood. 2006 April 1; 107(7): 2653-2661; HCR-hAAT: Miao CH et al. Mol Ther. 2000;1: 522-532; ApoE-hAAT:
Okuyama T et al. Human Gene Therapy, 7, 637-645 (1996); and LSP: Wang L et al. Proc Natl Acad Sci U S A. 1999
March 30; 96(7): 3906-3910..

Se proporciona un promotor particular preferido particular. Este es un promotor que comprende una secuencia de
nucleétidos que tiene una homologia sustancial a la secuencia de nucleotidos de la SEC ID N° 3. El promotor es
especifico para el higado. En una realizacién, la molécula de acidos nucleicos anteriormente descrita comprende
ademas una secuencia de nucleétidos que tiene una homologia sustancial a la secuencia de nucleétidos de la SEC
ID N2 3. La expresion “homologia sustancial” puede ser definida adicionalmente con referencia a un porcentaje de
homologia. Esto se expone mas en detalle con posterioridad.

Un vector segun la invencion puede ser un vector de suministro de genes. Este vector de suministro de genes puede
ser un vector de suministro de genes viral 0 un vector de suministro de genes no viral.

El suministro de genes no viral se puede llevar a cabo usando DNA purificado que es el método mas simple de
transfeccion no viral. Puede ser posible, por ejemplo, administrar un acido nucleico de la invencién usando un DNA
de plasmido purificado. Alternativamente, pueden ser usados métodos como electroporacién, sonoporacion o
mediante el uso de una “pistola de genes”, que dispara particulas de oro revestidas con DNA en la célula usando,
por ejemplo, un gas a presién elevada o una pistola de calibre 22 invertida.

Para mejorar el suministro de un acido nucleico a una célula, puede ser necesario protegerlo del deterioro y puede
ser facilitada su entrada en la célula. Con esta finalidad, pueden ser usados lipoplejos y poliplejos que tienen la
capacidad de proteger un acido nucleico de una degradacién no deseable durante el procedimiento de transfeccion.

El DNA de plasmido puede ser revestido con lipidos en una estructura organizada como una micela o un liposoma.
Cuando la estructura organizada es complejada con DNA se denomina lipoplejo. Pueden ser usados lipidos
anionicos y neutros para la construccién de lipoplejos para vectores sintéticos. Sin embargo, preferentemente,
pueden ser usados lipidos catiénicos, debido a su carga positiva, para condensar negativamente moléculas de DNA
con carga negativa con el fin de facilitar la encapsulacion de DNA en forma de liposomas. Puede ser necesario
anadir lipidos Helper (habitualmente lipidos eléctricamente neutros como DOPE) a lipidos catiénicos con el fin de
formar lipoplejos.

Los complejos de polimeros con DNA, denominado poliplejos, pueden ser usados para suministrar un acido nucleico
de la invencién. La mayoria de los poliplejos consisten en polimeros catidnicos y su produccion esta regulada
mediante interacciones ionicas. Los poliplejos normalmente no pueden liberar su contenido de DNA en el
citoplasma. Por tanto, puede ser necesaria una co-transfeccion con agentes endosoma-liticos (para lisar el
endosoma que se prepara durante la endocitosis, el procedimiento mediante el cual el poliplejo entra en la célula),
como adenovirus inactivados.

Pueden ser usados métodos hibridos para suministrar un acido nucleico de la invencién que combine dos o mas
técnicas. Los virosomas son un ejemplo, combinan liposomas con un HIV inactivado o virus gripal. Otros métodos
incluyen la mezcla de otros vectores virales con lipidos catiénicos o virus hibridantes y pueden ser usados para
suministrar un acido nucleico de la invencion.

Puede ser usado un dendrimero para suministrar un acido nucleico de la invencion, en particular, un dendrimero
cationico, es decir, uno con una carga superficial positiva. Cuando esté en presencia de un material genético como
DNA o RNA, la complementaridad de la carga conduce a una asociacion temporal del acido nucleico con el
dendrimero cationico. Al alcanzar su destino, el complejo de dendrimero-acido nucleico es seguidamente importado
a la célula a través de endocitosis.

Mas normalmente, puede ser usado un vector de suministro de genes virales adecuado para suministrar un acido
nucleico de la invencion. Los vectores virales adecuados para ser usados en la invencién pueden ser un parvovirus,
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un adenovirus, un retrovirus, un lentivirus o un virus simple de herpes. El parvovirus puede ser un virus asociado a
adenovirus (AAW).

Como se usa en la presente invencion, en el contexto del suministro de genes, el término “vector” o la expresién
“vector de suministro de genes” se puede referir a una particula que funciona como un vehiculo de suministro de
genes y que comprende acido nucleico “es decir, el genoma del vector) envasado, por ejemplo, en una envoltura o
capside. Alternativamente, en algunos contextos, el término “vector” puede ser usado para hacer referencia
solamente al genoma del vector.

Consecuentemente, la presente invencion proporciona vectores de suministro de genes (que comprenden un acido
nucleico de la invencion) basados en parvovirus de animales, en particular dependovirus como AAW humano
infeccioso 0 de simio y sus componentes (por ejemplo, un genoma de parvovirus animal) para ser usado como
vectores para la introduccion y/o expresion de un polipéptido de factor VIII en una célula de mamifero. El término
parvoviral”, como se usa en la presente memoria descriptiva, abarca por tanto a dependovirus como cualquier tipo
de AAW.

Los virus de la familia de parvoviridos son virus de animales de DNA pequerios. La familia de los parvoviridos puede
ser dividida en dos subfamilias: los parvoviridos, que infectan a vertebrados y los densoviridos que infectan a
insectos. Los miembros de la subfamilia de los parvoviriridos se denominan en la presente memoria descriptiva
parvovirus e incluyen el género dependovirus. Como se puede deducir a partir del nombre de su género, los
miembros de los dependovirus son Unicos en cuanto que habitualmente requieren una co-infeccion con un virus
Helper como un adenovirus o un virus del herpes para una infeccién productiva en el cultivo celular. El género
dependovirus incluye AAW, que normalmente infecta seres humanos (por ejemplo, serotipos, 2, 3a, 3b, 4, 5y 6) o de
primates (por ejemplo, serotipos 1 y 4) y virus relacionados que infectan otros animales de sangre caliente (por
ejemplo, virus de adenovirus bovinos, caninos, equinos, y ovinos. Otra informacion sobre parvovirus y otros
miembros de los parvoviridos se describe por Kenneth I. Berns, "Parvoviridae: The Viruses and Their Replication,”
capitulo 69 en Fields Virology (3d Ed. 1996). Por motivos de conveniencia, la presente invencién se ilustra
adicionalmente como se describe en la presente memoria descriptiva en relaciéon a los AAV. Sin embargo, debe
entenderse que la invencion no esta limitada a los AAW sino que puede ser igualmente aplicada a otros parvovirus.

La organizacién genémica de todos los serotipos de AAW conocidos es muy similar. El genoma de un AAW es una
molécula de DNA de cadena unica lineal, que tiene menos de aproximadamente 5 mil nucleétidos (nt) de longitud.
Repeticiones terminales invertidas (ITRs) flanquean las secuencias de nucledtidos de codificacién unica para las
proteinas de replicacién no estructurales (Reb) y las proteinas estructurales (VP). Las proteinas VP (VB1, -2 y -3)
forman la capside IDE. Los 145 nt son auto-complementarios y estan organizados de forma que se puede formar un
duplex intramolecular energéticamente estable que forma una horquilla en forma de T. Estas estructuras de
horquillas funcionan como n origen para la replicacion de DNA viral, sirviendo como cebadores para el complejo
celular de DNA-polimerasa. A continuacién de una infeccién de AAV de tipo salvaje (WT) en células de mamiferos,
los genes de Rep (es decir, que codifican proteinas Rep78 y Rep52) son expresados a partir del promotor P5 y el
promotor P19, respectivamente, y ambas proteinas de Rep tienen una funcién en la replicacion del genoma viral. Un
acontecimiento de escision en el Rep o RF da lugar a la expresion de realmente cuatro proteinas de Rep (es decir,
Rep78, Rep68, Rep52 y Rep 40). Sin embargo, se ha mostrado que el eRNA no escindido, que codifica proteinas de
Rep78 y Rep52, en células de mamiferos, es suficiente para la produccion del vector de AAV. También, en células
de insectos, las proteinas de Reo 78 y Rep52 son suficientes para la produccién de vector de AAV.

En un AAV adecuado para ser usado como un vector de terapia génica el genoma del vector comprende
normalmente un acido nucleico de la invencion (como se describe en la presente memoria descriptiva) que va a ser
envasado para un suministro a una célula diana. Segun esta realizacién particular, la secuencia de nucleétidos
heterdlogos esta ubicada entre las ITRs virales en cualquier extremo del genoma del vector. En realizaciones
preferidas adicionales, los genes CAP de parvovirus (por ejemplo, AAV) y los genes Rep de parvovirus (por ejemplo
AAV) son suprimidos del genoma de la plantilla (y, por tanto del DNA de virién producido a partir del mismo). Esta
configuracién maximiza el tamafo de la(s) secuencia(s) de acidos nucleicos que se puede(n) llevar a cabo por la
capside del parvovirus.

Segun esta realizacion particular, el acido nucleico de la invencién esta ubicado entre las ITRs virales en cualquier
extremo del sustrato. Es posible que un genoma parvoviral funcione como solamente una ITR. Por tanto, en un
vector de terapia génica de la invencion basado en un parvovirus, el genoma del vector esta flanqueado por al
menos una ITR pero, mas normalmente, por dos ITRs de AAV (generalmente con un lado del genoma del vector, es
decir, uno en el extremo 5’ y uno en el extremo 3’). Puede haber secuencias que intervienen entre el acido nucleico
de lainvencién en el genoma del vector y una o més de las ITRs.

Preferentemente, el acido nucleico que codifica un polipéptido de factor VII funcional (para la expresién en la célula
de mamifero) sera incorporado en un genoma parvoviral ubicado entre dos ITRs regulares o ubicado en cualquier
lado de ITR tratada por ingenieria genética con dos regiones D.

Las secuencias de AAV que pueden ser usadas en la presente invencion para la produccion de vectores de terapia
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génica de AAV pueden ser derivadas del genoma de cualquier serotipo de AAV. Generalmente, los serotipos de
AAV tienen secuencias gendmicas de una homologia significativa en los niveles de aminoacidos y &cidos nucleicos,
proporcionan un conjunto idéntico de funciones genéticas, producen viriones que son de forma esencial fisica y
funcionalmente equivalentes y se replican y ensamblan mediante mecanismos practicamente idénticos. Para la
secuencia gendémica de los diversos serotipos de AAV y para una visién global de las analogias genémicas, véase,
por ejemplo, GenBank Accession number U89790; GenBank Accession number J01901; GenBank Accession
number AF043303; GenBank Accession number AF085716; Chiorini et al. (1997, J. Vir. 71: 6823-33); Srivastava et
al. (19883, J. Vir. 45:555-64); Chiorini et al. (1999, J. Vir. 73:1309-1319); Rutledge et al. (1998, J. Vir. 72:309-319);
and Wu et al. (2000, J. Vir. 74: 8635-47). Pueden ser usados serotipos de AAV 1, 2, 3,4, 5,6, 7,8 6 9 en la presente
invencion. Sin embargo, los serotipos de AAV 1, 5 6 8 son fuentes preferidas de secuencias de AAV para ser usadas
en el contexto de la presente invencion.

Preferentemente, las secuencias de ITR de AAV para ser usadas en el contexto de la presente invencion son
derivadas de AA V1, AAV2, AAV4 y/o AAv6. Analogamente, las secuencias codificadoras de Rep (Rep78 y Rep52)
son preferentemente derivadas de AAv1, AAV2, AAV4 y/o AAV6. Las secuencias que codifican las proteinas de
capsides VP1, VP2 y VP3 para ser usadas en el contexto de la presente invencion, sin embargo, pueden ser
tomadas de cualquiera de los 42 serotipos conocidos, mas preferentemente de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5,
AAV6, AAV7, AAV8 o AAV9 o particulas de tipo AAV nuevamente desarrolladas obtenidas, por ejemplo, mediante
técnicas de recomposicidn de capsides y bibliotecas de capsides de AAV.

Las secuencias de Rep e ITR de AAV son particularmente conservadas entre las mayorias de los serotipos. Las
proteinas de Rep78 de diversos serotipos de AAV son, por ejemplo, mas de un 89% idénticas y la identidad de la
secuencia de nucleétidos totales al nivel del genoma entre AAV2, AAV3a, AAV3b y AAV6 es de aproximadamente
82% % (Bantel-Schaal et al., 1999, J. Virol., 73(2):939-947). Ademas, las secuencias de Rep y las ITRs de muchos
serotipos de AAV se conoce que se cruzan-complementan eficazmente (es decir, sustituyen funcionalmente) a las
secuencias correspondientes de otros serotipos en la produccion de particulas de AAV en células de mamiferos. El
documento US 2003148506 refiere que las secuencias de Rep y de ITR de AAV también se cruzan-complementan,
eficazmente respecto a otras secuencias de Rep y de ITR de AAV en células de insectos.

Las proteinas VP de AAV se conoce que determinan la tropicidad células del virion de AAV. Las secuencias que
codifican proteinas de VP son significativamente menos conservadas que las proteinas de Reb y los genes entre
diferentes serotipos de AAV. La capacidad de secuencias de Rep y de ITR para conocer-complementar las
correspondientes secuencias de otros serotipos permite la produccion de particulas de AAv pseudo-tipadas que
comprenden las proteinas de capsides de un serotipo (por ejemplo AAV1, 5 o 8) y las secuencias de Rep y/o ITR de
otro serotipo AAV (por ejemplo, AAV2). Estas particulas de rAAV pseudotipadas son una parte de la presente
invencion.

Las secuencias de “AAV” modificadas puedes ser también en el contexto de la presente invencion, por ejemplo para
la produccion de vectores de terapia génica de AAV. Estas secuencias modificadas incluyen, por ejemplo,
secuencias que tienen al menos aproximadamente 75%, al menos es aproximadamente 80%, al menos
aproximadamente, 85%, al menos aproximadamente 90%, al menos aproximadamente 95% o mas identidad de
secuencias de nucleétidos y/o amino vacios (por ejemplo, una secuencia que tiene una identidad de secuencias de
nucleétidos de aproximadamente 75-99%)respecto a un AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7, AAV8 o
AAV9 ITR, Rep o VP pueden ser usadas en lugar de las secuencias de AAV ITR, Rep o Vp de tipo salvaje.

Aunque es similar a otros serotipos de AAW en muchos aspectos, el AAV5 difiere de otros serotipos de AAV
humanos y de simios mas que otros serotipos humanos y de simios conocidos. Considerando esto, la produccién de
AAVS5 puede diferir de la produccion de otros serotipos en células de insectos. Cuando los métodos de la invencion
son empleados para producir rAAV5, es preferido que uno o mas constructos que comprendan, colectivamente en el
caso de mas de un constructo, una secuencia de nucleétidos que comprende una IPR de AAV5, una secuencia de
nucleétidos comprende una secuencia codificadora Rep de AAV5 (es decir, una secuencia de nucleétidos
comprende una Rep78 de AAV5). Estos ITR y secuencias de Rep pueden ser modificadas en la medida deseada
para obtener una produccion eficaz de AAV5 o vectores de AAV5 pseudotipados. Por ejemplo, el codén de
comienzo de las secuencias de Rep puede ser modificado, los sitios de escision de VP pueden ser modificados o
eliminados y/o el codén de comienzo de VP1 y los nucledtidos cercanos pueden ser modificados para mejorar la
produccion de vectores de AAVS.

Por tanto, la capside viral usado en la invencién puede ser de cualquier parvovirus, ya sea un parvovirus autbnomo o
un dependovirus, como se describié anteriormente. Preferentemente, la capside viral es un capside de AAV (por
ejemplo, capside de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5 o AAV6). En general, se prefieren la capside de AAV1 o
capside de AAV6. La eleccion de la capside parvovirus puede estar basada en un cierto nimero de consideraciones
como es conocido en la técnica, por ejemplo, el tipo de célula diana, el nivel de expresion deseado, la naturaleza de
la secuencia de nucleétidos heterdloga que va a ser expresada, cuestiones relacionadas con la produccién viral y
similares. Por ejemplo, la capside de AAV1 y AAV6 pueden ser ventajosamente empleados para musculos
esqueléticos; AAV1, AAV5 y AAVS para el higado y células del sistema nervioso central (por ejemplo, cerebro);
AAVS5 para células en las vias respiratorias y el pulmén o cerebro; AAV3 para células de médula ésea; y AAV4 para
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células particulares en el cerebro (por ejemplo, células adjuntables).

Esta dentro de los conocimientos técnicos de un experto en la técnica, seleccionar el virus, subtipo de virus o
serotipo de virus mas apropiado. Algunos subtipos o serotipos pueden ser mas apropiados que otros para un cierto
tipo de tejido.

Por ejemplo, la expresion especifica para el higado de un &cido nucleico de la invencion puede ser ventajosamente
inducida mediante la transduccion mediada por AAV de células de higado. El higado es susceptible a una
transduccion mediada por AAV y pueden ser usados muchos serotipos diferentes (por ejemplo, AAV1, AAV5 o
AAV8). La transduccion de musculos puede ser realizada mediante la administracion de un AAV que codifique un
acido nucleico de la invencién a través de la corriente sanguinea. Por tanto, es aplicable la administracion
intravenosa o intra-arterial.

Un vector de terapia génica de parvovirus preparado segun la invencién puede ser una particula “hibrida” en la que
las TRs virales y la capside viral son de parvovirus diferentes. Generalmente, las TRs virales y la capside son de
serotipos diferentes de AAV. Analogamente, el parvovirus puede tener un cépside “quimérico” (por ejemplo, que
contiene secuencia de parvovirus diferentes, preferentemente diferentes serotipos de AAV) o un capside “hecho
diana” (por ejemplo, un tropismo dirigido).

En el contexto de la invencion, “al menos una secuencia de nucleotidos de IPR parvoviral” se entiende que significa
una secuencia palindromica, que comprende principalmente secuencias dispuestas de forma complementaria o
simética también denominadas regiones “A”, “B” y “C”. La ITR funciona como un origen de replicacién, un sitio que
tiene una funcién “cis” en la replicacion, es decir, que es un sitio de reconocimiento para proteinas de replicacion de
actuacioén en trans, como, por ejemplo, Rep78 (o Rep68) que reconoce el palindrome y las secuencias especificas
internas para el palindrome. Una excepcién a la simetria de la secuencia de ITR es la region “D” de la ITR. Es Unica
(que no tiene un complemento en una ITR). El mellado de DNA de cadena Unica se produce en la unién entre las
regiones A y D. Es la region en la que se inicia la sintesis de nuevo DNA. La regiéon D normalmente se sitda en un
lado del palindrome y proporciona direccionalmente la etapa de replicacién del &cido nucleico. Un parvovirus
replicante en una célula de mamifero tiene normalmente dos secuencias de ITR. Sin embargo, es posible tratar por
ingenieria genética una ITR de forma que los sitios de unién estén en las dos cadenas de las regiones A y regiones
D ubicadas simétricamente, una a cada lado del palindrome. En una plantilla de DNA circular de cadena doble (por
ejemplo, un plasmido), la replicaciéon de acido nucleico asistida por Rep78 o Rep68 tiene lugar entonces en ambas
direcciones y es suficiente una ITR Unica para la replicacién parvoviral de un vector circular. Por tanto, puede ser
usada una secuencia de nucleétidos de ITR en el contexto de la presente invencion. Sin embargo, preferentemente,
se usan dos o incluso otro numero de ITRs regulares. Lo méas preferentemente, se usan dos secuencias de ITR. Una
ITR parvoviral preferida es una ITR de AAV. Por razones de seguridad puede ser deseable construir un vector
parvoviral (AAV) qiue es incapaz de propagarse adicionalmente después de la introduccion inicial en una célula.
Este mecanismo de seguridad para limitar la propagacion no deseable del vector en un receptor puede ser
proporcionado usando AAV con ITR quimérica como se describe en el documento US 2003148506.

Los expertos en la técnica apreciaran que la(s) proteina(s) de Rep usada(s) para producir un vector de AAV de la
invencion se pueden seleccionar teniendo en consideracion la fuente de las ITRs virales. Por ejemplo, la ITR de
AAVS5 interacciona normalmente mas eficazmente con la proteina Rep de AAV5, aunque no es necesario que el
serotipo de la ITR y la proteina de Rep sea(n) coincidente(s).

La(s) ITR(s) usada(s) en la invencion es (o son) normalmente funcional(es), es decir, pueden ser completamente
resolubles y son preferentemente secuencias de AAV, siendo preferidos los serotipos 1, 2, 3, 4, 5 0 6. Las ITRs de
AAV resolubles segun la presente invencién no necesitan una secuencia de ITR salvaje (es decir, una secuencia de
tipo salvaje puede ser alterada mediante insercién, delecion, truncacién o mutaciones sin sentido), en la medida en
que la ITR medie las funciones deseadas, por ejemplo, envasado de virus, integracién y/o rescate de provirus, y
similares.

Ventajosamente, usando el vector de terapia génica en comparacion con propuestas previas, las restauracion de la
proteina de sintesis, es decir, la sintesis de factor VIII, es una caracteristica que las células transduccidas adquieren
permanentemente o durante un periodo de tiempo sostenido, evitando asi la necesidad de una administracion
continua para conseguir un efecto terapéutico.

Consecuentemente, los vectores de la invencion representan por lo tanto una herramienta para el desarrollo de
estrategias para el suministro in vivo de un &cido nucleico de la invencién, tratando por ingenieria genética el acido
nucleico con un vector de terapia génica que transduce eficazmente el tipo de célula apropiada, como una célula de
higado.

En un aspecto adicional de la invencién, se proporciona un hospedante que comprende el vector anteriormente

descrito. Preferentemente, el vector es capaz de expresar la molécula de acido nucleico de la invencion en el
hospedante. El hospedante puede ser cualquier hospedante adecuado.
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Como se usa en la presente memoria descriptiva, el término “hospedante” se refiere a organismos y/o células que
albergan una molécula de acido nucleico o un vector de la invencion, asi como organismos y/o células que son
adecuados para ser usados en la expresiéon en un gen o proteina recombinante. No esta previsto que la presente
invencion esté limitada a algun tipo particular de célula u organismo. De hecho, esta contemplado que cualquier
organismos y/o célula adecuados encuentren uso en la presente invencién como un hospedante. Una célula
hospedante puede estar en la forma de una célula Unica, una poblacion de células similares o diferentes, por
ejemplo en la forma de un cultivo (como un cultivo liquido o un cultivo en un sustrato celular sélido), un organismo o
parte de los mismos.

Una célula hospedante segun la invencién puede permitir la expresion de una molécula de &cido nucleico de la
invencion. Por tanto, la célula hospedante puede ser, por ejemplo, una bacteria, una levadura, un insecto o una
célula de mamifero.

Cualquier célula de insecto que permita la replicacién de un vector parvoviral recombinante (rAAV) y que pueda ser
mantenida en un cultivo puede ser usada de acuerdo con la presente invencién. Por ejemplo, la linea celular usada
puede ser de Spodoptera frugiperda, lineas celulares de drosofilas, lineas celulares de mosquito, por ejemplo, lineas
celulares derivadas de Aedes albopictus. La células de insectos o lineas celulares preferidas son células de las
especies de insectos que son susceptibles de infeccion con baculovirus que incluyen, por ejemplo, Se301,
SelzD2109, SeUCR1, Sf9, Sf900+, Sf21, BTI-TN-5B1-4, MG-1, Tn368, HzAm1, Ha2302, Hz2E5, High Five
(Invitrogen, CA, USA) y expresSF+® (US 6.103.526; Protein Sciences Corp., CT, USA)..

Ademas, la invencién proporciona un método para la preparacion de un vector de suministro de genes parvovirales,
comprendiendo el método las etapas de:

(a) proporcionar una célula de insecto que comprende uno 0 mas constructos de acidos nucleicos que comprenden:

(i) una molécula de acido nucleico de la invencion que esta flanqueada por al menos una secuencia de nucleétidos
repetida terminal invertida parvoviral;

(i) un primer cassette de expresién que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas proteinas
Rep parvovirales que esta funcionalmente conectado a un promotor que es capas de conducir la expresién de la(s)
proteina(s) Rep en la célula de insecto;

(iii) un segundo cassette de expresion que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una o mas
proteinas de cépsides parvovirales que esta funcionalmente conectada a un promotor que es capaz de conducir la
expresion de la(s) proteina(s) de la capside en la célula de insecto;

(b) cultivar la célula de insecto definida en el apartado (a) bajo condiciones que conduzcan a la expresion del Rep y
las proteinas de capside; y opcionalmente,

(c) recuperar el vector de suministro de genes parvovirales.

Por lo tanto, en general, el método de la invencion permite la producciéon de un vector de suministro de genes
parvovirales (que comprende un &cido nucleico de la invencién) en una célula de insecto. Preferentemente, el
método comprende las etapas de: (a) cultivar una célula de insecto como se definié anteriormente bajo condiciones
tales que se produzca el vector parvoviral (por ejemplo, AAV); y (b) recuperar el vector parvoviral recombinante (por
ejemplo, AAV). Preferentemente, el vector de suministro de genes parvovirales es un vector de suministro de genes
AAV.

Debe entenderse que el vector (AAV) producido en este método es preferentemente un virién parvoviral o AAV
infeccioso que comprende un genoma parvoviral, que comprende en si mismo un acido nucleico de la invencion. Las
condiciones de crecimiento para células de insectos en un cultivo, y la produccion de productos heterdlogos en
células de insectos en cultivo, son bien conocidas en la técnica y estan descritas, por ejemplo, en las referencias
anteriormente citadas sobre tratamiento por ingenieria molecular de células de insectos.

En un método de la invencién, se proporciona un acido nucleico de la invencion que esta flanqueado por al menos
una secuencia de ITR parvoviral. Este tipo de secuencia se describe en detalle con anterioridad. Preferentemente, el
acido nucleico de la invencion esta ubicado entre dos secuencias ITR parvovirales.

El primer cassette de expresion comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas proteinas Rep
parvovirales que estan funcionalmente conectadas a un primer promotor que es capaz de conducir la expresion de
la(s) proteina(s) Rep en la célula de insecto.

Una secuencia de nucleétidos que codifica proteinas Rep de parvovirus de animales es entendida en la presente

memoria descriptiva como una secuencia de nucleétidos que codifica las proteinas no estructurales que son
necesarias y suficientes para la produccion de vector parvoviral en células de insectos como las proteinas Rep78 y
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Rep52 o las proteinas Rep68 y Rp 40 o las combinaciones de dos o mas de las mismas.

La secuencia de nucleétidos de parvovirus animal es preferentemente de un dependovirus, mas preferentemente de
un virus adeno-asociado (AAV) humano o de simio y, lo mas preferentemente, de un AAV que normalmente infecta
seres humanos (por ejemplo, serotipos, 1, 2, 3A, 3B, 4, 5 y 6) o primates (por ejemplo serotipos 1 y 4). Las
secuencias que codifican Rep son bien conocidas por los expertos en la técnica y se mencionan y se describen en
detalle secuencias adecuadas en el documento WO 2007/148971 y también en el WO 2009/14445.

Preferentemente, la secuencia de nucleétidos codifica proteinas Rep de parvovirus de animales que son necesarias
y suficientes para la produccién de vectores parvovirales en células de insectos.

El segundo cassette de expresién comprende una secuencia de nucleotidos que codifica una o mas proteinas de
capsides parvovirales que esta funcionalmente conectada a un promotor que es capaz de conducir la expresion de
la(s) proteina(s) de la capside en la célula de insecto. La(s) proteina(s) de capside expresada puede ser una 0 mas
de las anteriormente descritas.

Preferentemente, la secuencia de nucle6tidos codifica proteinas cap de parvovirus de animales que son necesarias
y suficientes para la produccién del vector parvoviral en células de insectos.

Estas tres secuencias (genoma, codificacién, rep y codificacién cap) son proporcionadas en una célula de insecto
por medio de uno o mas constructos de acidos nucleicos, por ejemplo, uno, dos o tres constructos de acidos
nucleicos. Asi, preferentemente, el uno o mas constructos de acidos nucleicos para el genoma y expresion del
vector del Rep parvoviral y proteinas cap en células de insecto es un vector compatible con células de insectos. Un
“Vector compatible con células de insectos” o “vector” se entiende que es una molécula de acido nucleico capaz de
una transformacién productora o transfeccién de un insecto o célula de insecto. Ejemplos de vectores bioldgicos
incluyen plasmidos, moléculas de acidos nucleicos lineales y virus recombinantes. Puede ser empleado cualquier
vector en la medida en que sea compatible con células de insectos. El vector se puede integrar en el genoma de las
células de insectos, pero la presencia del vector en la célula de insecto necesita ser permanente y son incluidos
también vectores episomales transitorios. Los vectores pueden ser introducidos por cualquier medio conocido, por
ejemplo, mediante tratamiento quimico de las células, electroporacion o infeccion. En una realizacion preferida, el
vector es un vaculovirus, un vector viral o un plasmido. En una realizacién mas preferida, el vector es un vaculovirus,
es decir, el constructo es un vector vaculoviral. Los vectores vaculovirales y los métodos para su uso son bien
conocidos por los expertos en la técnica.

Por tanto, normalmente un método de la invencién para producir un vector de suministro de genes parvovirales
comprende: proporcionar a una célula permisiva para la replicacion de parvovirus (a) una secuencia de nucleétidos
que codifica una plantilla para producir genoma de vector de la invencién (como se describe en detalle en la
presente memoria descriptiva); (b) secuencias de nucleétidos suficientes para la replicacion de la plantilla para
producir un genoma de vector (el primer cassette de expresién anteriormente definido); (c) secuencias de
nucleétidos suficientes para envasar el genoma del vector en un capside de parvovirus (el segundo cassette de
expresion anteriormente definido), bajo condiciones suficientes para la replicacién y envasado del genoma de vector
en la capside de parvovirus, con lo que se producen en la célula particulas de parvovirus que comprenden el
genoma del vector encapsidado en la capside de parvovirus. Preferentemente, la replicacién de parvovirius y/o
secuencias codificadoras de la capside son secuencias de AAV.

Un método de la invencién puede comprenden preferentemente la etapa de purificacion por afinidad del vector
parvoviral recombinante (rAAV) (viriones que lo comprenden) usando un anticuerpo anti-AAV, preferentemente un
anticuerpo inmovilizado. El anticuerpo anti-AAV es preferentemente un anticuerpo monoclonal. Un anticuerpo
particularmente adecuado es un anticuerpo de camélida de cadena Unica o un fragmento del mismo que puede ser
obtenido, por ejemplo a partir de camellos o llamas (véase, por ejemplo, Muyldermans, 2001, Biotechnol. 74: 277-
302). El anticuerpo para la purificacion por afinidad de rAAV es preferentemente un anticuerpo que se une a un
epitopo en una proteina de capside de AAV, con lo que el epitopo es preferentemente un epitopo que esta presente
en la proteina de capside y mas de un serotipo de AAV. Por ejemplo, el anticuerpo puede ser constituido o
seleccionado sobre la base de union especifica a capside AAV2 pero, al mismo tiempo, se puede unir también
especificamente a capsides AAV1, AAV3, AAV5, AAV6, AAV8 o AAV9.

La invencién proporciona también un medio para suministrar un acido nucleico de la invencién en una amplia gama
de células, incluidas células en divisién y que no estan en divisién. La presente invencién puede ser empleada para
suministrar un acido nucleico de la invencion a una célula in vitro, por ejemplo, para producir un polipéptido
codificado mediante esta molécula de acido nucleico in vitro o para una terapia génica ex vivo.

La molécula de acido nucleico, vector, células y usos de la presente invencién son adicionalmente Utiles en un
método para suministrar un &cido nucleico de la invencién a un hospedante que lo necesita, normalmente un
hospedante que padece de hemofilia A.

La presente invencién encuentra uso en aplicaciones veterinarias y médicas. Los sujetos adecuados para métodos
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de suministro génico como se describen en la presente memoria descriptiva incluyen aves y mamiferos, siendo
preferidos los mamiferos. El término “ave” como se usa en la presente memoria descriptiva incluye, pero sin
limitacién, pollos, patos, gansos, codornices, pavos y faisanes. El término mamifero, como se usa en la presente
memoria descriptiva incluye pero sin limitacion seres humanos, bovinos, caprinos, equinos, felinos, caninos,
lagomorfos, etc. Los mas preferidos son los sujetos humanos. Los sujetos humanos incluyen neonatos, nifios,
jovenes y adultos.

Por tanto, la invencion proporciona una composiciéon farmacéutica que comprende un acido nucleico o un vector de
la invencién y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable y/o otro agente medicinal, agente o adyuvante
farmacéutico, etc.

Para una inyeccion, el vehiculo sera normalmente un liquido. Para otros métodos de administracion el vehiculo
puede ser sdlido o liquido. Para una administracion por inalacién, el vehiculo sera respirable y, preferentemente,
estara en forma de particulas sélidas o liquidas. Como un medio de inyeccion, es preferido usar agua que contenga
los aditivos habituales para soluciones de inyeccion, como agentes estabilizantes, sales o solucién salina y/o
tampones.

En general, un vehiculo “farmacéuticamente aceptable es uno que es no téxico ni indebidamente perjudicial para las
células. Ejemplos de vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen agua esteriliada exenta de pirbgenos y
solucion salina tamponada de fosfato esterilizada y exenta de pirégenos. Los vehiculos farmacéuticamente
aceptables incluyen vehiculos fisiolégicamente aceptables. La expresidén “vehiculo farmacéuticamente aceptable”
incluye cualquiera y la totalidad de disolventes, medios dispersantes, revestimientos, agentes antibacterianos y
antifngicos, agentes isoténicos y retardantes de la absorcién y similares, que sean fisiol6gicamente compatibles.

Mediante “farmacéuticamente aceptable” se quiere indicar que no es bioldgicamente o de alguna otra forma no
desable, es decir, el material puede ser administrado a un sujeto sin provocar ningun efecto biolégico no deseable.
Por tanto, esta composiciéon farmacéutica puede ser usada, por ejemplo, en la transfeccién de una célula ex vivo o
en la administracién de una particula viral o célula directamente a un sujeto.

Un vehiculo puede ser adecuado para una administracion parenteral, que incluye una administracion intravenosa,
intraperitoneal o intramuscular. Alternativamente, el vehiculo puede ser adecuado para una administracion
sublingual u oral. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables incluyen soluciones o dispersiones acuosas
esterilizadas y polvos esterilizados para una preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables
esterilizadas. El uso de estos medios y agentes para sustancias farmacéuticamente activas es bien conocido en la
técnica. Salvo que muchos medios o agentes convencionales sean incompatibles con el compuesto activo, esta
contemplado su uso en las composiciones farmacéuticas de la invencién.

Las composiciones farmacéuticas estan normalmente esterilizadas y son estables bajo las condiciones de
elaboraciéon y uso. Las composiciones farmacéuticas pueden ser formuladas como una solucién, microemulsién,
liposoma u otra estructura ordenada adecuada para acomodar una concentracion de farmaco elevada. El vehiculo
puede ser un disolvente o medio de dispersion que contenga, por ejemplo, agua, etanol, poliol (por ejemplo, glicerol,
propilenglicol y polietilenglicol liquido, y similares) y sus mezclas adecuadas. La fluidez apropiada puede ser
mantenida, por ejemplo, mediante el uso de un revestimiento como lecitina, mediante el mantenimiento del tamafo
de particulas requerido en el caso de una dispersion y mediante el uso de tensioactivos. En muchos casos, sera
preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlcares, polialcoholes como manitol, sorbitol o cloruro de sodio
en la composicién. La absorcién prolongadas de las composiciones inyectables se puede llevar a cabo incluyendo
en la composicién un agente que retrase la absorcion, por ejemplo, sales de monoestearato y gelatina. Un acido
nucleico o vector de la invencién puede ser administrado en un periodo de tiempo o en una formulacién de liberacion
controlada, por ejemplo, en una composicion que incluya un polimero de liberacion lenta u otros vehiculos que
protejan el compuesto frente a una liberacion rdpida, que incluyen implantes y sistemas de suministro
microencapsulados. Pueden ser usados, por ejemplo, polimeros biodegradables o biocompatibles como etileno-
acetato de vinilo, polianhidridos, poli(acido glicélico), colageno, poliortoésteres, poli(acido lactico) y copolimeros
poliglicélicos (PLG).

El vector parvoviral, por ejemplo AAV de la invencion, puede ser usado para transferir material genético a una célula.
Esta transferencia puede tener lugar in vitro, ex vivo o in vivo.

Consecuentemente, se proporciona un método para suministrar una secuencia de nucleétidos a una célula, método
que comprende poner en contacto un &cido nucleico, un vector o una composicion farmacéutica como se describe
en la presente memoria descriptiva bajo condiciones tales que el acido nucleico o vector de la invencion entre en la
célula. La célula puede ser una célula in vitro, ex vivo o in vivo.

También se proporciona un método para tratar la hemofilia que comprende administrar una cantidad eficaz de un

acido nucleico, una proteina o un vector a un paciente que padece hemofilia. Preferentemente, el paciente esta
padeciendo hemofilia A. Preferentemente, el paciente es un ser humano.
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Adicionalmente, se proporciona también un método para suministrar o administrar una secuencia de nucleétidos a
un sujeto, método que comprende administrar a dicho sujeto un acido nucleico, un vector 0 una composicion
farmacéutica como se describe en en la presente memoria descriptiva. En particular, se proporciona un método para
administrar una molécula de acido nucleico de la invencién a un sujeto, que comprende administrar al sujeto un
vector de terapia génica parvoviral segun la invencion, opcionalmente junto con un vehiculo farmacéuticamente
aceptable. Preferentemente, el vector de terapia génica parvoviral es administrado en una cantidad
terapéuticamente eficaz a un sujeto que lo necesita. Es decir, la administracién segun la invencién se lleva a cabo
normalmente bajo condiciones que dan lugar a la expresién de factor VIII funcional a un nivel que proporciona un
efecto terapéutico en un sujeto que lo necesita.

El suministro de un acido nucleico o vector de la invencion a una célula hospedante in vivo puede dar lugar a un
aumento de factor VIII funcional en el hospedante, por ejemplo, hasta un nivel que mejore uno o mas sintomas de un
trastorno de coagulacion sanguinea como la hemofilia A.

El nivel de factor VIII que se produce de forma natural en un sujeto que padece hemofilia A varia dependiendo de la
gravedad de la hemofilia. Los pacientes con una forma grave de la enfermedad tienen niveles de factor VIII de
menos de aproximadamente 1% del nivel encontrado en un sujeto sano normal (denominado en la presente
memoria descriptiva “un nivel normal”, un nivel normal es de aproximadamente 50-150 |U/dl). Los pacientes con una
forma moderada de la enfermedad tienen niveles de factor VIII entre aproximadamente 1% y aproximadamente 5%
de un nivel normal. Los pacientes con una forma leve de la enfermedad tienen niveles de factor VIII de mas de
aproximadamente 5% de un nivel normal; normalmente entre aproximadamente 5% y aproximadamente 30% de un
nivel normal.

Se ha encontrado que cuando se usa el método de tratamiento anteriormente descrito, puede provocar un aumento
en el nivel de factor VIII funcional de al menos 1% de los niveles normales, es decir, ademas del nivel de factor VIl
presente en el sujeto antes del tratamiento. En un sujeto que padece hemofilia, este aumento puede provocar una
mejora de un sintoma de la hemofilia. En particular, un aumento de al menos 1% puede reducir la frecuencia de la
hemorragia que se produce en pacientes de hemofilia, especialmente aquellos con una forma grave de la
enfermedad. En una realizacion, el método de tratamiento provoca un aumento en el nivel de factor VIII funcional de
al menos aproximadamente 5% de los niveles normales. Esto podria cambiar el fenotipo de la enfermedad de grave
hasta leve. Los pacientes con una forma leve de la enfermedad raramente tienen hemorragias espontaneas. En
otras realizaciones, el método de tratamiento de la invencién provoca un aumento en el nivel de factor VIII funcional
de al menos aproximadamente 2%, al menos aproximadamente 3%, al menos aproximadamente 4%, al menos
aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20% o al menos
aproximadamente 25% de los niveles normales. En una realizacion particular, el método de tratamiento de la
invencion provoca un aumento en el nivel de factor VIII funcional de al menos aproximadamente 30% de los niveles
normales. Este nivel de aumento normalizaria virtualmente la coagulacién de sangre en sujetos que padecen
hemofilia. Estos sujetos es improbable que requieran concentrados de factor VIl a continuaciéon de un trauma o
durante una cirugia.

En otra realizacién, el método de tratamiento puede provocar un aumento en el nivel de factor VIII funcional hasta al
menos aproximadamente un 1% de los niveles normales. El método de tratamiento puede provocar un aumento en
el nivel de factor VIII funcional hasta al menos aproximadamente un 5% de los niveles normales. En otras
realizaciones, el método de tratamiento puede provocar un aumento en el nivel de factor VIII funcional hasta al
menos aproximadamente 2%, al menos aproximadamente 3% al menos aproximadamente 4%, al menos
aproximadamente 10%, al menos aproximadamente 15%, al menos aproximadamente 20 % o al menos
aproximadamente 25% de los niveles normales. En una realizacién particular, el método de tratamiento provoca un
aumento en el nivel de factor VIl funcional hasta al menos aproximadamente 30% de los niveles normales. Un
sujeto cuyo nivel de factor VIII funcional ha sido aumentado hasta 30% o mas tendrd una coagulacién de sangre
virtualmente normal.

En una realizacion, el método de tratamiento provoca un aumento en el nivel de factor VIII funcional, como maximo,
hasta los niveles normales.

El nivel de factor VIII funcional puede ser medido de forma relativamente facil y son conocidos métodos para medir
los niveles de factor VIII por los expertos en la técnica. Estan disponibles muchos ensayos de coagulacion, que
incluyen ensayos cromogénicos y basados en la coagulacion. Estan también ampliamente disponibles ensayos
ELISA. Un método particular es medir el nivel de factor VIlI: C que es una medida de laboratorio de la actividad
coagulante del factor VIII. Un nivel normal de factor VIII: C es 46,8 a 141,8 IU/dl 0 0,468-1,4 1U/ml.

Un método adicional es medir el tiempo de tromboblastina parcial activado (aPTT) que es una medida de la
capacidad de la sangre para coagular. Un aPTT normal es entre aproximadamente 24 y aproximadamente 34
segundos. Un sujeto que padece hemofilia tendra un aPTT mas largo. Este método puede ser usado en
combinacion con la medicién de tiempo de protrombina.

También se proporciona una molécula de acido nucleico o vector de la invencion para uso en terapia, especialmente

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2452890 T3

en el tratamiento de hemofilia, particularmente hemofilia A.

Se proporciona también Il uso de una molécula de acido nucleico o vector de la invencién en la fabricacion de un
medicamento para el tratamiento de hemofilia, particularmente hemofilia A.

La invencion proporciona también un acido nucleico o vector de la invencién para ser usado en el tratamiento del
cuerpo humano o animal mediante terapia. En particular, se proporciona un &cido nucleico o vector de la invencién
para ser usado en el tratamiento de un trastorno de coagulacion de la sangre como hemofilia, por ejemplo, hemofilia
A. Se proporciona un acido nucleico o un vector de la invencién para ser usado en la mejora de uno o mas sintomas
de un trastorno de coagulacién de la sangre, por ejemplo, reduciendo la frecuencia y/o la gravedad de episodios de
hemorragia.

Puede ser usado un método de tratamiento de un trastorno de coagulacién de la sangre, método que comprende la
etapa de administrar una cantidad eficaz de un acido nucleico o vector de la invencion a un sujeto que lo necesita.

Consecuentemente, la invencion proporciona adicionalmente el uso de un acido nucleico o vector como se describe
en la presente memoria descriptiva en la fabricaciéon de un medicamento para ser usado en la administracion de un
acido nucleico a un sujeto. Ademas, la invencién proporciona un &cido nucleico o vector como se describe en la
presente memoria descriptiva en la fabricacion de un medicamento para ser usado en el tratamiento de un trastorno
de coagulacién de la sangre.

Normalmente, un acido nucleico o vector de la invencion puede ser administrado a un sujeto mediante terapia
génica, en particular, mediante el uso de un vector de terapia génica parvoviral como AAV. Los métodos generales
para una terapia génica son conocidos en la técnica. El vector, composicion o composicion farmacéutica puede ser
suministrado a una célula in vitro o ex vivo o a un sujeto in vivo mediante cualquier método adecuado conocido en la
técnica. Alternativamente, el vector puede ser suministrado a una célula ex vivo, y la célula puede ser administrada a
un sujeto, como es conocido en la técnica. En general, la presente invencién puede ser empleada para suministrar
cualquier &cido nucleico de la invencién a una célula in vitro, ex vivo o in vivo.

También se proporciona un método para suministrar un acido nucleico a una célula. Normalmente, para métodos in
vitro, el virus puede ser introducido en la célula mediante métodos de transduccion viral estandar, como son
conocidos en la técnica.

Preferentemente, las particulas de virus son afadidas a las células a la multiplicidad apropiada de infeccién segun
métodos de transduccién estandar apropiados para las células dianas particulares. Los titulos del virus que va a ser
administrado pueden variar, dependiendo del tipo de célula diana y el vector del virus particular y pueden ser
determinados por los expertos en la técnica sin experimentacion excesiva.

Las células pueden ser retiradas de un sujeto, el vector de parvovirus es introducido en las mismas y las células se
vuelven a colocar seguidamente en el sujeto. Los métodos para retirar células de un sugeto para un tratamiento ex
vivo, seguido de nueva introduccion en el sujeto, son conocidos en la técnica. Alternativamente, un vector AAV
puede ser introducido en las células de otros sujetos, en células cultivadas o en células de cualquier otra fuente
adecuada y las células son administradas a un sujeto que lo necesita.

Un aspecto adicional es un método para tratar sujetos in vivo con un acido nucleico o vector de la invencion. La
administracién de un acido nucleico o vector de la presente invenciéon a un sujeto humano o un animal que lo
necesita pueden ser cualesquiera medios conocidos en la técnica para administrar vectores de virus.

Un &cido nucleico o vector de la invencién sera incluido normalmente en una composicion farmacéutica como se
expuso con anterioridad. Estas composiciones incluyen el acido nucleico o vector en una cantidad eficaz, suficiente
para proporcionar un efecto terapéutico o profilactico deseado y un vehiculo o excipiente farmacéuticamente
aceptable. Una “cantidad eficaz” incluye una cantidad terapéuticamente eficaz o una cantidad profilacticamente
eficaz.

Una “cantidad terapéuticamente eficaz” se refiere a una cantidad eficaz, a dosificaciones y durante periodos de
tiempo necesarios, para conseguir el resultado terapéutico deseado, como elevar el nivel de factor VIII funcional en
un sujeto (con el fin de conducir a una produccion de factor VIII funcional hasta un nivel suficiente para mejorar los
sintomas de la enfermedad asociada con una falta de esa proteina).

Una cantidad terapéuticamente eficaz de una molécula de acido nucleico o vector de la invencién puede variar
segun factores como el estado de la enfermedad, edad, sexo y peso del individuo y la capacidad de la molécula de
acido nucleico o vector para provocar una respuesta deseada en el individuo. Los regimenes de dosificacion pueden
ser ajustados para proporcionar la respuesta terapéutica éptima. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también
normalmente una en la que cualesquiera efectos toxicos o perjudiciales de la molécula de acido nucleico o vector
sean sobrepasados por los efectos terapéuticos beneficiosos.
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Los vectores de terapia génica viral pueden ser administrados a una célula u hospedante en una cantidad
biol6gicamente eficaz. Una cantidad “biol6gicamente eficaz” del vector de virus es una cantidad que sea suficiente
para dar lugar a la infecciéon (o transduccién) y la expresién de la secuencia de acido nucleico heterélogo en la
célula. Si el virus es administrado a una célula in vivo (por ejemplo, el virus es administrado a un sujeto) una
cantidad biolégicamente eficaz” del vector del virus es una cantidad que sea suficiente para dar lugar a la
transduccion y expresion del acido nucleico segun la invenciéon en una célula diana.

Para una molécula de &cido nucleico o vector de la invencién, como un vector de terapia génica, la dosificacién que
va a ser administrada puede depender en gran medida del estado y el tamafo del sujeto que esté siendo tratado, asi
como de la formulacion terapéutica, frecuencia de tratamiento y la via de administracion. Los regimenes para
continuar la terapia, que incluyen la dosis, formulacién y frecuencia, pueden estar guiados por la respuesta inicial y
el criterio clinico. La via parenteral de inyeccién en el espacio intersticial del tejido puede ser preferida, aunque
pueden ser necesarias otras vias parenterales, como la inhalacién de una formulacién de aerosol en una
administracion especifica. En algunos protocolos, una formulacién que comprende el gen y el sistema de suministro
de genes en un vehiculo acuoso es inyectada en el tejido en cantidades apropiadas.

Ejemplos de modos de administracion incluyen la administracion oral, rectal, transmucosal, topica, transdermal,
inhalacién, parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutanea, intradermal, intramuscular e intraarticular), y similares,
asi como una inyeccion directa en tejidos u 6rganos alternativamente, inyecciones intratecal, intramuscular directa,
intraventricular, intravenosa, intraperitoneal, intranasal o intraocular. Los productos inyectables pueden ser
preparados en formas convencionales, como soluciones o suspensiones liquidas, formas sélidas adecuadas para
una solucién o suspension en un liquido antes de la inyeccion o como emulsiones. Alternativamente, se puede
administrar el virus de una manera local en lugar de sistémica, por ejemplo, en un depésito o una formulaciéon de
liberacion sostenida.

El tipo de tejido/célula al que va a ser administrado una molécula de acido nucleico o vector de la invencion puede
ser de cualquier tipo pero, normalmente, sera una célula hepética/de higado. No esta previsto que la presente
invencion esté limitada a ninguna via particular de administracién. Sin embargo, con el fin de que las células de
higado sean transducidas, puede ser satisfactoriamente administrada una molécula de &cido nucleico o vector de la
presente invencién a través de la vasculatura portal o arterial. Alternativamente, la célula puede ser cualquier célula
progenitora. Como una alternativa adicional, la célula puede ser una célula madre (por ejemplo, una célula madre del
higado). El tejido diana puede ser especifico o puede ser una combinacion de diversos tejidos, por ejemplo tejidos
de higado y musculos.

En el caso de un vector de terapla génica, el intervalo de dosis eficaz varia para animales Pequeﬁos como ratones, a
contmuamon de una inyeccién intramuscular, puede ser entre aproximadamente 1 x 10 ' y aproximadamente 1 x
10" copias de genoma ggc)/kg y para animales ma¥ores (gatos) y posiblemente para seres humanos, entre
aproximadamente 1 x 10" y aproximadamente 1 x 10" gc/kg. Las dosificaciones de vector de terapia génica de
parvovirus de la invencién dependeran del modo de administracién, la enfermedad o estado que esté siendo tratado,
el estado del sujeto individual y el vector de virus particular y pueden ser, determinadas de una manera rutinaria.
Normalmente, puede ser adecuada una cantidad de aproximadamente 10° a aproxmadamente 10" partlculas de
virus por dosis. Preferentemente, se usa una cantidad de aproximadamente 10° a aproximadamente 10'* particulas
de virus por dosis. Cuando es tratado de esta forma, un sujeto puede recibir una dosis Unica de particulas de virus
de forma que las particulas virales efectien el tratamiento en una administracién Unica.

La cantidad de compuesto activo en las composiciones de la invencidén puede variar segun factores como el estado
de enfermedad, edad, sexo y peso del individuo. Los regimenes de dosificacion pueden ser ajustados para
proporcionar la respuesta terapéutica éptima. Por ejemplo, puede ser administrado un bolo Unico, pueden ser
administradas varias dosis divididas a lo largo del tiempo o la dosis puede ser proporcionalmente reducida o
aumentada segun esté indicado por las exigencias de la situacion terapéutica.

Puede ser ventajoso formular composiciones parenterales en forma unitaria de dosificacion para una mayor facilidad
de la administracién y uniformidad de la dosificacion. “forma unitaria de dosificacién” como se usa en la presente
memoria descriptiva, se refiere a unidades fisicamente discretas adecuadas como dosificaciones unitarias para los
sujetos que van a ser tratados conteniendo cada unidad una cantidad predeterminada de compuesto activo
calculada para producir el efecto terapéutico deseado en asociacion con el vehiculo farmacéutico requerido. La
especificacion para las formas unitarias de dosificacion de la invencion puede estar dictada por las caracteristicas
Unicas del compuesto activo y el efecto terapéutico particular que se quiere conseguir y por las limitaciones
inherentes en la técnica de componer este compuesto activo para el tratamiento de un estado en individuos.

Muchos métodos para la preparacion de estas formulaciones estan patentados o son ampliamente conocidos por los
expertos en la técnica.

Se proporciona adicionalmente un animal transgénico que comprende células que comprenden un vector segun la

invencion. Preferentemente, el animal es un mamifero no humano, especialmente un primate como un macaco.
Alternativamente, el animal puede ser un roedor, especialmente un ratén o puede ser canino, felino, ovino o porcino.
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En el aspecto de la invencion en el que se proporciona un promotor que comprende una secuencia de nucleétidos
que tiene una homologia sustancial respecto a la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N 3, el promotor tiene
preferentemente al menos un 85%, mas preferentemente al menos un 90%, incluso mas preferentemente al menos
un 95% de homologia respecto a la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N® 3. El promotor tiene preferentemente
menos de 400 bp, mas preferentemente menos de 350 bp, incluso mas preferentemente menos de bp de tamaro.

Se proporciona también una segunda molécula de acidos nucleicos aislada. La molécula de acidos nucleicos aislada
comprende una primera secuencia de nucleétidos que tiene una identidad de al menos 90% respecto a la secuencia
de nucledtidos de la SEC ID N° 1; y una secuencia de nucleétidos que tiene homologia sustancial respecto a la
secuencia de nucleotidos de la SEC ID N® 3. La expresidon “homologia sustancial” puede ser adicionalmente definida
con referencia al porcentaje de homologia. Esto se expone mas en detalle en la presente memoria descriptiva.

En la segunda molécula de acidos nucleicos (también denominadas anteriormente en el primer aspecto de la
invencion), las dos secuencias pueden ser contiguas o pueden estar separadas por un cierto nimero de nucleétidos.
Por ejemplo, las dos secuencias pueden estar separadas por una secuencia kozak 0 uno o mas intrones. Las
secuencias preferentemente estan funcionalmente conectadas, es decir, la segunda secuencia, que codifica un
promotor, estd conectada a la primera secuencia de forma que la primera secuencia puede ser expresada cuando es
introducida en una célula usando un vector.

También se proporciona un vector que comprende la segunda molécula de acidos nucleicos de la invencion.

Se proporciona adicionalmente una célula hospedante que comprende un vector segln la invencién. La célula
hospedante puede ser cualquier célula apropiada pero, preferentemente, es una célula de mamifero no humano,
especialmente una célula de primate. Pueden ser usadas células para producir la proteina de forma recombinante, y
puede ser usada cualquier célula apropiada, como una célula CHO.

Se proporciona adicionalmente un animal transgénico que comprende células que comprenden un vector segun la
invencion. Preferentemente, el animal es un mamifero no humano, especialmente un primate como un macaco.
Alternativamente, el animal puede ser un roedor, especialmente un ratén.; o puede ser canino, felino, ovino o
porcino.

En la descripcion que antecede, el término “homologia se usa para hacer referencia a la analogia de dos
secuencias. Esto puede ser descrito también usando el término “identidad”. Los términos “homologia” y “identidad”
pueden ser usados de forma intercambiable en la presente memoria descriptiva. Para los fines de esta invencion, se
define en la presente memoria descriptiva que, con el fin de determinar el porcentaje de identidad de dos secuencias
de &cidos nucleicos, las secuencias estan alineadas para fines de comparacion Optima (por ejemplo, las
separaciones pueden ser introducidas en la secuencia de un primer acido nucleico para una alineacion 6ptima con
una segunda secuencia amino o de acidos nucleicos). Seguidamente se comparan los residuos de nucleétidos en
las partes de nucleétidos. Cuando una posicion en la primera en la primera secuencia estd ocupada por el mismo
residuo de aminoacido o nucleétido que la correspondiente posicion en la segunda secuencia, entonces las
moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre las dos secuencias es una funcion del
namero de posiciones idénticas compartidas por las secuencias (es decir, % identidad= ndmero de posiciones
idénticas/namero total de posiciones (es decir, posiciones solapadas) x 100). Preferentemente, las dos secuencias
tienen la misma longitud.

Se puede llevar a cabo una comparacién de secuencias sobre las longitudes completas de las dos secuencias que
estan siendo comparadas o sobre un fragmento de las dos secuencias. Normalmente, la comparacion se llevara a
cabo sobre la longitud completa de las dos secuencias que estan siendo comparadas. Sin embargo, la identidad de
secuencias se puede llevar a cabo sobre una region, por ejemplo, de aproximadamente veinte, aproximadamente
cincuenta, aproximadamente cien, aproximadamente doscientos, aproximadamente quinientos, aproximadamente
1.000, aproximadamente 2.000, aproximadamente 3.000, aproximadamente 4.000, aproximadamente 4.500,
aproximadamente 5.000 o mas residuos de &cidos nucleicos contiguos.

El experto en la técnica sera consiente del hecho de que estan disponibles varios programas de ordenador
diferentes para determinar la homologia entre dos secuencias. Por ejemplo, se puede realizar una comparacion de
secuencias y una determinacion del porcentaje de identidad entre dos secuencias usando un algoritmo matematico.
En una realizacion preferida, el porcentaje de identidad entre dos secuencias aminoacidos o &cidos nucleicos se
determina usando el algoritmo de Needleman y Wunsch (J. Mol. Biol. (48): 444-453 (1970)), que ha sido incorporado
en el programa GAP en un paquete de software Accelrys GCG  (disponible en
http://www.accelrys.com/products/gcg/), usando una matriz aproximadamente Blosum 62 o una matriz PAM250 y un
peso de la separacion de 16, 14, 12, 10, 8, 6, 0 4 y un peso de la longitud de 1, 2, 3, 4, 5, 0 6. El experto en la
técnica apreciarda que estos diferentes parametros produciran resultados ligeramente diferentes pero que el
porcentaje de identidad global de dos secuencias no esta significativamente alterado cuando se usan algoritmos
diferentes.
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Las secuencias de &cidos nucleicos de la presente invencion pueden ser adicionalmente usadas como una
“secuencia de consulta” para realizar una busqueda frente a bases de datos publicas, por ejemplo, para identificar
otros miembros de la familia o secuencias relacionadas. Estas busquedas se pueden realizar usando los programas
BLASTN y BLASTP (versién 2.0) de Altschul, et al. Las busquedas de proteinas de BLAST se pueden realizar
también con el programa BLASTP, puntuacion = 50, longitud de palabras=3 para obtener secuencias de
aminodcidos homologas respecto a las moléculas de proteinas anteriormente descritas. Para obtener alineaciones
separadas para fines de comparacién se puede utilizar BLAST separada como se describe por Altschul et al., (1997)
Nucleic Acids Res. 25(17): 3389-3402. Cuando se utilizan programas BLAST y BLAST separado, pueden ser usados
los parametros por defecto de los respectivos programas (por ejemplo, BLASTP y BLASTN). Véase la pagina
principal de la entidad National Center for Biotechnology Information en http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Salvo que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados en la presente memoria descriptiva
tienen el mismo significado que se entiende comidnmente por un experto en la técnica a la que pertenece esta
invencion. La terminologia usada en la descripcion de la invencion en la presente memoria descriptiva es para los
fines de describir realizaciones particulares solamente y no esté previsto que limite la invencion.

En este documento y en las reivindicaciones, el verbo “comprender” y sus conjugaciones se usan en su sentido no
limitativo para indicar que estan incluidos los objetos que siguen a la palabra pero los objetos que no estén
especificamente mencionados no estan excluidos. Ademas, la referencia a un elemento mediante el articulo
indefinido “uno” o “una” no excluye la posibilidad de que esté presente mas de un elemento, salvo que el contexto
requiera claramente que hay solamente uno de los elementos. El articulo indefinido “uno” o “una” indica por tanto
habitualmente “al menos uno.

Un experto en la técnica apreciara que todos los aspectos de la invencion, ya se refieran, por ejemplo al acido
nucleico, al vector a la célula hospedante o al uso, son igualmente aplicables a todos los otros aspectos de la
invencion. En particular, algunos aspectos del método de tratamiento, por ejemplo, la administracion del acido
nucleico o vector, pueden haber sido descritos mas en detalle en alguno de los otros aspectos de la invencion, por
ejemplo, relativos al uso del acido nucleico o vector para tratar la hemofilia. Sin embargo, el experto en la técnica
apreciara cuando que se haya proporcionado mas informaciéon detallada para un aspecto de la invencién, esta
informacién probablemente es igualmente aplicable a otros aspectos de la invencién. Por ejemplo, el experto en la
técnica apreciara que la descripcion relativa a los vectores y las células hospedantes para el primer aspecto de la
invencion es aplicable a todos los vectores y células hospedantes de la invencion. Ademas, el experto en la técnica
apreciara también que la descripcion relativa al método de tratamiento es igualmente aplicable al uso del acido
nucleico o vector en el tratamiento de la hemofilia.

La invencion se describird seguidamente en detalle, a modo de ejemplo solamente, con referencia a los dibujos en
los cuales:

Figura 1: Expresion de FVIII humano en ratones con hemofilia A. Zona superior: un esquema de vector rAAV que
codifica el BDD hFVIIl bajo el control del promotor especifico del higado LP1. Zona inferior: actividad de FVIII
humano en plasma de ratén a las ocho semanas posteriores a la administracion en vena de la cola de dos x 10°
vg/raton (n = 4). Ratones inmunolégicamente desprotegidos fueron inyectados con excipiente.

Figura 2: A. Act|V|dad de FVIII humano en plasma de ratén a los 30 dias posteriores a la administraciéon en vena
temporal de 1 x 10% TU de vectores lentivirales que codifican el BDD, N6 o el codop-FVIII bajo el control del promotor
SFFV (N = 4). B. Actividad de hFVIIl en materia sobrenadante recolectada a partir de células HepG2 transfectadas
con plasmido rAAV que codifica variantes de FVIII bajo el control del promotor LP1 o el cassette de expresiéon mas
pequefio rAAV HLP-codop-FVIII (N = 3).

Figura 3: A. Rendimiento de rAAV-HLP-codop-hFVIIl (n = 5) pseudotipado con capside de serotipo 5 en comparacion
con el rendimiento de scAAV-FIX que contiene un cassette auto-complementario de 2,3 kb y vectores de rAAV de
cadena unica que contienen un cassette de expresién de 4,6 kb. B. gel nativo tefiido con bromuro de etidio y C.
Analisis Southern en gel alcalino del genoma viral rAAV-HLP-codop-hFVIIl derivado de dos preparaciones
separadas (1y 2).

Figura 4: A. Niveles medios de FVIIl £ SEM en plasma de maridos después de una admlnlstraC|on Unica en vena de
cola de constructos de rAAV-hFVIII pseudotipados con capside de serotipo 5 (dosis=4 x 10" uvg/raton, N = 3). B
numero de copias provirales medias (+ SEM) en higado de muridos transducido con variantes de rAAV5-hFVIIL.

Figura 5: A. transferencia Southern: la zona izquierda muestra el digesto doble (Kpn-1) de DNA genémico de higado
derivado de ratones (M1 y M2) transduccido con rAAV-HLP-codo-HFVIII. La zona derecha muestra DNA no cortado
o el digerido con un cortador Unico (Not-1). HH y HT = con cantémeros de cabeza a cabeza y cabeza a cola. B.
Transferencia Western que muestra una banda unica de ~ 210 Kd en el plasma de raton transducido con rAAV-HLP-
codop-HFVIII que no esta presente en plasma de ratén inmunolégicamente desprotegido o testigo positivo que
consiste en FVIIl humano recombinante de longitud completa (rhFVIII) diluido con plasma de ratén.
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Figura 6: A. relacion entre dosis de rAAV5-HLP-codop-hFVIIl y niveles de hFVIII en plasma de mdridos y nimero de
copias de transgenes a las 6 semanas posteriores a la transferencia génica. B. Caracteristicas cinéticas de la
expresion de hFVIII a continuacion de una administracién Unica en vena de cola de 4 x 1012 vg/raton de rAAV-HLP-
codop-hFVIII pseudotipado con cépside de serotipo 5 0 8. Se muestran niveles medios + SEM.

Figura 7: A. Actividad de FVIII y nivel de antigeno en ratones F8-/- a continuaciéon de una administracién Unica en
vena de cola de una dosis baja y elevada de rAAV HLP codop-hFVIIl. B y C. tiempo de hemorragia y pérdida de
sangre en ratones F8/-a continuacion de transferencia génica de rAAV-HLP-codop-hFVIIl en comparacion con
ratones F8/- no transducidos y animales normales y de tipo salvaje.

Figura 8: (A) Representacion esquematica de variantes de FVIII humano disefiadas y clonadas en una cadena
principal de vector lentiviral SIN. Se disefiaron nueve variantes de FVIII humano diferentes y se clonaron en
plasmido de cadena principal de vector lentiviral: BDD FVIII; FVIII humano suprimido en dominio B (tamafo total 4,3
kb). Fugu B de FVIII; BDD FVIII que contiene el dominio B de Fugu (4,9 kb de tamario total). FVIII N6; FVIII de BDD
que contiene el dominio B de N6 humano (tamaro total de 5,0 kb). SQ FVIII; FVIII de BDD que contiene una version
modificada de la secuencia de aminoacidos SQ™ (tamafio total de 4,4 kb). SQ FVIII Fugu B; FVIIl de SQ que
contiene el dominio B de Fugu entre la secuencia SQ™ para crear la secuencias SQ* de N-terminal y SQ° C-terminal
(tamaro total de 5,0 kb). SQ FVIII N6; FVIIl de SQ que contiene el dominio B humano (tamaro total de 5,1 kb).
Constructos SQ FVIII (ca) (tamano total de 4,4 kb), SQ FVIII Fugu B (ca) (tamaro total de 5,0 kb) y SQ FVIII N6 (co)
(tamario total de 5,1 kb) son la misma estructura de aminoacidos que los constructos SQ FVIIl, SQ FVIII Fugu By
SQ FVIII N6, respectivamente, pero son producidos a partir de una secuencia de cDNA optimizada mediante
codones. El tamario del dominio relativo no es exacto. Las rayas en los constructos marcan los sitios de glicosilacion
(N)-conectados a asparagina en el dominio B solamente. (B) representaciones esquematicas de secuencias de SQ y
SQ modificada; SQ™, SQ® y SQ°. La secuencia de SQ es un puente de 14 aminoacidos entre los dominios a2 y a3
de FVIII creada mediante fusién de Ser 743 y GIn 1638 en el dominio B. La secuencia favorece una escision
intracelular eficaz conteniendo el sitio de reconocimiento de proteasa de 4 aminoacidos RHQR. Se cre6 una
secuencia SQ modificada (SQ™) que contenia una mutacién sin sentido de Lys 1644 a Thr 1644 provocada por la
creacion de un sitio de enzima de restriccion Miul en la secuencia de cDNA para la insercion de Fugu y dominios B
de N6. SQ? es la secuencia 11aa creada en el N terminal del dominio B después de la insercion de las secuencias
de N6 o de dominio B Fugu en el constructo SQ FVIII. SQ° es la secuencia de 5 aminoacidos creada en el C terminal
del dominio B después de la insercion de las secuencias N6 o de dominio B Fugu en el constructo SQ FVIII, esta
secuencia retiene el sitio de reconocimiento de proteasa de 4 aminodacidos. Los sitios de restriccion Miul se
muestran subrayados y la mutacién sin sentido de K a T esta en la posesion de los aminoacidos del lado izquierdo
del sitio de restriccién Miul.

Figura 9: Actividad de FVIII humano relativa de constructos de FVIIlI in vitro determinada mediante ensayo
cromogénico. Se transdujeron 1 x 10° células 293T con diluciones en serie de BDD FVIII, FVIII Fugu B, FVIII N6, SQ
FVIIl, SQ FVIII Fugu B, SQ FVIII N6, SQ FVIII (co), SQ FVIII Fugu B (co) o SQ FVIIl N6 (co). A las 48 horas se
cambiaron 500 pl de medios exentos de suero con medios celulares. Después de 24 horas adicionales se recogieron
medios de incubacién de todos los pocillos y se valoraron en cuanto a la expresion de factor VIII usando un ensayo
basado en cromogénesis la actividad de cofactor de factor VIII. Los resultados fueron seguidamente normalizados
en un numero de copias por célula determinados mediante qPCR. Se muestran medias y SD para m = 5. Las barras
anteriores de los valores representan el aumento en veces de la expresion de FVIIl a partir de constructos
optimizados mediante codones en comparacion con secuencias equivalentes no optimizadas mediante codones. Se
realizaron analisis estadisticos usando el modelo lineal general (GLM) basado en un andlisis de dos vias de la
varianza (ANOVA) con comparaciones por pares de individuos realizadas usando ensayos simultaneos de
Bonferroni (Minitab software, Myerstown, PA). Los resultados muestran un aumento altamente significativo para SQ
FVIIl (co) SQ FVIII Fugu B (co) y SQ FVIII N6 (co) en comparacion con sus equivalentes no optimizados mediante
codones SQ FVIII, SQ FVIII Fugu B, SQ FVIII N6, respectivamente (P<0,001). Ademas, los resultados para vectores
optimizados mediante codones muestran también un aumento significativo para SQ FVIII N6 (co) en comparacion
con SQ FVIII (co) (p< 0,0001) y un aumento significativo para SQ FVIII Fugu B (co) en comparaciéon con SQ FVIII
(co) y SQ FVIII N6 (co) (B< 0,0001).

Figura 10: Expresién de actividad de FVIII humano in vivo en plasma sanguineo en ratones hemofilicos después de
una inyeccion intravenosa de vectores lentivirales SIN que expresan constructos de FVIII tratados por bioingenieria.
Seis a diez ratones neonatos hemofilicos F8™# fueron inyectados por via intravenosa a través de la vena temporal
superficial con vectores lentivirales SIN que expresan constructos de FVIII humanos tratados por bioingenieria. Se
toméd sangre de los ratones para diversos valores de tiempo durante aproximadamente 250 dias y se us6 un ensayo
cromogénico para calcular la actividad de FVIII humano en plasma sanguineo tomado de cada ratbn como un
porcentaje de los niveles humanos normales. (A) SQ FVIII (rombos blancos) frente SQ FVIII (co) (tridngulos negros).
SQ FVIII Fugu B (rombos blancos) frente a SQ FVIII Fugu B (co) (triangulos negros). SQ FVIII N6 (rombos blancos)
frente a SQ FVIII N6 (co) (tridngulos negros). Los puntos en las gréficas representan la media. Las barras de error
representan la desviacion tipica. Se realizaron analisis estadisticos usando el modelo lineal general (GLM) basado
en un analisis por dos vias de la varianza (ANOVA) con comparaciones emparejadas individuales realizadas usando
ensayos simultaneos de Bonferroni (Minitab software, Myerstown, PA).
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Figura 11: Niveles de actividad de FVIII in vivo en plasma tomado de ratones inyectados con vector que expresa
FVIII a partir de secuencias de cDNA optimizadas mediante codones. La actividad de FVIII humano en plasma
sanguineo tomado de ratones inyectados con vector lentiviral que expresa SQ FVIII (co) (circulos grises), SQ FVIII
Fugu B (Co) (rombos blancos) y SQ FVIII N6 (co) (triangulos negros fue cotejada. Los puntos en los graficos
representan la media, las barras de error representan la SD (desviacion tipica). No se aprecié ninguna diferencia
significativa en la expresiéon entre constructos que expresan dominios B diferentes (P>0,5, ensayo simultdneo de
Bonferroni).

Figura 12: Cuantificacion de ndmero de copias de vectores en tejidos de ratones hemofilicos después de una
inyeccion intravenosa de vectores lentivirales SIN que expresan constructos de FVIII tratados por bioingenieria. Se
tomé tejido de higado, corazén, pulmén y rifdn de ratones sacrificados ~ 250 dias después de una inyeccion
neonatal de vectores lentivirales que expresan SQ FVIII, SQ FVIII Fugu B, SQ FVIII N6, SQ FVIII (co), SQ FVIII Fugu
B (co) y SQ FVIII N6 (co). Se Extrajo DNA genomico y el niumero de copias virales se determiné usando gPCR. La
linea representa la media de todos los puntos. No se observé ninguna diferencia significativa en el nimero de copias
entre cualquier grupo de vectores (P> 0,1, ensayo simultaneo de Bonferroni).

Ejemplo 1

Envasado de cassette de expresion de hFVIll en r AAV

Los inventores han establecido que un cassette de expresion de 6,0 kb que contiene el BDD-FVIII cDNA bajo el
control del promotor especifico de higado anteriormente descrito (LP1) puede ser eficazmente envasado en vectores
rAAV pseudotipados con proteinas de capsides de serotipo 5 (rAAV5-LP1-BDD-h FVIII) usando eI método de
transfeccion transitoria de 3 plasmidos convencional. La administracién en vena de solamente 2 x 10° particulas de
rAAV-LP1-BDD-HFVIII en ratones FVIII KO machos adultos dio lugar a una actividad de coagulacién de FVIIl de 18 £
5,3% usando un ensayo cromogénico (Figura 1), que esta significativamente por encima del nivel requerido para una
mejora de la diatesis hemorragica en seres humanos (> 1% de lo normal).

Adaptacién escala de produccién de vector de rAAV-hFVIII

Los inventores han establecido un método de producciéon de rAAV adaptable a escala, sencillo y compatible con
GMP usando el vector de expresion de vaculovirus y células de insectos. Una ventaja clave del S|stema de
vaculovirus es la facilidad con que la produccién se puede llevar a escala. Ha sido posible generar 1 x 10'* genomas
de vectores (vg) a partir de un unico ensayo de produccién usando un bio-reactor. Esta cantidad seria suficiente
para un ensayo clinico de HA de fase l/ll. Los rendlmlentos iniciales en el vector de FVIII de primera generacion
(rAAV5-LP1-BDD-hFVIII) son del orden de 5 x 10" uvg a partir de 1 litro de cultivo celular.

Expresién a partir de hFVIII optimizado mediante codones

Los inventores han disefiado un constructo de hFVIIl alternativo (codop-FVIIl) para ensayar la hipotesis de que
sustituyendo codones infrecuentemente usados en el cDNA con los mas cominmente encontrados en genes de
mamiferos (“optimizacion mediante codones”) generard una expresion aumentada de hFVIIl a continuaciéon de la
transferencia génica. Un ejercicio similar para los factores de coagulacion IX y VII mejord la expresién hasta 10
veces en comparacion con los cognados de tipo salvaje. La estrategia para el disefio del codop-h FVIII implic6 volver
a traduvcir la secuencia de aminoacidos de hFVIIl con un conjunto de codones mas frecuentemente encontrados en
genes de mamiferos altamente expresados. Esta secuencia modificada seguidamente fue cuidadosamente
explorada y los codones fueron adicionalmente modificados para mejorar la estabilidad de mRNA y suprimir
secuencias no deseables, como nucleétidos de CpG en exceso y sitios de empalme cripticos. La secuencia de
codop-h FVIII disefiada final contiene 1076 cambios bp Unicos a partir de la secuencia de N6-FVIII de tipo salvaje y
es un 42% a+t con relacion a un 56% de contenido de A + T de la secuencia de tipo salvaje. La secuencia de FVIII
codop es la secuencia de la SEC ID N? 1. Inicialmente, esta variante de codop- FVIII fue clonada en un vector
lentiviral en direccion descendente del promotor del virus formador de focos de bazo constitutivo (SFFV) y su
potencia es valorada en ratones FVIII KO recién nacidos myectando 1 x 10% TQ en la vena temporal. Para hacer una
comparacion, dos grupos separados de ratones FVIIIKO recién nacido fueron transducidos con un titulo equivalente
de vector idéntico que codifica las variantes de FVIII BDD o la mas potente N6. Como se muestra en la Figura 22, y
de forma congruente con informes previos, los vectores lentivirales que codifican el N6-FVIII (15 £ 0,8% de lo
normal) mediaron niveles cinco veces superiores de expresion transgénica en comparaciéon con la variante BDDD (3
+ 0,6% de lo normal). En comparacién, la expresién de hFVIII en el plasma del grupo de codop-FVIII de ratones (283
+ 0,21% de lo normal) era al menos 18 veces mayor que el conseguido con el N6-FVIII. Los inventores han clonado
las variantes de FVIII BDD, N6 y codop en su vector rAAV estandar (Nathwani A. et al. Blood. 15 de Febrero de
2007; 109(4): 1414-1421) bajo el promotor LP1. Ademas, el codop-FVIIl ha sido clonado también en direccién
descendente de un nuevo promotor especifico para el higado hibrido y méas pequefio (HLP). ElI promotor HLP tiene
la secuencia de la SEC ID N° 3. La evaluacion de estos plasmidos de vectores rAAV en un ensayo de transfeccion
transitoria en la linea celular de higado HepG2 (Figura 2b) mostré que los vectores LP1 rAAV que codificaban la
expresion de FVIII mediada por codop-FVIII (0,38 £ 0,06 1U/ml) a niveles que estaban entre 4 (0,09 + 0,02 IU/ml) y 8
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(0,05 £ 0,02 1U/ml) veces mayor que la conseguida con rAAV-LP1-N6-FVIIl y rAAV-LP1-BDD-FVIII, respectivamente.
Por lo tanto, colectivamente, estos datos sugieren que la molécula de codop-FVIII de los inventores es mas potente
que la variante N6-FVIII. Apreciablemente, el plasmido de vector rAAV-HLP-codop-FVIII ligeramente mas pequeno
genera consistentemente rendimientos entre 30-50% superiores de vector que el rAAV-LP1-codop-FVIII.

El cassette de expresién de HLP-codop- H FVIII puede ser envasado en viriones AAV

Los cassettes de expresién de rAAV-HLP-codop-HFVIII de 5,6 kb sobrepasaron el limite de envasado de 4,6 kb de
vectores AAV pero fueron satisfactoriamente envasados en viriones AAV con la misma eficacia que el vector scAAV-
FIX que esta siendo usado en ensayos clinicos continuados (Figura 3A)Usando el método de transfeccion transitoria
HEK293T convencional. Otros han mostrado que una secuencia de vector de 6,6kb puede ser envasado en viriones
AAV Adicionalmente, el grupo del High de la Universidad de Pensilvania verific6 independientemente que hasta 6 ¢
10" particulas pseudotipadas de rAAV 8 de rAAV-HEDP-codop-hFVIIl podian ser derivadas a contmuamon de una
transfeccion transitoria a partir de justo 20 botellas en rodillos de células HEK293 (rendimiento = 6 x 10* uvg/célula
293t). Para demostrar que el genoma del vector rAAV-HLP-codop-hFVIIl era envasado en su totalidad, se extrajo
DNA de viriones derivados a partir de dos tandas separadas, tratamiento con DNasel y separadas en agarosa nativa
y alcalina y seguidamente valoradas siguiendo un tefiido con bromuro de etidio o analisis de transferencia Southern,
respectivamente. Se apreci6é una banda prominente de aproximadamente 5,7 kb con ambos métodos de valoracion
(Figura 3B y C).

El codop-hFVIIl es mas potente pero igual de seguro que las variantes de hFVIII N6 o BDD

Vectores rAAV pseudotipados con capside de serotipo 5 que codifican la variante de hFVIII codop N6 y BDD bajo el
control de los promotores Lp1 o HLP fueron inyectados a través de la vena de la cola (4 x 10 " uvg/raton, N =
3/grupo) de ratones C57B1/6 de 4-semanas machos. Como se muestra en la figura 4, una administracion Unica en la
vena de cola de rAAV-LP1-codop-hFVIII dio lugar 0,20 £ 0,03 IU/ml (= 20% de los niveles normales) de hFVIIlI en
plasma de mdridos sin toxicidad alguna- las expresion de hFVIII fue 10 veces inferior en ratones transducidos con 4
x 10" uvg/raton de rAAV-LP1-N6-hFVIIl (0,02 + 0,0003 IU/ml = 2% de lo normal) que codifica la secuencia de DNA
de hFVIII de tipo salvaje en lugar de la secuencia de nucledtidos de FVIII optimizada con codones en codop hFVIII.
Esta diferencia de expresién entre estos dos vectores que por lo demas son idénticos es altamente significativa (p =
0,0003, ANOUVA de una via). La sustitucién del promotor LP1 con el promotor HLP especifico de higado mas
pequerio dio lugar a nlveles marginalmente superiores (0,22 + 0,04 IU/ml) de hFVIIl en el plasma de ratones
transducidos con 4 x 10" uvg/kg de rAAV-HLP-codop-hFVIIl en comparaciéon con el grupo de rAAV-LP1-codop-
hFVIII pero esta diferencia no fue significativa (p = 0,6). El nivel méas bajo de expresion de hFVIIl fue observado en el
plasma de ratones que recibieron 4 x 10'" uvg/ratén de rAAV LP1-BDD-hFVIII (0,01 + 0,001 IU/ml), que se aproxima
a un 1% de los niveles normales. De forma importante, estas diferencias en el nivel de expresion de hFVIII no
estaban relacionadas con el nimero de copias de vectores, ya que el analisis PCR muestra un nimero de copias de
vectores similar en el DNA gendémico extraido del higado de animales en cada grupo, que varian en el intervalo de
0,9-1 copias provirales/célula. El andlisis por transferencia Southern del DNA genémico de los higados de ratones
tranducidos con LP1-codop-hFVIIl a las seis semanas después de la transferencia génica digerida con Kpn-1, que
corta dos veces en el cassette de expresion codop-hFVIIl, liber6 una banda del tamafio esperado de
aproximadamente 1,9 kb (Figura 5 A). La digestion con Not-Il, que es un cortador Unico, gener6 dos bandas de ~ 5 kb
y de ~ 10 kb correspondientes a fragmentos de concatémeros de cabeza a cola y de cabeza a cabeza en una
relacién de 3:1, respectivamente. Los analisis de transferencia Western mostraron que el codop-hFVIII es secretado
en forma de una proteina de 210 kd de cadena Unica, que como era de esperar tiene un tamafio mas pequefio en
comparacién con el FVIII recombinante de longitud completa (Helixate, Figura 5B, columna izquierda) ya que dos
tercios del dominio B han sido suprimidos de codop-hFVIII.

Seguidamente, se administraron dosis diferentes de rAAV5-HLP-codop-hFVIIl a través de la vena de la cola a
ratones C57B1/6 machos y se valoraron los niveles de hFVIIl en plasma a las 6 semanas. Como se muestra en la
Figura 62, se observd una relacién relativamente lineal entre la dosis de vector, niveles en plasma de hFVIIl y
numero de copias de transgenes sin nlnguna evidencia de cinéticas de saturacién incluso a los niveles de dosis méas
elevados. La administracion de 4 x 10'° uvg/raton de rAAV5-HLP-codop-hFVIII dio lugar a una expresion baja pero
detectable de hFVIIl a un 0,5% de lo normal. El nimero de copias de transgenes de rAAV- HLP -codop-hFVIll en el
higado de estos animales fue también 7 veces inferior (0, 12 + 0,06 copias/células) al de 4 x 10" uvg/ grupo de dosis
de ratones. Un aumento en la dosis de vector de 4 x 10" uvg/raton dio lugar a niveles de hFVIIl en plasma de
aproximadamente un 190% de los niveles fisiologicos (1,9 = 0,3 1U/ml). El nimero de copias de transgenes de rAAV-
HPL-codop-hFVIIl en el higado de estos ratones rea por encima de 330 veces superior (43,5 + 2,5 copias
provirales/célula) a los niveles observados en animales transducidos con 4 x 10" uvg/ratén y aproximadamente en
el higado. No se observé ninguna toxicidad a cualquiera de los niveles de dosis y un examen histolégico del 6rgano
después de necropsia a las 6 semanas no mostr6 ninguna patologia significativa. El perfil de expresiéon de
transgenes se valor6 segwdamente en dos grupos de ratones (n = 3) a continuaciéon de una administracién en la
vena de la cola de 4 x 10" uvg/ratén de rAAV-HLP-codop-hFVIIl pseudotipado con proteinas de capsides de
serotipo 5 y 8. Como para los informes previos por los inventores con otros vectores rAAV de cadena uUnica, el hFVIII
fue detectable en dos semanas de transferencia génica antes de alcanzar niveles de estado estacionario de 23 + 6
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IU/mly 54 £ 12 IU/ml en 10 semanas en ratones transducidos con rAAV-HLP-codop-hFVIIl pseudotipado con
capside de serotipo 5 y 8, respectivamente (Figura 6B). En todos los valores de tiempo, el nivel de hFVIIl en el grupo
de rAAV8-HLP-codop-hFVIIl era entre 2-10 veces superior en comparaciéon con los niveles conseguidos en ratones
que recibieron vector pseudotipado de cépside de serotipo 5. Esta diferencia es altamente significativa (p< 0,001) y
es congruente con diferencias especificas de serotipos similares en transduccion mediada por rAAV previamente
descritas. Los complejos en plasma de trombina-antitrombina (2,2 = 0,2 pg/l) no eran elevados, indicando que los
niveles suprahistolégicos de hFVIIl no inducen un estado hipercoagulable apreciable en ratones. Finalmente, los
anticuerpos anti-FVIII no fueron detectados en los ratones de rAAV-HLP-codop-hFVIIl en ninguna fase después de
la transferencia génica.

El rAAV-HLP-codon-hF VIl corrige la diatesis de hemorragia en ratones con hemofilia A

Para confirmar la correccion del fenotipo de hemorragia, los inventores inyectaron 4 x 10'" (grupo de dosis baja, n =
3)o05x 10" (grupo de dosis elevada, n = 3) de genomas de vector rAAV5-HLP-codop-hFVIIl en la vena de la cola
ratones con desproteccion inmunolégica con hemofilia A, que son de fondo C57B16/J-129 Sv y contienen una
delecion en el exon 16 de FVIII de maridos. Los niveles picos de hFVIII, segin se determinaron mediante un ensayo
de coagulacién en una fase, fueron 137 £ 27% y 374 + 18% de los niveles normales en los grupos de dosis baja y
elevada de ratones, respectivamente (Figura 7A). Estos niveles estaban significativamente por encima del fondo
(ratones hemofilicos HA sin tratar (FVIIKO) nivel de hFVIIl: C = < 2% de la normal) y eran significativamente
superiores al terapéutico de >5% de lo normal. Hubo una concordancia muy estrecha entre la actividad de hFVIIl y
los niveles de antigeno en todos los valores de tiempo examinados con una relacion media de 1,16. El tiempo de
hemorragia en los ratones F8-/- tratados con AAV y sin tratar, asi como los ratones testigos de tipo salvaje, se valord
usando un ensayo de pinza en la cola. El tiempo para la primera detenciéon de la hemorragia en el rAAV5-HLP-
codop-hFVIII fue significativamente mas corto (p = 0,003) a 114 + 3 y 74 £ 14 segundos en los grupos de dosis baja
y elevada, respectivamente, en comparacion con los ratones F8-/- sin tratar (311 £ 3 segundos) y comparable al de
los animales de tipo salvaje testigos (74 + 20 segundos). Analogamente, la cantidad de pérdida de sangre valorada
mediante un analisis espectrofotométrico del contenido de hemoglobina en solucién salina en la que es sumergida la
cola del ratén con pinzas fue significativamente inferior (p = 0,002) en los ratones rAAV5-HLP-codop-hFVIII en
comparacién con los animales F8-/- sin tratar. Los anticuerpos anti-h-FVIII no fueron detectados en ratones HA
tratados con rAAV en ninguna fase después de la transferencia génica.

Por lo tanto, colectivamente, estos datos sugieren que la molécula de codop-hFVIIl es mas potente que la variante
N6-hFVIIl. Adicionalmente, el cassette de expresion de codop-hFVIIl parece que esta bien envasado en los viriones
rAAV a pesar de un tamafo relativamente grande en comparacion con el genoma de AAV de tipo salvaje. El hFVIII
es expresado como una proteina biolégicamente activa de cadena Unica a continuacion de la transferencia génica
de rAAV que es capaz de corregir el fenotipo de la hemorragia en animales con hemofilia A inmunolégicamente
desprotegidos.

Ejemplo 2
Introduccién

La hemofilia A es un trastorno de hemorragia grave provocado por una deficiencia o ausencia completa del factor
VIl de coagulacién sanguinea (FVIII). Es el trastorno de coagulacion hereditario mas comudn con una incidencia que
se acerca a aproximadamente uno de cada 5.000 varones'. El trastorno es un candidato atractivo para una terapia
génica, porque solamente es necesario un aumento modesto de la concentracién en plasma de FVIII para un
beneficio terapéutico, y los niveles de <1% son capaces de conseguir tazas considerablemente reducidas de
hemorragia espontanea y artropatl’a2 a largo plazo. Sin embargo, aunque los resultados preclinicos usando una
terapia génica en modelos de animales de hemofilia A han sido alentadores, ninguna propuesta se ha traducido
todavia en un éxito clinico cuando se han observado niveles insuficientes de expresion de FVIIIP.

La baja expresion de FVIII esta causada principalmente por una expresion ineficaz del mNRA*®, una proporcion
significativa del mal plegado de proteinas con degradacion intracelular consiguiente y transporte ineficaz del
producto de traduccion primario desde el reticulo endoplasmico (ER) hasta el aparato de Golgi7; . Esto da lugar a
niveles de expresién de FVIII de aproximadamente 2 a 3 de magnitud inferior a los de otras proteinas secretadas de
tamano comparable4. Los estudios durante las dos ultimas décadas sobre la trayectoria de secrecion, estructura y
funcion de proteina de FVIII y mecanismos del desarrollo inhibidor han conducido a la incorporacién de formas
tratadas por bioingenieria de FVIII en los sistemas de transferencia génica. La bioingenieria esta dirigida a mejorar
propiedades cono la biosintesis, eficacia de secrecion, actividad funcional, semivida en plasma y a reducir la
antigenicidad/inmunogenicidad °. EI FVIII es producido en forma de una glicoproteina larga de 330 kDa con la
estructura de dominios A1-A2-B-A3-C1-C2'*"", en la que los dominios A y C tienen una homologia de secuencias
internas y una identidad de secuencias de agroximadamente 40% para los dominios A y C de factor V (FV), que
comparte la misma estructura de dominios'@'®. El dominio B, que constituye un 38% de la secuencia total, no
comparte identidad de secuencia de aminoacidos con otras proteinas conocidas, incluido el dominio B de FV. Sin
embargo, esta extensivamente glicosilado y contiene 19 de los 26 sitios de glicosilacion de asparagina unidos a (N)
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en la molécula de FVIII completa. El dominio B de FVIII es suministrable para la actividad pro-coagulante. EI FVIII en
el que es suprimido el dominio B (BDD) y sustituido con un conector corto de 11 aminoacidos (FVIII SQ; Figura 8b)
es de uso clinico como un producto de FVIII recombinante de sustitucion (Refacto, Wyeth Pharma)'®.

Se ha mostrado que la delecion del dominio B completo conduce a un aumento de 17 veces en el mRNA y producto
de traduccién primario, sin embargo, solamente un aumento de 30% en los niveles de protenina secretada,
sugiriendo que la velocidad de transporte de PR-Golgi es realmente reducida'®. La secrecion eficaz de FVIII requiere
un transporte facilitado por hidratos de carbono mediante LMAN1 (enmascaramiento 1 de lectina-manosa) mediado
por residuos de manosa de oligosacaridos unidos en N post-translacionalmente unidos al dominio B. para construir
sobre las ventajas de BDD-FVIII mientras se ayuda al transporte mediado por LMAN1, Miao et al. (2004) 7 volvieron
a afadir una secuencia corta de dominio B al BDD-FVIII, éptimamente 226 aminodcidos y reteniendo 6 sitios para la
glicosilacion unida a N (226/N6). Esto dio lugar a un aumento de 10 veces en la secrecion in vitro a partir de células
COS-1 transfectadas y un aumento de 5 veces in vivo a continuacion de un suministro de genes hepaticos
hidrodinamicos "’

El teledsteo pez globo Fugu rubripes es un organismo cominmente usado para la investigacion de caracteristicas
genéticas. El Fugu tiene un genoma de vertebrado basico y contiene un repertorio similar de genes respecto a seres
humanos, sin embargo, en 1993 se mostr6 que eI genoma del Fugu es de solamente 390 mb, aproximadamente una
octava parte del tamario del genoma humano '®. Esto hace que el Fugu sea un modelo extremadamente (til para
anotar el genoma humano y un genoma “de referencna valioso para identificar genes y otros elementos funcionales.
El andlisis de secuencia de genes en el sistema de coagulacion sanguinea mostré6 que las secuencias de
aminodcidos del Fugu estan altamente conservadas con relacion a sus ort6logos humanos. Para secuencias de
FVIII cDNA, Los dominios de Fugu A1, A2, A3, C1 y C2 muestran una identidad de secuencias de 46, 43, 47, 52 y
50% respecto a los ortélogos humanos, respectivamente. Inversamente, el dominio B de factor VIII del Fugu
comparte solamente un 6% de identidad de secuencias respecto a su correspondiente humano. Sin embargo,
aunque no hay una conservacion de secuencias evidente entre los dominios B, el dominio B del Fugu esta también
altamente gllcgsnado con 11 sitios de unién de glicosilacion unidos a asparagina (N) a través de su longitud de 224
aminodcidos

En este estudio los inventores examinaron la expresion de constructos BDD FVIII humano que contienen el
elemento de dominio B “SQ” anteriormente descrito, el fragmento del dominio B 226/N6 y el dominio B de Fugu. Los
constructos fueron ensayados bajo el control de promotor del virus formador de foco de vaso (SFFV en el contexto
de un vector lentiviral (LV) HIV-1 auto-inactivante (SIN). Ademas de ello, los constructos fueron expresados a partir
de su secuencia de cDNA optimizada mediante codones o no optimizada mediante codones. Multiples silenciadores
transcripcionales y restos inhibidores estan ampliamente distribuidos a través del FVIII ¢cDNA *°2%%2 "y estas
secuencias actian como potentes inhibidores de la produccion de RNA y la formacién de proteinas que pueden
obstaculizar la expresion in vivo. La expresién de FVIII en todos los constructos se comparé in vitro mediante
transduccion de células 293T y in vivo mediante inyeccién intravenosa de vector en ratones neonatos con hemofilia
A. La variacion del dominio B constituyé una diferencia significativa para la expresion de factor VIII a partir de
secuencias de cDNA optimizadas mediante codones in vitro, sin embargo, no se observaron diferencias in vivo. La
comparaciéon directa de constructos de FVIII tratados por bioingenieria mostré que se detectaron niveles
significativamente mayores (un aumento hasta 44 veces y por encima de 200% de los niveles humanos normales)
de proteina de FVIII activa en el plasma de ratones transducidos con vector que expresa FVIII a partir de una
secuencia de cDNA optimizada mediante codones, corrigiendo satisfactoriamente el modelo de enfermedad. Hasta
la fecha, este es el aumento relativo mas elevado en la expresion de FVIII a continuacién de un tratamiento por
bioingenieria de BDDD FVIII que da lugar a una expresion de FVIII estable sin precedentes in vivo usando una
propuesta basada en lentivirales.

Métodos

Construccion de transgen de FVIII y vector lentiviral

El plaésmido de expresion pMT2-FVIIlI fue obtenido por amable donacion del Dr. Steven W. Pipe (University of
Michigan). El plasmido contiene el gen FVIII humano con un dominio B de Fugu. El gen HFVIII tenia una delecion de
dominio B de los amino&cidos 740-1649 y un sitio de restriccion Mlul (AC’CGT) tratado por ingenieria genética
mediante mutagénesis dirigida al sitio en las posiciones de los aminoacidos 739-740 provocando la mutacién sin
sentido de Pro739 AThr739 en el dominio a2. El dominio B de Fugu habia sido clonado usando sitios de restriccion
Miul en 5’ y 3’ creando un gen de Fugu B HFVIII de 4935 bp. El gen de Fugu B de FVIII fue suprimido en tres partes
usando un digesto con Xhol y Kpnl para suprimir un fragmento de 1,83 kb, un digesto parcial con Kpnl y Mlul para
suprimir un fragmento de 1,06 kb y una amplificacién por PCR de la seccion de al menos 2066 kb usando cebadores
que crearon sitios Mlul and SbAl en los extremos 5’ y 3’ respectivamente. Cada seccion fue secuencialmente clonada
en pLNT/SFFV-MCS usando las mismas encimas para crear pLNT/SFFV-FVIII Fugu B. El constructo fue
completamente secuenciado tras la complecion. Se produjo pLNT/SFFV-BDD FVIII mediante digesto pLNT/SFFV-
FVIII Fugu B con Mlul para separar el dominio B de Fugu y la religadura. La secuencia del dominio B de 226/N6 fue
fabricada por la entidad GeneArt (Regensburg, Alemania) para producir un plasmido de GeneArt estandar que
contenia 226/N6; pGA_N6_nonopt, la secuencia fue obtenida tomando los primeros 688 bp del dominio B de FVIII
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humano (cDNA encontrado en la entidad Genbank: A05328), seguidamente fueron anadidos sitios Miul que
flanquean en 5’ y 3. Seguidamente fue retirado N6 de pGA_N6_nonopt y ligado en pLNT/SFFV BDD FVIII usando
Miul para crear pLNT/SFFV N6. La secuencia de cDNA SQ fue obtenida a partir de *° y fue modificada para que
contuviera un sitio Mul (subrayado) para proporcionar la secuencia de cDNA SQ™ 5-
AGC'TTC'AGC'CAG'AAC'CCC'CCC'GTG'CTG'ACG'CGT'CAC'CAG'CGG-3' (SEC ID N? 8) (Figura 8b). El Fugu B de
LNT/SFFV-SQ FVIII fue producido mediante mutagénesis dlrlglda al smo realizada por la entidad Eurofins MWG
Operon (Ebersberg, Alemania) para afadir secuencias SQ° y sQ° flanqueantes (Figura 8b) en el plasmido
pLNT/SFFV-FVIII Fugu B para producir pLNT/SFFV Fugu B. El pLNT/SFFV FVIII fue seguidamente producido
mediante supresion del dominio B de Fugu de pLNT/SFFV Fugu B mediante digesto con Miul y religadura. El
pLNT/SFFV FVIII N6 fue producido mediante supresién del dominio B de 226/N6 a partir de from pGA_N6_nonopt
mediante digestion con Miul y ligadura en pLNT/SFFV FVIII. En este constructo hay una repeticiéon de la secuencia
SQ? 11 ab provocada por la insercion del dominio B de N6 en la secuencia SQ™. Se crearon secuencias optimizadas
mediante codones mediante analisis de cDNA de SQ FVIII Fugu B y adaptacién del uso de codones a la desviacion
de Homo sapiens Usando un indice de adaptacién de codones (CAl) reallzado por la entidad GeneArt (Regensburg,
Alemania) usando su Software propiedad de la entidad GeneOptlmlzer La optimizacion suprimié también restos de
secuencias de actuacioén en cis que incluyen cajas de DATA, sitios chi y sitios de entradas ribosomales, extensiones
de secuencias con elevado contenido de AT o GC, elementos con elevado contenido de AU, elementos de
secuencias inhibidoras y represoras de actuacién en cis, secuencias repetidas, estructuras secundarias de RNA y
sitios de escisiones cripticas. La optimizacién de Fugu B de SQ FVIIl incluy6 la supresién de 14 sitios de escision, un
aumento en el contenido de GC de ~ 45% a ~ 60% y un aumento en CAl desde 0,74 hasta 0,97. Se introdujo una
secuencia KOZAK para aumentar el inicio de la traduccion, y se afadieron dos codones de parada para asegurar
una terminacion eficaz. El gen optimizado retuvo en los sitios de restriccion Miul que flanquean el dominio B en el
dominio de Fugu b y tiene una analogia de secuencias de 75,8% respecto a la secuencia original no optimizada. El
gen optimizado fue clonado en pLNT/SFFV-MCS para proporcionar el plasmido pLNT/SFFV-SQ Fugu B (co). El
plasmido pLNT/SFFV FVIII (co) fue creado mediante digestion de Fugu B de TPP con Mlul y religadura. La
secuencia del dominio B 226/N6 de pGA_N6_nonopt fue optimizada mediante codones y fabricada por la entidad
GeneArt. Fue recibida en el plasmido pGA_N6_opt y como los sitios de restriccién Miul fueron mantenidos clonados
directamente en el plasmido pLNT/SFFV FVIII (co) para obtener el constructo pLNT/SFFV N6(co), nuevamente, este
constructo contendra una secuencia repetida SQ, 11 aa causada por la insercién del dominio b en la secuencia SQ™.
Cada constructo fue completamente secuenciado antes del ensayo. La secuencia SQ FVIII N6 optimizada mediante
codones es la secuencia de la SEC ID N? 4. La secuencia SQ FVIII optimizada mediante codones es la secuencia de
la SEC ID N® 5. La secuencia de SQ FVIII Fugu B mediante codones es la secuencia de la SEC ID N° 6

Produccién y titulaciéon de vectores lentivirales.

Se produjeron vectores lentivirales con transfeccion transitoria de células HEK293T (293T) con 3 plasmidos (el
vector lentiviral), pMD.G2 [plasmido de envoltura de glicoproteina del virus de estomatosis vesicular (VSV-G)] y
pCMVA8.91 [plasmido de envoltura, ambos producidos por la entidad Plasmid Factory, Bielefeld, Alemania]
empleando polietilenimina (Sigma-Aldrich, Poole, Reino Unido). La materia sobrenadante viral fue recolectada y
concentrada usando ultracentrifugacion (25.000 x g durante 2 h a 4°C. Se almacenaron partes alicuotas de los virus
a -80°C. Los titulos de todos los vectores lentivirales se determinaron usando un estuche de ensayo para ensayo
inmunoabsorbente asociado a enzima (ELISA) de transcriptasa inversa (TR) colorimétrico (Roche, West Sussex,
Reino Unido) segun las instrucciones del fabricante y gPCR para determinar un titulo aproximado en genomas del
vector por ml (vg/ml).

Medicién de la actividad de FVIII

La actividad del cofactor de muestras de plasma sanguineo y medios de cultivos celulares in vitro se valoré usando
el ensayo cromogénico de factor VIII:C Biophen (Biophen, Quadratech Diagnostics, Epsom, Reino Unido) como se
dice en las instrucciones del fabricante. Las muestras fueron diluidas de 1:20 a 1:40 en el diluyente de muestras
proporcionado y se analizaron por duplicado. Se construy6 una curva estandar en % de actividad de cofactor VI
diluyendo plasma testigo | (Biophen, Quadratech Diagnostics) 1:20, llevando a cabo cuatro diluciones en serie 1:2'y
realizando un duplicado. Se us6 también plasma testigo anormal (Biophen, Quadratech Diagnostics) como un testigo
de calidad adicional para el ensayo.

Transduccién lentiviral

Se mantuvieron 293T en medio Eagle modificado de Dulbecco (DMEM) (Life Technologies Ltd, Paisley, Reino
Unido) y se complementaron 50 IU/ml de penicilina, 50 ug/ml de estreptomicina y 10% de suero de ternera fetal
inactivado con calor (FCS; Gibco). Para la transduccién lentiviral se transdujeron cinco pocillos de 1 x 10° células
293T con diluciones en serie de vector en un volumen total de 300 ul de DMEM + 10% de FCS. 48 horas después
de la transduccion, los medios celulares sustituyeron a 500 pl de OptiMEM (Gibco). Después de 24 horas
adicionales los medios de incubacion fueron recogidos de todos los pocillos y ensayados en cuanto a actividad de
factor VIII usando un ensayo cromogénico de FVIIl. Seguidamente se extrajo DNA de las formulas y el nimero de
copias virales se cuantificé PCR cuantitativo en tiempo real (QPCR).
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Métodos in vivo

Todos los ratones fueron manejados segun los procedimientos aprobados por la entidad UK Home Office and the
Imperial College London Research Ethics Committee. Ratones con hemofilia A (F8""2Kaz) generados mediante
delecion de exén 17%* fueron mantenidos en un fonde de 129SV. Ratones neonatales de 0-1 dia de edad fueron
sometidos a anestesia hipotérmica breve (<5 minutos) y se inyectaron 40 um de vector lentiviarl concentrado
(equivalente a 4 x 10’-1 x 10® unidades de transduccion por raton) en la vena temporal superficial. Para los ensayos
del factor de coagulacion se recogieron 100 pl de sangre periférica de ratones anestesiados mediante hemorragia en
la vena de la cola. La sangre se mezclé inmediatamente en una relacién 1:9 con citrato de sodio, se centrifugd a
13.000 fpm en una microcentrifugadora durante cinco minutos y el plasma se transfiri6 a tubos de
microcentrifugadora nuevos y se almacené a -20°C antes de ensayar.

Determinacion del nimero de copias de vectores mediante PCR cuantitativo en tiempo real

Se extrajo DNA gendémico de células usando un método estandar de desalacion 2°. La gPCR en tiempo real se llevo
a cabo por tiplicado para cada muestra para determinar el nimero de copias virales. Se realizé una gPCR usando un
dispositivo (ABI 7000 Sequence Detection System (ABI, Applied Biosystems, Warrington, Reino Unido)). EI DNA viral
total se cuantific6 usando los cebadores -TGTGTGCCCGTCTGTTGTGT-3' (SEC ID N 9) y 5-
GAGTCCTGCGTCGAGAGAGC-3' (SEC ID N2 10) y una sonda Tagman (FAN) 5-CGCCCGAACAGGGACTTGAA-3'
(TAMRA) (SEC ID N2 11). El gen titin de raton (Ttn) fue usado como un testigo de gen de 2 copias endégenas para
células de ratén y fue cuantificado usando los cebadores 5-AAAACGAGCAGTGACCTGAGG-3' (SEC ID N2 12) y 5'-
TTCAGTCATGCTGCTAGCGC-3' (SEC ID N? 13) y sonda Tagman (FAM) 5-TGCACGGAATCTCGTCTCAGTC-3'
(TAMRA) (SEC ID N¢ 14). Se usé el gen de beta-actina humano ) (ACTV) como testigo génico de dos copias
enddgenas para células HEK-293T y se cuantificé usando los cebadores 5' -TCACCCACAAGTTGCCCATCTACGA -
3' (SEC ID N® 15) y 5' - CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG - 3' (SEC ID N® 16) y sonda Tagman (FAM) 5'-
ATGCCCTCCCCCATGCCATCCTGCGT - 3' (TAMRA) (SEC ID N2 17).

Analisis estadistico

Los datos se expresan como valores medios mas o menos SD (desviacion tipica). Se realizaron analisis estadisticos
usando un modelo lineal general (GLN) basado en un andlisis de una via de la varianza (ANOVA) con
comparaciones emparejadas individuales realizadas usando ensayos simultdneos de Bonferroni (Minitab software,
Myerstown, PA).

Resultados

Generacién de variantes de FVIII tratadas por bioingenieria y produccidon de vectores lentivirales SIN gue expresan
FVIII

Para superar la baja expresion de proteinas asociada con las aplicaciones de transferencias génicas de hemofilia A,
los inventores investigaron la expresion de transgenes de FVIII tratados por bioingenieria que contenian varios
elementos de dominio B de secuencias de cDNA optimizadas mediante codones o0 no optimizadas mediante
codones. Se generaron las siguientes variantes de FVIII (figura 82): FVIII humano BDD que contiene una delecion de
dominio B entre los aminoacidos 740-1649 con una mutacion sin sentido Pro 739 a Thr 739 en el dominio a2
previamente descrito por Miao et al. (2004) 7 (denominada en lo sucesivo BDD rFVIIl); BDD FVIII que contiene el
dominio B de Fugu 201 aa que contiene 11 sitios de glicosilacion unidos en N entre los aa (aminoacidos) 740 y
1469(denominado en la presente memoria descriptiva FVIII Fugu B); BDD FVIII que contiene el fragmento de
dominio B humano 226 aa N6 que contiene 6 sitios de glicosilacion unidos a N los aa 740 y 1649 previamente
descritos por Miao et al. (2004) ' denominados en la presente memoria descriptiva FVIII N6); BDD FVIII que
contiene un péptido de activacion SQ de 14 aminoécidos SQ™ entre los aa 740 y 1649 (SFSQNPPVLTRHQR) (SEC
ID N 18) (mutacion sin sentido Lys a Thr subrayada), contiene la secuencia de reconocimiento de furina RHQR para
aumentar la escision intracelular, la secuencia del péptido de activacion original descrita por Sandberg et al. (2001)
2 (denominada en la presente memoria descriptiva SQ FVIIl); SQ FVIII que contiene el dominio B de Fugu insertado
en la secuencia SQ™. Esto provoca que la secuencia SQ™ se escinda en cada lado del inserto del dominio B con la
secuencia N-terminal (SFSQNPPVLTR) (SEC ID N2 19) que se denomina SQ ? y la secuencia C-terminal que
contiene el sitio de reconocimiento de furina RHUR como SQ° (TRHQR) (SEC ID N® 20) (denominada en la presente
memoria descriptiva SQ FVIII Fugu B); SQ FVIII que contiene el dominio B de 226 aa/N6 insertado en la secuencia
SQ™ creando las secuencias SQ* y SQ° en los lados N- y C-terminal del dominio B, respectivamente. En este
constructo hay una repeticién de la secuencia SQ* de 11 aa (aminodacidos) provocada por la insercién del dominio B
N6 en la secuencia SQ™ Es desconocido el efecto que esta repeticion tendra sobre la secrecion y funcion de FVIII
(denominada en la presente memoria descriptiva SQ FVIII N6). Los constructos “SQ FVIII (ca)”, “SQ FVIII Fugu B
(cb)” y “SQ FVIII N6 (Cb)” son iguales en la estructura de aminoacidos que los constructos “SQ FVIII", “SQ FVIII
Fugu B” y “SQ FVIII N6”, respectivamente, pero estan traducidos a partir de una secuencia de cDNA optimizada
mediante codones (Figura 8a). La representacion de SQ, SQ™, SQ* y SQ° se muestra en la Figura 8b. Todos los
constructos fueron clonados en una cadena principal lentiviral SIN bajo el control del promotor SFFV y las
secuencias de transgenes fueron confirmadas mediante secuenciado de DNA automatizado.
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Los vectores se produjeron para la totalidad de los nueve constructos de factor VIIl y se ensayaron en cuanto al
titulo fisico usando el ensayo de proteinas de transcriptasa inversa. Seguidamente fueron ensayados usando gPCR
para determinar un titulo aproximado en genomas de vector por ml (uvg/ml) (tabla 1). No hubo diferencia sustancial
en el titulo entre los constructos.

Tabla 1. Titulo fisico de vectores de FVIII determinados mediante ensayo de transcriptasa inversa y gPCR.
Cuantificacion de concentracion de proteina de transcriptasa inversa (RP) en poblaciones virales, medida realizando
un ensayo colorimétrico RT, cuantificada en ng/ul y titulo estimado calculado a partir de esto. Media mostrada de
m=3. Cuantificacién de titulo en genomas de vectores por mel se determiné usando qPCR. Se transdujeron 1 x 10°
células 93T con un dilucién en células de vector, posteriormente se extrajo DNA gendmico después de 72 horas a
partir de las células y se llevd a cabo una qPCR para WPRE y el gen de doméstico humano B-actina. Media
mostrada de n = 5.

Virus Transcriptasa inversa media (ng/ul) Titulo estimado (TU/ml) Titulo (vg/ml)
BDD FVIII 10,9 3,71 x 10° 1,14 x 10®
FVIII Fugu B 46,5 1,58 x 10" 1,58 x 10°
FVIII N6 30,7 1,04 x 10" 1,07 x 10°
SQFVII 68,3 2,32x10" 2,91 x 10°
SQ FVIIl Fugu B 44,8 1,52x 10" 1,18 x 10°
SQFVIII N6 78,0 2,65x10™ 2,0x 10°
SQ FVIIl (co) 69,6 2,37 x10" 4,45 x10°
SQ FVIIl Fugu B (co) 71,8 2,40x10™ 2,65 x 10°
SQ FVIII N6 (co) 87,9 2,99x10™ 3,39 x 10°

Expresién de FVIII in vitro

La expresiéon de proteinas de FVIII relativa se midié para cada constructo en la linea celular de riidn embriénico
humano 293T. Las células fueron transducidas con una dilucién en serie de vector y cultivadas durante 48 horas,
después de lo cual las células fueron lavadas, se anadieron medios libres de suero de nueva aportacion y se
realizaron ensayos cromogénicos después de 24 horas adicionales para determinar la actividad de FVIIl. Se extrajo
también DMA gendmico de las células para determinar el niUmero de copias virales mediante qPCR. Los valores de
la expresiéon fueron seguidamente normalizados frente al nimero de copias, permitiendo que se determinaran
valores exactos de expresion de proteinas de FVIII por copia de gen (figura 9). Todos los constructos produjeron
actividad de FVIII detectable usando un ensayo cromogénico (Figura 9) y antigeno de FVIII mediante ELISA (datos
no mostrados).

Las células transducidas con constructos expresados a partir de secuencias cDNA no optimizadas mediante
codones produjeron como promedio de 1,40 a 2,89% de actividad de FVIII/ml 24 h/namero de copias de vector. No
hubo diferencia significativa en la expresion de FVIII entre constructos equivalentes en los que estaban presentes las
secuencias de péptidos de activacion SQ™, SQ* y sQ° (T > 0,05). Ademas, no hubo ningin aumento significativo en
la expresion cuando estaban presentes dominios B de Fugu B o 226/N6 en comparacion con constructos de SQ
FVIIl o BDD FVIII (p> 0,05).

Sin embargo, se observé un aumento altamente significativo en la expresion con constructos expresados a partir de
secuencias de cDNA optimizadas mediante codones. Las células que expresan SQ FVIII (co), SQ FVIII Fugu B (co)
y SQ FVIII N6 (co) produjeron 22,89 * 3,68, 47,20 + 2,71 y 35,8 + 2,39% de actividad de FVIII/ml/24 h/ nimero de
copias de vector, respectivamente, un aumento de 13 a 16 veces en comparacion con la expresion a partir de
secuencias de cDNA equivalentes no optimizadas mediante codones (P < 0,001). Se observé también un aumento
significativo en la expresion a partir de constructos que contenian los dominio B de Fugu y 226/N6 en comparacion
con SQ FVIII (co) (P < 0,0001), ademas, la SQ FVIII Fugu B (co) tenia una expresion significativamente mayor que
SQ FVIII (co) y SQ FVIII N6 (co) (P < 0,0001).

Comparacién de la expresion de FVIII in vivo después de suministro intravenoso de vector en ratones con hemofilia
A neonatos

Se ensayaron in vivo cassettes de expresion de FVIII que contienen SQ. Se ensayaron 6 constructos; SQ FVIII, SQ
FVIII Fugu B, SQ FVIII N6, SQ FVIII (co), SQ FVIII Fugu B (co) y SQ FVIII N6 (co) mediante inyeccién intravenosa
directa de vector lentiviral en ratones hemofilicos (FVIII KO) neonatos (0-1 dia de edad). Todos los ratones
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recibieron entre 4,72 x 10" y 1,78 x 10° genomas de vectores (vg) con 6 a 10 ratones inyectados con productos de
vectores. Se recogieron muestras de plasma sanguineo a través de hemorragia en la vena de la cola
aproximadamente cada 30 dias durante un total ~ 250 dias. La actividad de FVIIl se valor6 usando un ensayo
cromogénico funcional.

El FVIII funcional se detectd en el plasma de todos los ratones transducidos para todos los valores de tiempo (Figura
10). El plasma de ratones transducidos con vector que contenia secuencias de FVIII no optimizadas mediante
codones; SQ FVIII, SQ FVIII Fugu B o SQ FVIII N6 contenian una media de 5,72 + 2,31% 7,79 *+ 3,66% y 9,53 *
2,24% de actividad de FVIII humano normal, respectivamente, para la duracién del experimento. La capacidad para
coagular rapidamente a continuacion de hemorragias de vena de cola indicé que los ratones tratados con
secuencias SQ FVIII Fugu B o SQ FVIII N6 eran capaces de conseguir una hemostasis adecuada, sin embargo,
cuatro de cada seis ratones inyectados en el grupo de vector SQ FVIII no sobrevivieron, indicando que los niveles de
FVIIl fueron insuficientes para corregir el fenotipo de hemofilia A de muridos. Ninguno de los grupos de vectores
mostré una morbilidad asociada con una baja expresién de FVIIl. Para ratones transducidos con vector que contiene
secuencias de FVIII cDNA optimizadas mediante codones; SQ FVIII (co), SQ FVIII Fugu B (co) o SQ FVIII N6 (co),
se detectaron niveles medios de FVIIl a 256,1% + 63,4%, 230,2% * 74,1% 283,7% * 56,2% de actividad normal de
FVII, respectivamente, durante el periodo del experimento. Es decir, un aumento de 44, 29 y 29 veces en la
expresion de SQ FVIII (c), SQ FVIII Fugu B (c) y SQ FVIII N6 (c), respectivamente, en comparacién con la expresion
a partir de secuencias equivalentes no optimizadas mediante codones (P<0,0001, ensayo simultaneo de Bonferroni).
Ademas, no se observd ninguna pérdida sustancial en la expresién de FVIII en ninguno de los grupos de vectores.
De forma importante, no se observon ninguna diferencia significativa en la expresién para constructos que contienen
diferentes elementos de dominio B para vectores que contienen secuencias de cDNA optimizadas con codones 0 no
optimizadas con codones (Figura 11).

Andlisis del numero de copias virales en 6rganos de ratones transducidos

A partir de los 187 y 246 dias posteriores a la inyeccion, los ratones fueron sacrificados para determinar el nimero
de copias de vectores en tejido de higado, bazo, corazén, pulmén y riidbn mediante gPCR en tiempo real (Figura 12).
Se detectaron genomas de vectores predominantemente en el tejido del higado y bazo con copias insignificantes en
los tejidos de corazén, pulmén vy rifidén para todos los ratones en todos los grupos de vectores. El tejido de higado
tomado de ratones transducidos con vector que contiene secuencias de cDNA no optimizadas mediante codones
contenia una media de 5,75, 6,97 y 5,25 copias de vectores por célula para SQ FVIII, SQ FVIII Fugu B y SQ FVIII
N6, respectivamente. En el tejido de bazo, el nimero de copias media fue de 1,50, 3,13 y 2,75 copias por célula para
SQ FVIII, SQ FVIII Fugu B y SQ FVIII N6, respectivamente. No hubo ninguna diferencia significativa en el nimero de
copias de vectores detectado en tejidos de higado de animales inyectados con vector que contenia secuencias
optimizadas mediante codones (P >0,1, ensayo simultdneo de Bonferroni). El nimero medio de copias en el tejido
de higado fue detectado a 5,04, 9,17 y 8,80 copias por células y la copia en el tejido de bazo fue de 2,28, 2,57 y 2,60
copias por célula, para SQ FVIII (co), SQ FVIII Fugu B (co) y SQ FVIII N6 (co), respectivamente. En todos los casos,
se encontr6 un namero de copias similar en todos los tejidos para los animales independientemente del grupo de
vectores.

Explicacion

La inestabilidad de mRNA, las interacciones con proteinas, las interacciones con proteinas de chaperona residentes
en el ER y el requisito de transporte facilitado de hidratos de carbono desde ER hasta el aparato de Golgi significa
que el FVIIl es expresado a nlveles mucho mas bajos a partir de células de mamiferos que otras proteinas de
tamano y complejidad similar 7%, Esto ha sido un factor limitante para la produccion comercial de FVIII recombinante
para una terapia de sustitucion y en el éxito de una terapia génica para la hemofilia A. Ha sido incorporado un cierto
numero de formas tratadas por bioingenieria de FVIII humana en sistemas de transferencia génica y se ha mostrado
que tienen una expresion mejorada tanto in vitro como in vivo. Los constructos de FVIII con supresion de dominio B
(BDD) son usados ampliamente en experimentos de transferencia génica ya que no yay pérdida de la funcién pro-
coagulante del FVIIl y su tamafio mas pequefo es mas facilmente incorporado en vectores. Una variacion de este
constructo es un BDD FVIIl que contiene la conexion SQ de 14 aminodcidos entre los dominios A2
actualmente producido como un producto recombinante y comercializado por la entidad Refacto™ (Wyeth)
conexion SQ se ha mostrado previamente que favorece una escision intracelular eficaz del producto de traducmon
de cadena Unica primario de FVIII ya que contiene el sitio de reconocimiento y escision de furina intracelular 2
Este constructo ha sido mcorporado en vectores de plasmidos en los que ha conferido niveles terapéuticos de
expresion 23, Miao et al., in 2004 '” han mostrado también que después de la transfeccion de plasmidos de células
COS-1 de un constructo de BDD FVIII humano que contiene los primeros 226 aminoacidos de los 6 sitios de
glicosilacion de asparagmas unidos en N fue secretado de forma cuatro veces mas eficaz en comparacion con BDD
FVIII y cinco veces mas eficaz in vivo a continuacion del suministro de genes hepaticos hidrodinamicos ' Este
constructo ha sido actualmente incorporado en muchos vectores de transferencia génica que incluyen plasmldos
vectores Ientnwrales y vectores gamma — retrovirales ° y es mas eficazmente secretado tanto in vitro '7; 33- 35
como in vivo

%A

Una de las limitaciones significativas de la generacién de sistemas de suministro de genes virales eficaces para el
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tratamiento de la hemofilia A mediante terapia génica es el gran tamafo del FVIII cDNA. El objetivo de este estudio
es investigar el efecto de los cassettes de expresién FVIII con diversos constructos de dominio B.

Estos consisten en constructo de SQ FVIII, FVIII N6 y BDD FVIII que contienen el dominio B completo del pez globo
Fugu rubripes que contiene 11 sitios de glicosilacion de asparagina unidos en N que potencialmente podrian
favorecer un trafico mas eficaz desde el ER hasta el aparato de Golgi y, por lo tanto, que sean mas eficazmente
secretados. Se investig6 también la expresion de estos constructos a partir de secuencias de cDNA que han sido
optimizadas mediante codones para la expresién Homo Sapiens. Todos los constructos fueron ensayados usando
un vector lentiviral SIN, sin embargo, los resultados son aplicables a cualquier sistema de suministro génico. El
estudio de los solicitantes encontré que in vitro no se encontré ninguna diferencia en la expresion de FVIII entre
constructos con o sin la secuencia SQ modificada. La incorporacién de regiones de dominio B en constructos no
provoco tampoco ningln aumento significativo en la expresion para constructos no optimizados mediante codones
en comparacion con sus equivalentes con supresién de dominio B. Sin embargo, para secuencias optimizadas
mediante codones, se observo una expresion significativamente de SQ FVIII Fugu B (co), asi como de SQ FVIII N6
(co) en comparacién con SQ FVIII (co). Se observé también un aumento de 13 a 16 veces en la expresion de factor
VIII funcional por copia de gen integrado a partir de secuencias optimizadas mediante codones.

In vivo, después de una inyeccidén neonatal de un nimero similar de genomas de vectores lentivirales, la presencia
de dominio B no afecté significativamente a los niveles de estado estacionario de la actividad de FVIII en circulacién
para cualquiera de los constructos optimizados mediante codones o no optimizados mediante codones. Sin
embargo, se observé un aumento de 29 a 44 veces en los niveles de plasma en estado estacionario de FVIII
funcional en ratones con hemofilia A a niveles por encima de 200% de la expresion FVIII humano normal a partir de
constructos optimizados mediante codones en comparacion con los equivalentes no optimizados mediante codones.
De forma importante, estos niveles de FVIII en circulaciéon estaban asociados con una correlacion de las diatesis
hemorragicas. Por el contrario, los niveles de actividad de FVIII observados en ratones tratados con cassettes de
expresion de FVIII no optimizados mediante codones estan asociados con una hemorragia mortal a continuacion de
hemorragias en la cola.

Mﬂ|tiE|eS silenciadores transcripcionales, y secuencias inhibidoras estan ampliamente distribuidos en el FVIII cDNA
462122 y la expresion aumentada que sigue la optimizacion mediante codones puede ser debida en parte a la
eliminacion de estas secuencias. Sin embargo, la delecion del dominio B completo que condujo a un aumento de 17
veces en nRNA y producto de traduccion primaria solo dio lugar a un aumento de 30% en los niveles de proteina
secretada, sugiriendo que la velocidad de transporte de ER-aparato de Golgi se redujo y que los niveles de FVIII
nRNA no estaban limitando la expresién. La introduccion de multiples sitios de glicosilacion unidos en N que son
importantes en el transporte de ER-aparato de Golgi de niveles aumentados de FVIII de FVIII secretado, sugiriendo
que la velocidad de transporte de ER-aparato de Golgi puede ser una etapa limitante de la velocidad 7. Sin
embargo, una cantidad significativa de FVIII en el ER nunca transita hasta el compartimento de Golgi debido a un
fallo para la acumulacion de FVIII correctamente plegado y mal plegado en el ER que puede dar lugar a un deterioro
oxidativoSX apopitosis sugiriendo quizas que el plegado de FVIII es la etapa limitante de la velocidad en la expresién
de FVII ™.

Aunque la estructura secundaria de las proteinas esta determinada principalmente por la secuencia de aminoéacidos,
el plegado de proteinas en la célula esta afectado por una gama de factores: estos incluyen la interaccion con otras
proteinas (chaperonas) y ligandos, tanslocacion a través de la membrana del ER y condiciones Redox. La velocidad
de traduccion puede afectar también al plegado de proteinas y se ha sugerido que el uso de codones puede ser un
mecanismo para regular la velocidad de traduccién y permitir asi un plegado por etapas de dominios de proteinas
individuales ***”. EI FVIIl es una proteina de dominios mdltiples compleja en la que los segmentos no secuenciales
de cadena de polipéptidos naciente pueden interaccionar en el plegado tridimensional. El ribosoma inactivado en
codones “raros”, por lo tanto, puede conducir a trayectorias de plegado alternativas, generando conformaciones
alteradas y una proteina potencialmente mal plegada. Una explicaciéon potencial para el efecto observado de las
secuencias optimizadas mediante codones utilizadas en este estudio puede ser que permiten una traduccién y
transporte eficaz a través de la membrana del E permitiendo que la cadena de polipéptido de FVIII naciente se
pliegue correctamente, conduciendo a los niveles aumentados de FVIII secretado observados in vitro e in vivo.

La expresion de >200 no es requerida en pacientes de hemofilia y la produccion de estos niveles elevados de FVIII
puede ser perjudicial para las células productoras 434 8in embargo, una ventaja principal de la secuencia optimizada
es la capacidad de minimizar el nimero de células genéticamente modificadas necesarias para producir niveles
terapéuticos, reduciendo asi el riesgo de mutagénesis insercional y los efectos posicionales dependientes del sitio
de insercion. También, el uso de elementos promotores fuertes o ubicuos como SFFV que eran previamente
necesarios para conducir la expresion elevada de constructos de FVIII podrian ser sustituidos por promotores
especificos de tejidos mas débiles, que son menos propensos a un silenciado transcripcional 8,

Los estudios in vivo previos han demostrado la expresiéon de niveles Eeraféuticos de FVIII in vivo en ratones adultos
con hemofilia A después de una inyeccion sistémica de vector 823840 trasplante de células de médula 6sea
transducidas 31’33,.células de médula 6sea trasplantadas o transducidas con expresion especifica para plaqueta
dirigida a diana *""*?y trasplante de células endoteliales resultante de la sangre transducida “®. Sin embargo, los
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niveles de expresion de FVIII mediados a partir de estas propuestas han sido bajos (1-5% del humano normal) y la
expresion transitoria debida a la formacion de anticuerpos neutralizantes. En este estudio se usé un sistema de
suministro de genes lentivirales para investigar la expresién de FVIII a partir de constructos de FVIII que contienen
diversos dominios B de secuencias de cDNA no optimizadas mediante codones y optimizadas mediante codones.
Se observ6 un aumento enorme en el nivel de FVIII secretado a partir de un gDNA optimizado mediante codones
usando este sistema, sin embargo, como este cassette de expresion tiene un tamafio de solamente ~ 5 kb, es
aplicable para cualquier sistema de suministro génico viral (incluido AAV) o no viral y permitird el desarrollo de
vectores mas seguros y mas eficaces para una terapia génica de hemofilia A.
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Listado de secuencias

<110> UCL Business plc

<120> Secuencia codificadora optimizada y promotor Optimised
<130> P524906PCT

<150> GB 0911870.4

<151> 2009-07-08

<160> 21

<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 4890

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de factor VIl modificada optimizada mediante codones
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(4890)

<400> 1

atg cag att gag ctg agec ace tge tte tte ctg tge ctg ctg agg tte 48
Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe Phe Leu Cys Leu Leu Arg Phe

1 . S 10 15

tge tte tet gee ace agg aga tac tac ctg ggg gect gtg gag ctg age. 96
Cys Phe Ser Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr Leu Gly Ala Val Glu Leu Ser
20 25 30

tgg gac tac atg cag tct gac ctg ggg gag ctg cct gtg gat geec agg 144
Trp Asp Tyr Met Gln Ser Asp Leu Gly Glu Leu Pro Val Asp Ala Arg
35 40 45

ttec ccec cce aga gtg cce aag age tte cce ttec aac ace tet gtg gtg 192
Phe Pro Pro Arg Val Pro Lys Ser Phe Pro Phe Asn Thr Ser Val Val
50 55 60

tac aag aag acc ctg ttt gtg gag ttc act gac cac ctg ttc aac att 240
Tyr Lys Lys Thr Leu Phe Val Glu Phe Thr Asp His Leu Phe Asn Ile
65 70 75 80

gcec aag ccc agg cce ccc tgg atg ggc ctg ctg ggc cecc ace ate cag 288
Ala Lys Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly Leu Leu Gly Pro Thr Ile Gln

gct gag gtg tat gac act gtg gtg atc acc ctg aag aac atg gcc age 336
Ala Glu Val Tyr Asp Thr Val Val Ile Thr Leu Lys Asn Met Ala Ser
100 105 110

cac cct gtg age ctg cat gct gtg ggg gtg age tac tgg aag gcc tct 384
His Pro Val Ser Leu His Ala Val Gly Val Ser Tyr Trp Lys Ala Ser
115 120 125

gag ggg gct gag tat gat gac cag acc agc cag agg gag aag gag gat 432
Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp Gln Thr Ser Gln Arg Glu Lys Glu Asp
130 135 140
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atg
Met

ate
Ile
390

gct

ggc
Gly

gce
Ala

ctg
Leu

agg

ate
Ile
215

ace
Thr

tgg
Trp

ggc
Gly

atg
Met

tte
Phe
295

acc

Thr

ctg
Leu

gtg
val

aat
Asn

gat
Asp
375

agg
Arg

gct

age
Ser

tet
Ser

gtg
val

gag
Glu
200

ctg

aag
Lys

cce
Pro

ctg
Leu

gge
Gly
280

ctg

Leu

ttc
Phe

tte
Phe

aag
Lys

gag
Glu
360

gtg
val

tect
Ser

gag

cac
His

gac
Asp

aag
Lys
185

ggc
Gly

ctg
Leu

aac
Asn

aag
Lys

att
Ile
265

acc

Thr

gte
Val

ctg
Leu

tge
Cys

gtg
Val
345

gag
Glu

gtg
Val

gtg
val

gag
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ace
Thr

cce
Pro
170

gac
Asp

age
Ser

ttt
Phe

age
Ser

atg
Met
250

gge
Gly

ace
Thr

agg

act
Thr

cac
His
330
gac
Asp

get
Ala

agg

gce
Ala

gag

tat
Tyr
155

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

gct
aAla

ctg
Leu
235

cac
His

tgc
Cys

cct
Pro

aac
Asn

gcc
Ala
315

atc

Ile

age
Ser

gag
Glu

ttt
Phe

aag
Lys
395

gac

gtg
Val

tge
Cys

aac
Asn

gce
Ala

gtg
Val
220

atg
Met

act
Thr

cac
His

gag
Glu

cac
His
300
cag

Gln

agc
Ser

tgc
Cys

gac
Asp

gat
Asp
380

aag
Lys

tgg

tgg
Trp

ctg
Leu

tect
Ser

aag
Lys
205

ttt
Phe

cag
Gln

gtg
val

agg

atg
Val

285

agyg
Arg

acc
Thr

agce
Ser

cct
Pro

tat
Tyr
365

gat
Asp

cac
His

gac

33

cag
Gln

ace
Thr

gge
Gly
190

gag
Glu

gat
Asp

gac
Asp

aat
Asn

aag
Lys
270

cac

His

cag
Gln

ctg
Leu

cac
His

gag
Glu
350

gat
Asp

gac
Asp

cce
Pro

tat

gtg
val

tac
Tyr
175

ctg
Leu

aag
Lys

gag
Glu

agg
Arg

gge
Gly
255

tect

Ser

age
Ser

gece
Ala

ctg
Leu

cag
Gln
335

gag
Glu

gat
Asp

aac
Asn

aag
Lys

gce

ctg
Leu
160

agce
Ser

att
Ile

acc
Thr

gge
Gly

gat
Asp
240

tat
Tyr

gtg
Val

ate
Ile

agc
Ser

atg
Met
320

cat

His

cce
Pro

gac
Asp

age
Ser

ace
Thr
400

cce

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200

1248



Trp

ctg
Leu

aat
Asn

gee
Ala

tet
Ser
465

ctg
Leu

cat
His

g99
Gly

aag
Lys

cee
Pro
545

gac
Asp

tct
Ser

atc
Ile

aac
Asn

cect
Pro
625

ttt
Phe

tac
Tyr

Val

gtg
Val

gge
Gly

tac
Tyr
450

gge
Gly

atc
Ile

ggc
Gly

gtg
Vval

tac
Tyr
530

agg

ctg
Leu

gtg
Val

ctg
Leu

ate
Ile
610

gag
Glu

gac
Asp

atc
Ile

His

ctg
Leu

cee
Pro
435

act
Thr

atc
Ile

atc
Ile

atc
Ile

aag
Lys
515

aag
Lys

tge
Cys

gece
Ala

gac
Asp

tte
Phe
595

cag

Gln

tte
Phe

age
Ser

ctg
Leu

Tyr

gec
Ala
420

cagqg -
Gln

gat
Asp

ctg
Leu

ttc
Phe

act
Thr
500

cac
His

tgg
Trp

ctg
Leu

tct
Ser

cag
Gln
580

tet

Ser

agg
Arg

cag
Gln

ctg
Leu

age
Ser

Ile
405

cct
Pro

agg
Arg

gaa
Glu

ggc
Gly

aag
Lys
485

gat
Asp

ctg
Leu

act
Thr

acc
Thr

gge
Gly
565

agg
Arg

gtg
Val

tte
Phe

gce
Ala

cag
Gln
645

att
Ile

Ala

gat
Asp

att
Ile

ace
Thr

cece
Pro
470

aac
Asn

gtg
val

aag
Lys

gtg
val

aga
Arg
550

ctg
Leu

gge
Gly

ttt
Phe

ctg
Leu

age
Ser
630

ctg

Leu

g99
Gly

Ala

gac
Asp

gge
Gly

tte
Phe
455

ctg
Leu

cag
Gln

agg
Arg

gac
Asp

act
Thr
535

tac
Tyr

att
Ile

aac
Asn

gat
Asp

cce
Pro
615

aac
Asn

tect
Ser

gee
Ala

Glu

agg

agg
440

aag
Lys

ctg
Leu

gce
Ala

cce
Pro

tte
Phe
520

gtg
val

tac
Tyr

ggc
Gly

cag
Gln

gag
Glu
600

aac

Asn

ate
Ile

gtg
Val

caqg
Gln

Glu

age
Ser
425

aag
Lys

ace
Thr

tat
Tyr

age
Ser

ctg
Leu
505

cec
Pro

gag
Glu

agce
Ser

cce
Pro

atc
Ile
585

aac

Asn

cct
Pro

atg
Met

tge
Cys

act
Thr
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Glu
410

tac
Tyr

tac
Tyr

agg

g99
Gly

agg
Arg
490

tac
Tyr

atc
Ile

gat
Asp

age
Ser

ctg
Leu
570

atg
Met

agg
Arg

gect
Ala

cac
His

ctg
Leu
650

gac
Asp

Asp

aag
Lys

aag
Lys

gag
Glu

gag
Glu
475

cce
Pro

age
Ser

ctg
Leu

gge
Gly

ttt
Phe
555

ctg
Leu

tet
Ser

agc
Ser

agg
Gly

age
Ser
635

cat

His

tte
Phe

Trp

age
Ser

aag
Lys

gec
Ala
460

gtg
Val

tac
Tyr

agg
Arg

cct
Pro

cce
Pro
540

gtg
val

ate
Ile

gac
Asp

tgg
Trp

gtg
Val
620

ate

Ile

gag
Glu

ctg
Leu

Asp

cag
Gln

gte
Val
445

ate
Ile

g99
Gly

aac
Asn

agg

g99
Gly
525

acec
Thr

aac
Asn

tgc
Cys

aag
Lys

tac
Tyr
605

cag

Gln

aat
Asn

gtg
val

tect
Ser

34

Tyr

tac
Tyx
430

agg

cag
Gln

gac
Asp

atc
Ile

ctg
Leu
510

gag
Glu

aag
Lys

atg
Met

tac
Tyr

agg
Arg
590

ctg

Leu

ctg
Leu

gge
Gly

gece
Ala

gtg
Val

Ala
415

ctg
Leu

tte
Phe

cat
His

acc
Thr

tac
Tyr
495

cce
Pro

atc
Ile

tect
Ser

gag
Glu

aag
Lys
575

aat
Asn

act
Thr

gag
Glu

tat
Tyr

tac
Tyr
655

tte
Phe

Pro

aac
Asn

atg
Met

gag
Glu

ctg
Leu
480

ccc

Pro

aag
Lys

tte
Phe

gac
Asp

agg
560
gag

Glu

gtg
val

gag
Glu

gac
Asp

gtg
val
640

tgg
Trp

tte
Phe

1296

1344

1392

1440

1488

1536

1584

1632

1680

1728

1776

1824

1872

1920

1968

2016



tct
Ser

ctg
Leu

gge
Gly
705

atg
Met

tac
Tyr

aac
Asn

age
Ser

ata
Ile
785

atc
Ile

cce
Pro

gaa
Glu

agce
Ser

gac
Asp
865

aag

Lys

gtc
vVal

ctg
Leu

ggc
Gly

tte
Phe
690

ctg
Leu

act
Thr

tat
Tyr

aat
Asn

acc
Thr
770

gag
Glu

cag
Gln

acc
Thr

acc
Thr

ctg
Leu
850

atg
Met

ctg
Leu

tcec
Ser

gect
Ala

tac
Tyr
675

ccc
Pro

tgg
Trp

gce
Ala

gag
Glu

gce
Ala
755

agg

aag
Lys

aat
Asn

cece
Pro

ttc
Phe
835

tet
Ser

gtg
val

gge
Gly

agc
Ser

get
Ala
915

660

acc
Thr

tte
Phe

att
Ile

ctg
Leu

gac
Asp
740

att
Ile

cag
Gln

aca
Thr

gtg
val

cat
His
820

tct
Ser

gag
Glu

ttc
Phe

ace
Thr

acc
Thr
900

gge
Gly

tte
Phe

tet
Ser

ctg
Leu

ctg
Leu
725

age
Ser

gag
Glu

aag
Lys

gac
Asp

agc
Ser
805

ggc
Gly

gat
Asp

atg
Met

acc
Thr

act
Thr
885

agc

Ser

act
Thr

aag
Lys

ggg9
Gly

ggc
Gly
710

aaa
Lys

tat
Tyr

cec
Pro

cag
Gln

cca
Pro
790

age
Ser

ctg
Leu

gac
Asp

ace
Thr

cct
Pro
870

get
Ala

aac
Asn

gac
Asp

cac
His

gag
Glu
695

tge
Cys

gtc
val

gag
Glu

agg

tte
Phe
775

tag
Trp

tect
Ser

agc
Ser

ccc
Pro

cac
His
855

gag
Glu

gcc
Ala

aac
Asn

aac
Asn

aag
Lys
680

act
Thr

cac
His

tce
Ser

gac
Asp

age
Ser
760

aat
Asn

ttt
Phe

gac
Asp

ctg
Leu

agce
Ser
840

tte
Phe

tct
Ser

act
Thr

ctg
Leu

acc
Thr
920

665

atg
Met

gtg
Val

aac
Asn

agce
Ser

ate
Ile
745

tte
Phe

gee
Ala

gec
Ala

ctg
Leu

tet
Ser
825

cct
Pro

agg
Arg

ggc
Gly

gag
Glu

atc
Ile
905

age
Ser
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gtg
val

tte
Phe

tet
Ser

tgt
Cys
730

tet

Ser

age
Ser

ace
Thr

cac
His

tat
Tyr

atg
Met

gac
Asp
718

gac
Asp

gee
Ala

cag
Gln

ace
Thr

cgg

795

ctg
Leu
810

gac
Asp

999
Gly

ccce
Pro

ctg
Leu

ctg
Leu
890

agc

Ser

age
Ser

atg
Met

ctg
Leu

gce
Ala

cag
Gln

cag
Gln
875

aag

Lys

acc
Thr

ctg
Leu

gag
Glu

age
Ser
700

tte
Phe

aag
Lys

tac
Tyr

aac
Asn

ate
Ile
780
acc
Thr

ctg
Leu

cag
Gln

att
Ile
ctg
860
ctg

Leu

aag
Lys

atc
Ile

gge
Gly

gac
Asp
685

atg
Met

agg
Arqg

aac
Asn

ctg
Leu

age
Ser
765

cet
Pro

cce
Pro

ctg
Leu

gag
Glu

gac
Asp
845

cac
His

agg
Arg

ctg
Leu

cce
Pro

cce
Pro
925

35

670

acc
Thr

gag
Glu

aac
Asn

act
Thr

ctg
Leu
750

agg
Arg

gag
Glu

atg
Met

agg

gee
Ala
830

agce
Ser

cac
His

ctg
Leu

gac
Asp

tct
Ser
910

cce
Pro

ctg
Leu

aac
Asn

agg
Arg

g99
Gly
735

age
Ser

cac
His

aat
Asn

cecce
Pro

cag
G1ln
815

aag
Lys

aac
Asn

tct
Ser

aat
Asn

tte
Phe
895

gac

Asp

agc
Ser

acc
Thr

cct
Pro

ggc
Gly
720

gac
Asp

aag
Lys

cce
Pro

gac
Asp

aag
Lys
800

age
Ser

tat
Tyr

aac
Asn

ggg
Gly

gag
Glu
880

aaa

Lys

aac
Asn

atg
Met

2064
2112
2160
2208
2256
2304
2352
2400
2448
2496
2544
2592
2640
2688
2736

2784



cct
Pro

agc
Ser
945

aac
Asn

agc
Ser

agg

age
Ser

gtg
Val

agc
Ser

gge
Gly

atg
Met

age
Ser

cce
Pro

tag
Trp

tge
Cys

gtg
Val

acc
Thr

gtg
Val
930

agc
Ser

aat
Asn

age
Ser

cac
His

age
Ser
1010

cce
Pro
1025

ttec
Phe
1040

ctg
Leu
1055

gtg
val

1070

age
Ser
1085

agg
Arg
1100

aag
Lys
1115

aag
Lys
1130

cac
His
1145

ctg
Leu
1160

cac
His

ccc
Pro

gac
Asp

tgg
Trp

tac
Tyr
995

agc
Ser

cag
Gln

acc
Thr

ctg
Leu

ace
Thr

ctg
Leu

aag
Lys

gtg
val

gcc
Ala

tct
Ser

aac
Asn

tat
Tyr

ctg
Leu

age
Ser

ggec
Gly
980

tte
Phe

cece
Pro

tte
Phe

cag ccc
Gln

tte
Phe

aac
Asn

tag
Trp

gge
Gly

cct
Pro

gge
Gly

ate
Ile

cag
Gln

gac
Asp

act
Thr

aag
Lys
965

aag

Lys

att
Ile

cat
His

aag
Lys

Pro

cce
Pro

agg

agc
Ser

ttt
Phe

gce
Ala

ctg
Leu

gce
Ala

cac
His

age
Ser

gag
Glu
950

ctg

Leu

aat
Asn

get
Ala

gtg
vVal

cac
His

tac
Tyr

att
Ile

cat
His

gtg
Val

aag
Lys

ctg
Leu

tac
Tyr

aac
Asn

tat
Tyr

cag
Gln
935

tet

Ser

ctg
Leu

gtg
val

gct
Ala

ctg
Leu

ctg
Leu

a99
Gly

gag
Glu

age
Ser

gtg
1000

1015

gtg
val

1030

tac
Tyr

1045

atc
Ile

1060

cag

Gln Al
1075

gag
Glu

1090

aag
Lys

1105

atg
Met

1120

ttc
Phe

1135

ggc
Gly

cce
Pro

1150

ggc
Gly

agg

1165

agg
Arg

gtg
val

aga
Arg

agg

gce

gag
Glu

cce
Pro

gece
Ala

tect
Ser
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gac
Asp

gge
Gly

tet
Ser

acc
Thr
985

gag agg ctg tgg gac
Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met

Asn

tte
Phe

ggg
Gly

gct
Ala

agce
a Ser

gac
Asp

aat
Asn

cce
Pro

gat
Asp

ctg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

ccce
Pro

ggc
Gly
970

agg
Arg

cag
Gln

gag
Glu

gag
Glu

agg

cag
Gln

gaa
Glu

acc
Thr

gtg
val

ctg
Leu

gtg
Val

acc
Thr

ctg
Leu
955

ctg

Leu

agce
Ser

Ala

gag
Glu

ctg
Leu

gtg
val

ccec
Pro

agg

ace
Thr

aag
Lys

gac
Asp

gtg
val

act
Thr

ctg
Leu
940

age

Ser

atg
Met

tte
Phe

ttt
Phe

ctg
Leu

aac
Asn

cag
Gln

gge
Gly

tect
Ser

age
Ser

aag
Lys
990

tat ggc atg

1005

aac agg gcc cag

Arg Gln

1020

tte
Phe

1035

aat
Asn

1050

gag
Glu

1065

tac
Tyx

1080

cag
Gln

1095

aag
Lys

1110

gat
Asp

1125

ctg
Leu

1140

tgc
Cys

1155

gtg
val

1170

36

tct
Ser

act
Thr

gag
Glu

gac
Asp

agc
Ser

gg99
Gly

acc
Thr

gag
Glu

gag
Glu

cac
His

cag
Gln

aag
Lys

gag
Glu

cag
Gln
975

aag
Lys

gge
Gly

gat

Asp

cac
His

aac

Asn

tte
Phe

get

Ala

tac
Tyr

ttt
Phe

aag
Lys

acc
Thr

gag
Glu

aag
Lys

gag
Glu
960

gag
Glu

acc
Thr

tct
Ser

ggc
Gly

ctg
Leu

atc
Ile

tac
Tyr

gag
Glu

tte
Phe

gac
Asp

gat
Asp

aac
Asn

ttt
Phe

2832

2880

2928

2976

3024

3069

3114

3159

3204

3249

3294

3339

3384

3429

3474

3519



gee
Ala

act
Thr

atg
Met

aat
Asn

gac
Asp

aac
Asn

aag
Lys

gtg
Val

agg

acc
Thr

atg
Met

cag
Gln

gge
Gly

aag
Lys

cag
Gln

atc
Ile

gge

ctg
Leu
1175

gag
Glu
1190

gag
Glu
1205

gge
Gly
1220

cag
Gln
1235

ate
Ile
1250

aag
Lys
1265

ttt
Phe
1280

gtg
Val

1295

ctg
Leu
1310

gce
Ala
1325

tat
Tyr
1340

agc
Ser
1355

gtg
vVal

1370

g99
Gly
1385

atc
Ile
1400

aac

tte
Phe

aac
Asn

gac
Asp

tac
Tyr

agg
Arg

cac
His

gag
Glu

gag
Glu

gag
Glu

ttc
Phe

tct
Ser

gge
Gly

ate
Ile

gac
Asp

gee
Ala

atg
Met

age

tte
Phe

atg
Met

cece
Pro

ate
Ile

ate
Ile

age
Ser

gag
Glu

act
Thr

tge
Cys

ctg
Leu

gge
Gly

cag
Gln

aat
Asn

ctg
Leu

agg

tac
Tyr

act

ace
Thr

gag
Glu

acc
Thr

atg
Met

agg
Arg

atc
Ile

tac
Tyr

gtg
val

ctg
Leu

gtg
vVal

cac
His

tgg
Trp

gce
Ala

ctg
Leu

cag
Gln

age
Ser

gge

atc
Ile

agg
Arg

tte
Phe

gac
Asp

tgg
Trp

cac
His

aag
Lys

gag
Glu

att
Ile

tac
Tyr

atc
Ile

gee
Ala

tgg
Trp

gce
Ala

aag
Lys

ctg
Leu

ace

ttt
Phe
1180

aac
Asn
1195

aag
Lys
1210

acec
Thr
1225

tac
Tyr
1240

tte
Phe
1255

atg
Met
1270

atg
Met
1285

999
Gly
1300

age
Ser
1315

agg
Arg
1330

cce
Pro
1345

age
Ser
1360

cce
Pro
1375

tte
Phe
1390

gat
Asp
1405

ctg

gat
Asp

tgc
Cys

gag
Glu

ctg
Leu

ctg
Leu

tct
Ser

gece
Ala

ctg
Leu

gag
Glu

aac
Asn

gac
Asp

aag
Lys

ace
Thr

atg
Met

age
Ser

gge
Gly

atg
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gaa
Glu

agg
Arg

aac
Asn

cct
Pro

ctg
Leu

gge
Gly

ctg
Leu

cece
Pro

cac
His

aag
Lys

tte
Phe

ctg
Leu

aag
Lys

ate
Ile

age
Ser

aag
Lys

gtg

ace
Thr

gce
Ala

tac
Tyr

gge
Gly

age
Ser

cat
His

tac
Tyr

age
Ser

ctg
Leu

tgc
Cys

cag
Gln

gecc
Ala

gag
Glu

atc
Ile

ctg
Leu

aagqg
Lys

tte

aag
Lys

cce
Pro

agg

ctg
Leu

atg
Met

gtg
Val

aac
Asn

aag
Lys

cat
His

cag
Gln

atc
Ile

agg

cce
Pro

cat
His

tac
Tyr

tag
Trp

ttt

agc
Ser
1185

tge
Cys
1200

tte
Phe
1215

gtg
Val
1230

gge
Gly
1245

tte
Phe
1260

ctg
Leu
1275

gct
Ala
1290

gct
Ala
1305

acc
Thr
1320

act
Thr
1335

ctg
Leu
1350

tte
Phe
1365

gge
Gly
1380

atc
Ile
1395
cag
Gln
1410

gge

37

tgg
Trp

aac
Asn

cat
His

atg
Met

age
Ser

act
Thr

tac
Tyr

ggc
Gly

gge
Gly

cce
Pro

gcec
Ala

cac
His

agc
Ser

atc
Ile

age
Ser

ace
Thr

aat

tac
Tyr

atc
Ile

gee
Ala

gce
Ala

aat
Asn

gtg
val

cct
Pro

atc
Ile

atg
Met

ctg
Leu

tct
Ser

tac
Tyr

tgg
Trp

aag
Lys

cag
Gln

tac
Tyr

gtg

tte
Phe

cag
Gln

ate
Ile

cag
Gln

gag
Glu

agg

g9g9
Gly

tgg
Trp

agc
Ser

ggc
Gly

ggc
Gly

tect
Ser

ate
Ile

ace
Thr

tte
Phe

agg
Arg

gac

3564

3609

3654

3699

3744

3789

3834

3879

3924

3969

4014

4059

4104

4149

4194

4239

4284



Gly Asn Ser Thr Gly Thr Leu Met
- 1415 1420

agc tct gge atce aag cac aac atce

Ser Ser Gly Ile Lys His Asn Ile
1430 1435

aga tac atc agg ctg cac ccc ace

Arg Tyr 1Ile Arg Leu His Pro Thr
1445 1450

ctg agg atg gag ctg atg gge tgt

Leu Arg Met Glu Leu Met Gly Cys
1460 1465

ccc ctg gge atg gag age aag gee

Pro Leu Gly Met Glu Ser Lys Ala
1475 1480

gcc age age tac ttc acc aac atg

Ala Ser Ser Tyr Phe Thr Asn Met
1490 1495

aag gcc agg ctg cac ctg cag ggc

Lys Ala Arg Leu His Leu Gln Gly
1505 1510

cag gtc aac aac ccc aag gag tgg

Gln Val Asn Asn Pro Lys Glu Trp
1520 1525

acc atg aag gtg act ggg gtg acc

Thr Met Lys Val Thr Gly Val Thr
1535 1540

ctg acc agc atg tat gtg aag gag

Leu Thr Ser Met Tyr Val Lys Glu
1550 1555

gat ggc cac cag tgg acc ctg ttc

Asp Gly His GIn Trp Thr Leu Phe
1565 1570

gtg tte cag ggc aac cag gac age

Val Phe Gln Gly Asn Gln Asp Ser
1580 1585

ctg gac ccc ccc ctg ctg ace aga

Leu Asp Pro Pro Leu Leu Thr Arg
1595 1600

agce tgg gtg cac cag att gee ctg

Ser Trp Val His Gln Ile Ala Leu
1610 1615

gag gcc cag gac ctg tac tga

Glu Ala Gln Asp Leu Tyr
1625

<210>2

<211> 1629

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Proteina de factor VIl modificado

<400> 2

ES 2452890 T3

Val

tte
Phe

cac
His

gac
Asp

ate
Ile

ttt
Phe

agg
Arg

ctg
Leu

acc
Thr

tte
Phe

tte
Phe

tte
Phe

tac
Tyr

agg

Phe

aac
Asn

tac
Tyr

ctg
Leu

tect
Ser

gce
Ala

age
Ser

cag
Gln

cag
Gln

ctg
Leu

cag
Gln

ace
Thr

ctg
Leu

atg
Met

Phe

cce
Pro

agce
Ser

aac
Asn

gat
Asp

ace
Thr

aat
Asn

gtg
Val

g99
Gly

atc
Ile

aat
Asn

cet
Pro

agg
Arg

gag
Glu

Gly
1425

cee
Pro
1440

ate
Ile
1455

age
Ser
1470

gce
Ala
1485

tag
1500

gce
Ala
1515

gac
Asp
1530

gtg
val

1545

agc
Ser
1560

gge
Gly
1575

gtg
val

1590

att
Ile
1605

gtg
val

1620

38

Asn

ate
Ile

agg
Arg

tgc
Cys

cag
Gln

age
Ser

tgg
Trp

tte
Phe

aag
Lys

agc
Ser

aag
Lys

gtg
val

cac
His

ctg
Leu

val

att
Ile

agce
Ser

agc
Ser

atc
Ile

cce
Pro

agg
Arg

cag
Gln

agc
Ser

agce
Ser

gtg
vVal

aac
Asn

cce
Pro

gge
Gly

Asp

gce
Ala

acc
Thr

atg
Met

act
Thr

agc
Ser

cce
Pro

aag
Lys

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

age
Ser

cag
Gln

tgt
Cys

4329

4374

4419

4464

4509

4554

4599

4644

4689

4734

4779

4824

4869

4890



Met

Cys

Trp

Phe

Tyr

65

Ala

Ala

His

Glu

Asp

145

Lys

Tyr

Gly

Gln

Lys
225

Gln

Phe

Lys

Lys

Glu

Pro

Gly

130

Lys

Glu

Leu

Ala

Thr

210

Ser

Ile

Ser

Tyr

35

Pro

Lys

Pro

val

Vval

115

Ala

Vval

Asn

Ser

Leu

195

Leu

Trp

Glu

Ala

20

Met

Arg

Thr

Arg

Tyr

100

Ser

Glu

Phe

Gly

His

180

Leu

His

His

Leu

Thr

Gln

val

Leu

Pro

85

Asp

Leu

Tyr

Pro

Pro

165

Val

Val

Lys

Ser

Ser

Ser

Pro

Phe

70

Pro

Thr

His

Asp

Gly

150

Met

Asp

Cys

Phe

Glu
230

Thr

Arg

Asp

Lys

55

val

Trp

val

Ala

Asp

135

Gly

Ala

Leu

Arg

Ile

215

Thr

Cys

Tyr

Leu

40

Ser

Glu

Met

val

val

120

Gln

Ser

Ser

Vval

Glu

200

Leu

Lys

ES 2452890 T3

Phe

Tyr

25

Gly

Phe

Phe

Gly

Ile

105

Gly

Thr

His

aAsp

Lys

185

Gly

Leu

Asn

Phe

10

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

90

Thr

Val

Ser

Thr

Pro

170

Asp

Ser

Phe

Ser

Leu

Gly

Leu

Phe

Asp

75

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

155

Leu

Leu

Leu

Ala

Leu
235

Cys

Ala

Pro

Asn

60

His

Gly

Lys

Tyr

Arg

140

Val

Cys

Asn

Ala

Val

220

Met

39

Leu

val

val

45

Thr

Leu

Pro

Asn

Trp

125

Glu

Trp

Leu

Ser

Lys

205

Phe

Gln

Leu

Glu

30

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

110

Lys

Lys

Gln

Thr

Gly

190

Glu

Asp

Asp

Arg

15

Leu

Ala

val

Asn

Ile

95

Ala

Ala

Glu

val

Tyr

175

Leu

Lys

Glu

Arg

Phe

Ser

Axg

val

Ile

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

160

Ser

Ile

Thr

Gly

Asp
240
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Ala Ala Ser Ala Arg Ala Trp Pro Lys Met His Thr Val Asn Gly Tyr
245 250 255

Val Asn Arg Ser Leu Pro Gly Leu Ile Gly Cys His Arg Lys Ser Val
260 265 270

Tyr Trp His Val Ile Gly Met Gly Thr Thr Pro Glu Val His Ser Ile
275 280 285

Phe Leu Glu Gly His Thr Phe Leu Val Arg Asn His Arg Gln Ala Ser
290 295 300

Leu Glu Ile Ser Pro Ile Thr Phe Leu Thr Ala Gln Thr Leu Leu Met
305 310 315 320

Asp Leu Gly Gln Phe Leu Leu Phe Cys His Ile Ser Ser His Gln His
325 330 335

Asp Gly Met Glu Ala Tyr Val Lys Val Asp Ser Cys Pro Glu Glu Pro
340 345 350

Gln Leu Arg Met Lys Asn Asn Glu Glu Ala Glu Asp Tyr Asp Asp Asp
355 360 365

Leu Thr Asp Ser Glu Met Asp Val Val Arg Phe Asp Asp Asp Asn Ser
370 375 380

Pro Ser Phe Ile Gln Ile Arg Ser Val Ala Lys Lys His Pro Lys Thr
385 390 395 400

Trp Val His Tyr Ile Ala Ala Glu Glu Glu Asp Trp Asp Tyr Ala Pro
405 410 415

Leu Val Leu Ala Pro Asp Asp Arg Ser Tyr Lys Ser Gln Tyr Leu Asn
420 425 430

Asn Gly Pro Gln Arg Ile Gly Arg Lys Tyr Lys Lys Val Arg Phe Met
435 440 445

Ala Tyr Thr Asp Glu Thr Phe Lys Thr Arg Glu Ala Ile Gln His Glu
450 455 460

Ser Gly Ile Leu Gly Pro Leu Leu Tyr Gly Glu Val Gly Asp Thr Leu
465 470 475 480

Leu Ile Ile Phe Lys Asn Gln Ala Ser Arg Pro Tyr Asn Ile Tyr Pro
485 490 495

His Gly Ile Thr Asp Val Arg Pro Leu Tyr Ser Arg Arg Leu Pro Lys

40



Gly

Lys

Pro

545

Asp

Ser

Ile

Asn

Pro

625

Phe

Tyr

Ser

Leu

Gly

705

Met

Tyr

Asn

Val

Tyr

530

Arg

Leu

val

Leu

Ile

610

Glu

Ile

Gly

Phe

690

Leu

Thr

Tyr

Asn

Lys

515

Lys

Cys

Ala

Asp

Phe

595

Gln

Phe

Ser

Leu

Tyxr

675

Pro

Trp

Ala

Glu

Ala
755

500

His

Trp

Leu

Ser

Gln

580

Ser

Arg

Gln

Leu

Ser

660

Thr

Phe

Ile

Leu

Asp

740

Ile

Leu

Thr

Thr

Gly

565

Arg

Val

Phe

Ala

Gln

645

Ile

Phe

Ser

Leu

Leu

725

Ser

Glu

Lys

Val

Arg

550

Leu

Gly

Phe

Leu

Ser

630

Leu

Gly

Lys

Gly

Gly

710

Lys

Tyr

Pro

Asp

Thr

535

Tyr

Ile

Asn

Asp

Pro

615

Asn

Ser

Ala

His

Glu

695

Cys

val

Glu

Arg

Phe

520

vVal

Tyr

Gly

Gln

Glu

600

Asn

Ile

val

Gln

Lys

680

Thr

His

Ser

Asp

Ser
760

505

Pro

Glu

Ser

Pro

Ile

585

Asn

Pro

Met

Cys

Thr

665

Met

val

Asn

Ser

Ile

745

Phe

ES 2452890 T3

Ile

Asp

Ser

Leu

570

Met

Arg

Ala

His

Leu

650

Asp

val

Phe

Ser

Cys

730

Ser

Ser

Leu

Gly

Phe

555

Leu

Ser

Ser

Gly

Ser

635

His

Phe

Tyxr

Met

Asp

715

Asp

Ala

Gln

Pro

Pro

540

Val

Ile

Asp

Trp

Val

620

Ile

Glu

Leu

Glu

Ser

700

Phe

Lys

Tyr

Asn

Gly

525

Thr

Asn

Cys

Lys

Tyr

605

Gln

Asn

Vval

Ser

Asp

€85

Met

Arg

Asn

Leu

Ser
765

41

510

Glu

Lys

Met

Tyr

Arg

590

Leu

Leu

Gly

Ala

Vval

670

Thr

Glu

Asn

Thr

Leu

750

Arg

Ile

Ser

Glu

Lys

575

Asn

Thr

Glu

Tyr

Tyr

655

Phe

Leu

Asn

Arg

Gly

735

Ser

His

Phe

Asp

Arg

560

Glu

val

Glu

Val

640

Phe

Thr

Pro

Gly

720

Asp

Lys

Pro
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Ser Thr Arg Gln Lys Gln Phe Asn Ala Thr Thr Ile Pro Glu Asn Asp
770 775 780

Ile Glu Lys Thr Asp Pro Trp Phe Ala His Arg Thr Pro Met Pro Lys
785 790 795 800

Ile Gln Asn Val Ser Ser Ser Asp Leu Leu Met Leu Leu Arg Gln Ser
805 810 815

Pro Thr Pro His Gly Leu Ser Leu Ser Asp Leu Gln Glu Ala Lys Tyr
820 825 830

Glu Thr Phe Ser Asp Asp Pro Ser Pro Gly Ala Ile Asp Ser Asn Asn
835 840 845

Ser Leu Ser Glu Met Thr His Phe Arg Pro Gln Leu His His Ser Gly
850 855 860

Asp Met Val Phe Thr Pro Glu Ser Gly Leu Gln Leu Arg Leu Asn Glu
865 870 875 880

Lys Leu Gly Thr Thr Ala Ala Thr Glu Leu Lys Lys Leu Asp Phe Lys
885 890 895

Val Ser Ser Thr Ser Asn Asn Leu Ile Ser Thr Ile Pro Ser Asp Asn
900 905 910

Leu Ala Ala Gly Thr Asp Asn Thr Ser Ser Leu Gly Pro Pro Ser Met
915 920 925

Pro Val His Tyr Asp Ser Gln Leu Asp Thr Thr Leu Phe Gly Lys Lys
930 935 940

Ser Ser Pro Leu Thr Glu Ser Gly Gly Pro Leu Ser Leu Ser Glu Glu
945 950 955 960

Asn Asn Asp Ser Lys Leu Leu Glu Ser Gly Leu Met Asn Ser Gln Glu
965 970 975

Ser Ser Trp Gly Lys Asn Val Ser Thr Arg Ser Phe Gln Lys Lys Thr
980 985 990

Arg His Tyr Phe Ile Ala Ala Val Glu Arg Leu Trp Asp Tyr Gly Met
995 1000 1005

Ser Ser Ser Pro His Val Leu Arg Asn Arg Ala Gln Ser Gly Ser
1010 1015 1020

42



vVal

Ser

Gly

Met

Ser

Pro

Trp

Cys

Val

Thr

Ala

Thr

Met

Asn

Asp

Asn

Pro
1025

Phe
1040

Leu
1055

val
1070

Ser
1085

Arg
1100

Lys
1115

Lys
1130

His
1145

Leu
1160

Leu
1175

Glu
1190

Glu
1205

Gly
1220

Gln
1235

Ile
1250

Gln

Thr

Leu

Thr

Leu

Lys

Val

Ala

Ser

Asn

Phe

Asn

Asp

Tyr

Arg

His

Phe

Gln

Gly

Phe

Ile

Asn

Gln

Trp

Gly

Pro

Phe

Met

Pro

Ile

Ile

Ser

Lys

Pro

Pro

Arg

Ser

Phe

His

Ala

Leu

Ala

Thr

Glu

Thr

Met

Arg

Ile

Lys

Leu

Tyr

Asn

Tyr

Val

His

Tyr

Ile

His

Ile

Arg

Phe

Asp

Trp

His

val
1030

Tyr
1045

Ile
1060

Gln
1075

Glu
1090

Lys
1105

Met
1120

Phe
1135

Gly
1150

Gly
1165

Phe
1180

Asn
1195

Lys
1210

Thr
1225

Tyr
1240

Phe
1255

val

Arg

Arg

Ala

Glu

Pro

Ala

Ser

Pro

Arg

Asp

Cys

Glu

Leu

Leu

Ser

ES 2452890 T3

Phe

Gly

Ala

Ser

Asp

Asn

Pro

Asp

Leu

Gln

Glu

Arg

Asn

Pro

Leu

Gly

Gln

Glu

Glu

Arg

Gln

Glu

Thr

Val

Leu

val

Thr

Ala

Tyr

Gly

Ser

His

Glu

Leu

Val

Pro

Arg

Thr

Lys

Asp

Val

Thr

Lys

Pro

Arg

Leu

Met

val

Phe
1035

Asn
1050

Glu
1065

Tyr
1080

Gln
1095

Lys
1110

Asp
1125

Leu
1140

Cys
1155

Val
1170

Ser
1185

Cys
1200

Phe
1215

val
1230

Gly
1245

Phe
1260

43

Thr

Glu

Asp

Ser

Gly

Thr

Glu

Glu

His

Gln

Trp

Asn

His

Met

Ser

Thr

Asp

His

Asn

Phe

Ala

Tyr

Phe

Lys

Thr

Glu

Tyr

Ile

Ala

Ala

Asn

val

Gly

Leu

Ile

Tyr

Glu

Phe

Asp

Asp

Asn

Phe

Phe

Gln

Ile

Gln

Glu

Arg



Lys

val

Thr

Met

Gln

Gly

Lys

Gln

Ile

Gly

Ser

Leu

Pro

Ala

Lys

Lys
1265

Phe
1280

Val
1295

Leu
1310

Ala
1325

Tyr
1340

Ser
1355

Val
1370

Gly
1385

Ile
1400

Asn
1415

Ser
1430

Tyr
1445

Arg
1460

Leu
1475

Ser
1490

Ala

Glu

Glu

Glu

Phe

Ser

Gly

Ile

Asp

Ala

Met

Ser

Gly

Ile

Met

Gly

Ser

Glu

Thr

Cys

Leu

Gly

Gln

Asn

Leu

Arg

Tyr

Thr

Ile

Glu

Met

Tyr

Leu

Tyr

Val

Leu

Val

His

Trp

Ala

Leu

Gln

Ser

Gly

Lys

Leu

Leu

Glu

Phe

His

Lys

Glu

Ile

Tyr

Ile

Ala

Trp

Ala

Lys

Leu

Thr

His

His

Met

Ser

Thr

Leu

Met
1270

Met
1285

Gly
1300

Ser
1315

Arg
1330

Pro
1345

Ser
1360

Pro
1375

Phe
1390

Asp
1405

Leu
1420

Asn
1435

Pro
1450

Gly
1465

Lys
1480

Asn
1495

Gln

Ala

Leu

Glu

Asn

Asp

Lys

Thr

Met

Ser

Gly

Met

Ile

Thr

Cys

Ala

Met

Gly
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Leu

Pro

His

Lys

Phe

Leu

Lys

Ile

Ser

Lys

val

Phe

His

Asp

Ile

Phe

Arg

Tyr

Ser

Leu

Cys

Gln

Ala

Glu

Ile

Leu

Lys

Phe

Asn

Tyr

Leu

Ser

Ala

Ser

Asn

Lys

His

Gln

Ile

Arg

Pro

His

Tyr

Trp

Phe

Pro

Ser

Asp

Thr

Asn

Leu
1275

Ala
1290

Ala
1305

Thr
1320

Thr
1335

Leu
1350

Phe
1365

Gly
1380

Ile
1395

Gln
1410

Gly
1425

Pro
1440

Ile
1455

Ser
1470

Ala
1485

1500

Ala

44

Tyr

Gly

Gly

Pro

Ala

His

Ser

Ile

Ser

Thr

Asn

Ile

Arg

Cys

Gln

Ser

Trp

Pro

Ile

Met

Leu

Ser

Tyr

Trp

Lys

Gln

Tyr

Val

Ile

Ser

Ser

Ile

Pro

Arg

Gly

Trp

Ser

Gly

Gly

Ser

Ile

Thr

Phe

Arg

Asp

Ala

Thr

Met

Thr

Ser

Pro



10

15

1505

Gln Vval Asn Asn Pro
1520

Thr Met Lys Val Thr
1535

Leu Thr Ser Met Tyr
1550

Asp Gly His Gln Trp
1565

Val Phe Gln Gly Asn
1580

Leu Asp Pro Pro Leu
1595

Ser Trp Val His Gln
1610

Glu Ala Gln Asp Leu
1625

<210> 3

<211> 251

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

Lys

Gly

Val

Thr

Gln

Leu

Ile

Tyr

1510

Glu
1525

Val
1540

Lys
1555

Leu
1570

Asp
1585

Thr
1600

Ala
1615

<223> modified promoter sequence

<400> 3
tgtttgetge ttgcaatgtt

gccaggggge gactcagatce

tggggtgace ttggttaata

cttaaatacg gacgaggaca

ggacagtgaa t

<210> 4

<211> 5061

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de factor VIl modificada optimizada mediante codones

<400> 4

Trp

Thr

Glu

Phe

Ser

Arg

Leu

ES 2452890 T3

Thr

Phe

Phe

Phe

Tyr

Arg

Gln

Gln

Leu

Gln

Thr

Leu

Met

val

Gly

Ile

Asn

Pro

Arg

Glu

1515

Asp
1530

val
1545

Ser
1560

Gly
1575

val
1590

Ile
1605

val
1620

Phe

Lys

Ser

Lys

val

His

tgcccatttt agggtggaca caggacgetg

ccagccagtg gacttagcecce ctgtttgete

ttcaccagca gecteccecg ttgecectet

gggecctgte tectcagett caggcaccac

Gln Lys

Ser Leu

Ser Gln

Val Lys

Asn Ser

Pro Gln

Gly Cys

tggtttctga
ctccgataac
ggatccactg

cactgacctg

atgcagatcg agetgtcecac ctgetttttt ctgtgectge tgcggttetg cttecagegece

45

60
120
180
240

251

60



accecggeggt
ggcegagetge
accagegtgg
gccaageccea
gacaccgtgg
ggcgtgaget
gagaaagaag
aaagaaaacg
gtggacctgg
ggcagecctgg
ttegacgagg
gccgectcetg
ctgceceggee
accacacccg
cggeaggeca
gacctgggec
gectacgtga
gaagccgagg
gacgacaaca
tgggtgcact
cccgacgaca
aagtacaaga
atccagcacg
ctgatcatct
gacgtgegge
cccatcectge
accaagagcg
gacctggeet
cggggcaacc
aaccggtcct
cagctggaag

ttecgactcte

actacctggg
ccgtggacge
tgtacaagaa
ggccceectyg
tgatcaccct
actggaaggce
atgacaaggt
gecececatgge
tgaaggacct
ccaaagagaa
gcaagagctg
ccagagectg
tgattggctg
aggtgcacag
gcctggaaat
agttcctget
aggtggactce
actacgacga
gccccagett
atatcgeccge
gaagctacaa
aagtgcggtt
agagcggcat
tcaagaacca
ccctgtacag
ccggcgagat
accccagatg
cecgggetgat
agatcatgag
ggtatctgac
atcccgagtt

tgcagctcte

cgecgtggag
ccggttccece
aaccctgtte
gatgggcctg
gaagaacatg
cagcgaggge
gttcecctgge
ctecegaccee
gaacageggc
aacccagace
gcacagcgag
gcccaagatg
ccaceggaag
catctttctg
cagcecctate
gttttgecac
ttgcececgag
cgacctgacc
catccagatc
cgaggaagag
gagccagtac
catggcctac
cctgggecce
ggctagecgg
caggcggctg
cttcaagtac
cctgacccgg
cggacctctg
cgacaagcgg
cgagaacatce
ccaggccagce

cgtgtgtetg

ES 2452890 T3

ctgtectggg
cccagagtge
gtggagttca
ctgggeccca
gccagecace
gecgagtacg
ggcagccaca
ctgtgectga
ctgatcggeg
ctgcacaagt
acaaagaaca
cacaccgtga
agcgtgtact
gaagggcaca
accttcctga
atcagctctce
gaaccccage
gacagcgaga
agaagegtgg
gactgggact
ctgaacaatg
accgacgaga
ctgctgtacg
ccctacaaca
cccaagggcg
aagtggaccg
tactacagca
ctgatctget
aacgtgatcc
cageggtttce
aacatcatgc

cacgaggtgg

actacatgca
ccaagagctt
ccgaccacet
ccateccagge
ccgtgagect
acgaccagac
cctacgtgtg
cctacageta
ctctgetegt
tcatecctget
gectgatgea
acggctacgt
ggcacgtgat
cectttcectggt
ccgeccagac
accagcacga
tgecggatgaa
tggacgtggt
ccaagaagca
acgecccccct
gcecccageg
cattcaagac
gcgaagtggg
tctaccceca
tgaagcacct
tgaccgtgga
gcttegtgaa
acaaagaaag
tgttcagecgt
tgcccaaccce
actccatcaa

cctactggta

46

gagcgacctg
ccecttcaac
gttcaatatc
cgaggtgtac
gcacgecgtg
cagccagcgg
gcaggtgctg
cctgagecac
ctgccgggag
gttegeegtg
ggaccgggac
gaacagaagc
cggecatggge
ccggaaccac
actgcetgatg
cggcatggaa
gaacaacgag
gcggttcgac
ccccaagace
ggtgetggec
gatcggcegg
ccgggaggec
cgacacactg
cggcatcace
gaaggacttc
ggacggccce
catggaacgg
cgtggaccag
gttcgatgag
tgccggegtg
tggctacgtg

catecctgage

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980



atcggcgece
atggtgtacg
atggaaaace
atgaccgece
agctacgagg
ttcagccaga
acccggcaga
ccttggtttg
ctgatgctge
gccaagtacg
ctgtecgaga
cccgagageg
ctgaagaagce
agcgacaacc
gtgcactacg
gagtccggeg
ggcctgatga
cgggagatca
atcagcgtgg
cccagaaget
gactacggca
cccecagttea
tatagaggcg
gaggacaaca
agcctgatca
aagcccaacg
gacgagttcg
cactectggac
ggecgecagyg
tecctggtact
gaagatccta
accctgectg

ggcagcaacg

agaccgactt
aggacaccct
cecggectgtyg
tgectgaaggt
atatcagcge
acecccccegt
agcagttcaa
cccaccggac
tgecggcagag
agacattcag
tgacccactt
gectgecaget
tggacttcaa
tggcegetgg
acagccagct
gacccctgte
acagccagga
cccggacaac
agatgaagaa
teccagaagaa
tgagttctag
agaaagtggt
agctgaacga
tcatggtgac
gctacgaaga
aaaccaagac
actgcaagge
tgattggcce
tgaccgtgea
tcaccgagaa
ccttcaaaga
gcctggtgat

agaatatcca

cctgagegtg
gaccctgtte
gattctggge
gtccagctge
ctacctgetg
gctgacgegt
cgccaccace
ceccatgecc
cecccaccect
cgacgacccc
ccggceccag
gcggctgaac
ggtctecage
caccgacaac
ggacaccacc
cctgagegag
aagcagetgg
cctgecagtee
agaggatttc
aacccggeac
cceccacgtg
gttccaggaa
gcacctgggg
cttecggaat
ggaccagegg
ctacttctgg
ctgggectac
actecctggte
ggaattcgece
tatggaacgg
gaactaccgg
ggcccaggac

cagcatccac

ES 2452890 T3

ttettcageg
cctttcageg
tgccacaaca
gacaagaaca
tccaagaaca
agcttcagee
ateccccgaga
aagatccaga
cacggectga
agcecctggeg
ctgcaccaca
gagaagctgg
accagcaaca
accagcagece
ctgtteggea
gaaaacaacg
ggcaagaatg
gaccaggaag
gatatctacg
tacttcattg
ctgcggaacce
ttcacagacg
ctgetgggge
caggccagca
cagggegecyg
aaagtgcagce
ttcagecgacg
tgccacacta
ctgttetteca
aactgcagag
ttccacgeea
cagagaatcc

ttcageggee

gctacacctt
gcgagacagt
gcgactteeg
ccggcgacta
acgecatcga
agaacagceg
acgacatcga
acgtgtccag
gectgagega
ccatcgacag
gcggegacat
gcaccaccge
acctgatcag
tgggcectce
agaagtccaqg
acagcaagcet
tgtccagecac
agatcgatta
acgaggacga
cecgecgtgga
gggcccagag
gcagcttcac
cctacatcag
gaccctacte
aaccccggaa
accacatgge
tggatctgga
acaccctcaa
ccatecttega
cccecectgeaa
tcaacggcta
ggtggtatct

acgtgttcac

47

caagcacaag
gttcatgage
gaaccgggge
ctacgaggac
accccggage
gcaccccage
gaaaacegac
cagcgacctg
cctgcaggaa
caacaacagc
ggtgttcace
cgccacegag
caccatceece
cagcatgcce
cececctgace
getggaaage
gegtcaccag
cgacgacace
gaaccagagc
gaggetgtgg
cggecagegtg
ccagcctctg
ggcecgaagtg
cttctacage
gaacttcgtg
ccccaccaag
aaaggacgtg
cececegeccac
cgagacaaag
catccagatg
catcatggac
gctgtceccatg

cgtgeggaag

2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540
3600
3660
3720
3780
3840
3900

3960



aaagaagagt
atgctgcecca
gctggcatga
gcctctggee
cccaagcetgg
ttcagctgga
ggcegecagge
gacggcaaga
ggcaatgtgg
tacatcegge
ggctgcgacc
gcccagatca
gccaggetge
gaatggctge
gtgaaaagcc
ggccaccagt
gactccttea
atccacccce

gcccaggatce
<210>5
<211> 4377
<212> DNA

acaagatggce
gcaaggecgg
gcaccctgtt
acatccggga
ccagactgca
tcaaggtgga
agaagttcag
agtggcagac
acagcagcgg
tgecacccecac
tgaactcctg
cagccagcag
acctgcaggg
aggtggactt
tgctgaccag
ggaccctgtt
ccccegtggt
agtcttgggt

tgtactgatg

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de factor VIII modificada optimizada mediante codones

<400> 5
atgcagatcg

acccggceggt
ggcgagctge
accagegtgg
gccaagccca
gacaccgtgg
ggcgtgaget

gagaaagaag

agctgtcecac
actacctggg
cegtggacge
tgtacaagaa
ggcccecectg
tgatcaccct
actggaaggc

atgacaaggt

cctgtacaac
catctggegg
tctggtgtac
cttecagatce
ctacagecgge
cectgetggee
cagcctgtac
ctaccgggge
catcaagcac
ccactacage
cagcatgcct
ctacttcacc
ccggtccaac
tcagaaaace
catgtacgtg
ctttcagaac
gaactccetg
gcaccagatc

a

ctgctttttt
cgccgtggag
ccggttecce
aaccctgttc
gatgggcctg
gaagaacatg
cagcgagggc

gttcectgge

ES 2452890 T3

ctgtacceccg
gtggagtgte
agcaacaagt
accgectecg
agcatcaacg
cctatgatca
atcagccagt
aacagcaccg
aacatcttca
attagatcca
ctgggcatgg
aacatgttcg
gectggegge
atgaaggtga
aaagagtttc
ggcaaggtga
gacccccece

gccctcagga

ctgtgectge
ctgtcctggg
cccagagtge
gtggagttca
ctgggecccea
gccagccacc
gccgagtacg

ggcagccaca

gcgtgttcega
tgatcggecga
gccagaccee
gccagtacgg
cctggtecac
tccacggecat
tcatcatcat
gcaccctgat
accceeccat
cactgagaat
aaagcaaggc
ccacctggte
ctcaggtcaa
ceggegtgac
tgatcagcag
aagtgttcca
tgctgaceceg

tggaagtcct

tgcggttcetg
actacatgca
ccaagagcett
ccgaccacct
ccatccaggce
cegtgagecect
acgaccagac

cctacgtgtg

48

gacagtggag
gcacctgcac
actgggcatg
ccagtgggee
caaagagcce
taagacccag
gtacagcctg
ggtgttctte
cattgccegg
ggaactgatg
catcagcgac
ccectecaag
caaccccaaa
cacccagggc
ctctcaggat
gggcaaccag
ctacctgaga

gggatgtgag

cttcagcgee
gagcgacctg
ccccttcaac
gttcaatatce
cgaggtgtac
gcacgecgtg
cagccagegg

gcaggtgetg

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5061

60

120

180

240

300

360

420

480



aaagaaaacg
gtggacctgg
ggcagcectgg
ttecgacgagg
gecegectetg
ctgceceggece
accacacccg
cggcaggeca
gacctgggee
gcctacgtga
gaagccgagg
gacgacaaca
tgggtgcact
cccgacgaca
aagtacaaga
atccagcacg
ctgatcatcet
gacgtgegge
cccatcetge
accaagagecg
gacctggect
cggggcaace
aaccggtect
cagctggaag
ttcgactcte
atcggcgece
atggtgtacg
atggaaaacc
atgaccgceec
agctacgagg
ttcageccaga
cagtccgacce

gatttcgata

gccccatgge
tgaaggacct
ccaaagagaa
gcaagagctg
ccagagectg
tgattggctg
aggtgcacag
gcctggaaat
agttcctget
aggtggacte
actacgacga
gccccagett
atatcgecge
gaagctacaa
aagtgeggtt
agagcggcat
tcaagaacca
ccctgtacag
ccggegagat
accccagatyg
ccgggctgat
agatcatgag
ggtatctgac
atcccgagtt
tgcagctcte
agaccgactt
aggacaccct
ccggectgtg
tgctgaaggt
atatcagege
acccececegt
aggaagagat

tctacgacga

ctccgacecee
gaacagcgge
aacccagace
gcacagcgag
gcccaagatg
ccaccggaag
catctttctg
cagccctate
gttttgeccac
ttgcceccgag
cgacctgacce
catccagatc
cgaggaagag
gagccagtac
catggectac
cctgggecee
ggctagcegg
caggeggetg
cttcaagtac
cctgaccecgg
cggacctctg
cgacaagcgg
cgagaacatc
ccaggccage
cgtgtgtctg
cctgagegtg
gacccetgtte
gattctggge
gtccagetge
ctacctgetg
gctgacgegt
cgattacgac

ggacgagaac

ES 2452890 T3

ctgtgectga
ctgatcggeg
ctgcacaaqgt
acaaagaaca
cacaccgtga
agcgtgtact
gaagggcaca
accttectga
atcagcectctce
gaaccccagce
gacagcgaga
agaagcgtgg
gactgggact
ctgaacaatg
accgacgaga
ctgctgtacg
ccctacaaca
cccaagggeg
aagtggaccg
tactacagca
ctgatctgcet
aacgtgatce
cagcggttte
aacatcatgce
cacgaggtgg
ttcttcageg
cctttcageg
tgccacaaca
gacaagaaca
tccaagaaca
caccageggg
gacaccatca

cagageccca

cctacagecta
ctetgetegt
tcatcctget
gcctgatgea
acggctacgt
ggcacgtgat
cctttetggt
ccgeccagac
accagcacga
tgcggatgaa
tggacgtggt
ccaagaagca
acgceccecect
gcccccageg
cattcaagac
gcgaagtggg
tctaccccca
tgaagcacct
tgaccgtgga
gettegtgaa
acaaagaaagqg
tgttcagegt
tgcccaacce
actccatcaa
cctactggta
gctacacctt
gcgagacagt
gcgactteceg
ccggegacta
acgccatcga
agatcacceg
gcgtggagat

gaagctteca

49

cctgagecac
ctgccgggag
gttcgeegtg
ggaccgggac
gaacagaagec
cggcatgggc
ceggaaccac
actgctgatg
cggcatggaa
gaacaacgag
geggttcegac
ccccaagace
ggtgctggee
gatcggeegg
ccgggaggec
cgacacactg
cggecatcace
gaaggactte
ggacggeccce
catggaacgg
cgtggaccag
gttegatgag
tgccggegtg
tggctacgtg
catcctgage
caagcacaag
gttcatgage
gaaccggggc
ctacgaggac
accccggagce
gacaaccctg
gaagaaagag

gaagaaaace

540

600

660

720

780

840

9200

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460



cggcactact
cacgtgctge
caggaattca
ctggggctge
cggaatcagg
cagecggeagyg
ttetggaaag
gectacttea
ctggtctgee
ttegeectgt
gaacggaact
taccggttce
caggaccaga
atccactteca
tacaacctgt
tggcgggtgg
gtgtacageca
cagatcaccg
agcggcageca
ctggccecta
ctgtacatca
cggggcaaca
aagcacaaca
tacagcatta
atgcctcetgg
ttcaccaaca
tccaacgect
aaaaccatga
tacgtgaaag
cagaacggca
tcecectggace

cagatecgcec
<210>6
<211> 4980
<212> DNA

tcattgecge
ggaaccgggce
cagacggcag
tggggcccta
ccagcagace
gcgccagaace
tgcagcacca
gegacgtgga
acactaacac
tettcacecat
gcagagcccee
acgccatcaa
gaatceggtyg
geggccacgt
accccggegt
agtgtctgat
acaagtgcca
cctecggeca
tcaacgectg
tgatcatceca
gccagttcat
gcaccggcac
tcttcaacee
gatccacact
gcatggaaag
tgttcgecac
ggcggectca
aggtgaccgg
agtttctgat
aggtgaaagt
ccccectget

tcaggatgga

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de factor VIl modificada optimizada mediante codones

<400> 6

cgtggagagg
ccagageggce
cttcacccag
catcagggee
ctactecctte
ccggaagaac
catggccecee
tectggaaaag
cctcaaccec
cttegacgag
ctgcaacatc
cggctacatce
gtatctgctg
gttcaccgtg
gttcgagaca
cggcgagcac
gaccccactg
gtacggccag
gtccaccaaa
cggcattaag
catcatgtac
cctgatggtyg
ccccatcatt
gagaatggaa
caaggccatce
ctggtcecccee
ggtcaacaac
cgtgaccace
cagcagctct
gttecaggge
gacccgectac

agtectggga

ES 2452890 T3

ctgtgggact
agecgtgcccc
cctctgtata
gaagtggagg
tacagcagce
ttcgtgaagce
accaaggacg
gacgtgcact
gcccacggec
acaaagtcet
cagatggaag
atggacaccc
tcecatgggeca
cggaagaaag
gtggagatgce
ctgcacgctg
ggecatggect
tgggccceca
gagcccttea
acccagggcg
agcctggacg
ttetteggea
gcccggtaca
ctgatgggct
agcgacgcce
tccaaggecca
cccaaagaat
cagggcgtga
caggatggce
aaccaggact
ctgagaatcc

tgtgaggcce

acggcatgag
agttcaagaa
gaggcgagcet
acaacatcat
tgatcagcta
ccaacgaaac
agttcgactg
ctggactgat
gccaggtgac
ggtacttcac
atcctacctt
tgecctggect
gcaacgagaa
aagagtacaa
tgcccageaa
gcatgagcac
ctggccacat
agctggccag
gctggatcaa
ccaggcagaa
gcaagaagtg
atgtggacag
tecggectgea
gcgacctgaa
agatcacagce
ggctgcacct
ggctgcaggt
aaagcctget
accagtggac
cctteaccece
accceccagtc

aggatctgta

50

ttctagccce
agtggtgttc
gaacgagcac
ggtgacctte
cgaagaggac
caagacctac
caaggcctgg
tggcccacte
cgtgcaggaa
cgagaatatg
caaagagaac
ggtgatggce
tatccacagc
gatggccctg
ggccggecate
cctgtttctg
ccgggactte
actgcactac
ggtggacctg
gttcagecage
gcagacctac
cagcggcatc
ccccacccac
ctectgeage
cagcagctac
gcagggccgg
ggactttcag
gaccagcatg
cetgttettt
cgtggtgaac
ttgggtgcac

ctgatga

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4377



atgcagatcg
accecggeggt
ggegagcetge
accagcgtgg
gccaagccca
gacaccgtgg
ggegtgaget
gagaaagaag
aaagaaaacqg
gtggacctgg
ggcagcctgg
ttcgacgagg
geegectetg
ctgceccggec
accacacccqg
cggcaggcca
gacctgggcec
gectacgtga
gaagccgagg
gacgacaaca
tgggtgcact
cccgacgaca
aagtacaaga
atccagcacg
ctgatcatct
gacgtgcgge
cccatectge

accaagagcg

agctgtccac
actacctggg
ccgtggacge
tgtacaagaa
ggccccectg
tgatcaccct
actggaaggc
atgacaaggt
gccecatgge
tgaaggacct
ccaaagagaa
gcaagagctg
ccagagcctg
tgattggctg
aggtgcacag
gcctggaaat
agttcctget
aggtggactce
actacgacga
geccccagett
atatcgcege
gaagctacaa
aagtgcggtt
agagcggcat
tcaagaacca
ccctgtacag
ccggcgagat

accccagatg

ctgetttttt
cgecgtggag
ccggttecce
aaccctgtte
gatgggcctg
gaagaacatg
cagcgagggce
gttccctgge
ctcecgacecce
gaacagcgge
aacccagacc
gcacagcgag
gcccaagatg
ccaccggaag
catctttcetg
cagccctatc
gttttgccac
ttgececcegag
cgacctgacc
catccagatc
cgaggaagag
gagccagtac
catggcctac
cctgggeccee
ggctageccgg
caggcggcetg
cttcaagtac

cctgacecgg

ES 2452890 T3

ctgtgectge
ctgtcctggg
cccagagtge
gtggagttca
ctgggcccca
gccagcecace
gccgagtacg
ggcagccaca
ctgtgectga
ctgatcggceg
ctgcacaagt
acaaagaaca
cacaccgtga
agcgtgtact
gaagggcaca
accttecctga
atcagctctce
gaacccecage
gacagcgaga
agaagcgtgg
gactgggact
ctgaacaatg
accgacéaga
ctgctgtacg
ccectacaaca
cccaagggceqg
aagtggaccg

tactacagca

tgcggttetg
actacatgca
ccaagagctt
ccgaccacct
ccatccagge
ccgtgagect
acgaccagac
cctacgtgtg
cctacageta
ctctgctegt
tcatcctget
gcctgatgeca
acggctacgt
ggcacgtgat

cctttctggt

cecgeeccagac

accagcacga
tgeggatgaa
tggacgtggt
ccaagaagca
acgccccect
gcccccageg
cattcaagac
gcgaagtggg
tctaccceca
tgaagcacct
tgaccgtgga

gcttegtgaa

51

cttcagegee
gagcgacctg
ccccttcaac
gttcaatatc
cgaggtgtac
gcacgcegtg
cagccagegg
gcaggtgetg
cctgagecac
ctgcegggag
gttcgecgtg
ggaccgggac
gaacagaagc
cggcatggge
ccggaaccac
actgctgatg
cggcatggaa
gaacaacgag
geggttcecgac
ccccaagace
ggtgctggce
gatcggcegg
ccgggaggee
cgacacactg
cggcatcace
gaaggactte
ggacggccce

catggaacgg

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680



gacctggect
cggggcaace
aaceggtcct
cagctggaaqg
ttcgactctce
atcggegeee
atggtgtacg
atggaaaacc
atgaccgcee
agctacgagg
ttcagccaga
ctgaaagtgt
ctgaacgcceca
ggcgaggacg
cagetggatg
ctgcggcgga
gagggeggeg
aacgccaccg
ggcaaccceeg
gtgcagaact
aacgtggecg
ctgcagteceg
gaggatttcg
accecggceact
cceccacgtge
ttcecaggaat
cacctgggge
ttccggaatce
gaccagcggc
tacttetgga
tgggectact

ctectggtcet

ccgggetgat
agatcatgag
ggtatctgac
atccecgagtt
tgcagectcte
agaccgactt
aggacaccct
ceggectgtg
tgctgaaggt
atatcagcge
acceccccegt
gcaacaaggt
ccgacggeag
ccaacatcac
gcgaagtgac
gaaggcaggc
aagageggag
gcatcaaccg
gcaacagcaa
acatcatgtc
tgaacgaget
accaggaaga
atatctacga
acttcattge
tgcggaaccg
tcacagacqgg
tgctggggee
aggccagcag
agggcgccga
aagtgcageca
tcagcgacgt

gecacactaa

cggacctctg
cgacaagcegg
cgagaacatc
ccaggeccage
cgtgtgtetg
cetgagegtg
gaccctgttc
gattctggge
gtccagetge
ctacctgetg
gctgacgegt
gcccatcaac
geggtgetac
ctctggegag
agccgecccect
cgaggacaac
cgagatccag
gaccaaagag
gcggagette
tgaggaagag
gtctgtgacg
gatcgattac
cgaggacgag
cgeccgtggag
ggcccagagce
cagcttceace
ctacatcagg
accctactcce
accccggaag
ccacatggee
ggatctggaa

caccctcaac

ES 2452890 T3

ctgatctget
aacgtgatce
cagcggttte
aacatcatgc
cacgaggtgg
ttecttecageqg
cctttcageg
tgeccacaaca
gacaagaaca
tccaagaaca
ggcatgcgge
aacagcacce
ctgaagaagg
cgcatceceg
tcecggcecatcee
tccaccgact
gaacgcecag
ctggaagagg
accgtggage
aagctgaagc
cgtcaccage
gacgacacca
aaccagagece
aggctgtggg
ggcagegtgce
cagcctcetgt
gccgaagtgg
ttctacagca
aacttcgtga
cccaccaagg
aaggacgtgce

ccegeecacg

acaaagaaag
tgttcagegt
tgcccaacce
actccatcaa
cctactggta
gctacacett
gcgagacagt
gegactteceg
ccggcegacta
acgccatcga
ccagaaacca
acagcgtgaa
tgaccctgac
aggacatcct
tgagagtggg
tcgacatcta
ccgagaaceg
gcaacgagat
ccgtgaccag
cccaccatca
gggagatcac
tcagecgtgga
ccagaagcett
actacggcat
cccagttcaa
atagaggcga
aggacaacat
gcctgatceag
agcccaacga
acgagttega
actctggact

gccgecaggt

52

cgtggaccag
gttcgatgag
tgccggegtg
tggctacgtg
catcctgage
caagcacaag
gttcatgagc
gaacegggge
ctacgaggac
accccggage
caccgtgetg
caccagecacc
cccececctgge
ggaagagctg
cgagcaggec
cagcggcgac
gaccacegee
cctgectgace
cgaggaaatg
gcagcccggce
ccggacaace
gatgaagaaa
ccagaagaaa
gagttctage
gaaagtggtg
gctgaacgag
catggtgacc
ctacgaagag
aaccaagacc
ctgcaaggce
gattggcceca

gaccgtgcag

1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3300
3360
3420
3480
3540

3600



gaattcgcece
atggaacgga
aactaccggt
gcccaggacce
agcatccact

ctgtacaacc

atctggegag
ctggtgtaca
ttccagatca
tacagcggca
ctgctggece
agectgtaca
taccggggea
atcaagcaca
cactacagca
agcatgcctce
tacttcacca
cggtccaacyg
cagaaaacca
atgtacgtga
tttcagaacqg
aactccctgg

caccagatcg
<210>7
<211> 5336
<212> DNA

tgttettcac
actgcagagc
tcecacgecat
agagaatccg
tcagcggeca
tgtaccccgg
tggagtgtct
gcaacaagtg
ccgectecgg
gcatcaacgc
ctatgatcat
tcageccagtt
acagcaccgg
acatcttcaa
ttagatccac
tgggcatgga
acatgttege
cctggeggec
tgaaggtgac
aagagtttct
gcaaggtgaa
accccccect

cccteaggat

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Secuencia de nucleétidos de factor VIl modificada optimizada mediante codones

<400>7
tgtttgetge

gecaggggge
tggggtgacc
cttaaatacg

ggacagtgaa

ttgcaatgtt
gactcagatc
ttggttaata
gacgaggaca

tecgeggeege

catcttecgac
ccecctgeaac
caacggctac
gtggtatctg
cgtgttcace
cgtgttcgag
gatcggcgag
ccagacccea
ccagtacgge
ctggtccace
ccacggecatt
catcatcatg
caccctgatg
cecececcate
actgagaatg
aagcaaggcce
cacctggtcc
tcaggtcaac
cggegtgace
gatcagcagce
agtgttccag
gctgacccge

ggaagtcctg

tgcccatttt
ccagccagtg
ttcaccagca

gggcectgte

caccatgcag

ES 2452890 T3

gagacaaagt
atccagatgg
atcatggaca
ctgtccatgg
gtgcggaaga
acagtggaga
cacctgcacg
ctgggcatgg
cagtgggcce
aaagagccct
aagacccagg
tacagcectgg
gtgttcttecg
attgcceggt
gaactgatgg
atcagcgacg
ccctccaagg
aaccccaaag
acccagggcg
tctcaggatg
ggcaaccagg
tacctgagaa

ggatgtgagg

cctggtactt
aagatcctac
ccctgectgg
gcagcaacga
aagaagagta
tgectgcecag
ctggcatgag
cctctggeca
ccaagctgge
tcagctggat
gcgccaggca
acggcaagaa
gcaatgtgga
acatccgget
gctgegacct
cccagatcac
ccaggctgeca
aatggctgca
tgaaaagcct
gccaccagtg
acteccecttcac
tccaccececa

cccaggatet

caccgagaat
cttcaaagag
cctggtgatg
gaatatccac
caagatggcc

caaggceggce

caccctgttt

catcegggac
cagactgcac
caaggtggac
gaagttcagc
gtggcagacc
cagcagcggc
gcaccccace
gaactcctge
agccagcage
cctgcagggce
ggtggacttt
gctgaccagce
gaccctgtte
cceegtggtg
gtcttgggtg

gtactgatga

agggtggaca caggacgctg tggtttctga

gacttagccece
gecetececeeg
tcectcagett

attgagctga

ctgtttgcte
ttgccectcet
caggcaccac

gcacctgett

53

ctcegataac
ggatccactg
cactgacctg

cttectgtge

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

60

120

180

240

300



ctgectgaggt
tgggactaca
gtgcccaaga
ttcactgace
cccaccatce
caccctgtga
tatgatgacce
cacacctatg
ctgacctaca
ggggcectge
aagttcatcc
aacagcctga
gtgaatggcet
tactggecatg
cacaccttee
ctgactgcce
agccacecage
cagctgagga
gagatggatg
gtggccaaga
gactatgccc
aatggcccee
gaaaccttca
tatggggagg
aacatctacc
ggggtgaagce
actgtgactg
agcagctttg
tgctacaaqgg
atcctgttet
ttectgeececa

atgcacagca

tetgcttete
tgcagtctga
gctteccett
acctgttcaa
aggctgaggt
gectgeatge
agaccagcca
tgtggcaggt
gctacctgag
tggtgtgcag
tgctgtttge
tgcaggacag
atgtgaacag
tgattggcat
tggtcaggaa
agaccctgct
atgatggcat
tgaagaacaa
tggtgaggtt
agcaccccaa
ccctggtget
agaggattgg
agaccaggga
tgggggacac
cccatggecat
acctgaagga
tggaggatgg
tgaacatgga
agtctgtgga
ctgtgtttga
accctgetgg

tcaatggcta

tgccaccagg
cctgggggag
caacacctcet
cattgccaag
gtatgacact
tgtgggggtyg
gagggagaag
gctgaaggag
ccatgtggac
ggagggcage
tgtgtttgat
ggatgctgcc
gagectgect
gggcaccacc
ccacaggcag
gatggacctg
ggaggectat
tgaggaggct
tgatgatgac
gacctgggtg
ggcccctgat
caggaagtac
ggccatccag
cctgctgate
cactgatgtg
cttecccatc
ccccaccaag
gagggacctg
ccagaggggc
tgagaacagg
ggtgcagectg

tgtgtttgac
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agatactacc
ctgectgtgg
gtggtgtaca
ccecaggecce
gtggtgatca
agctactgga
gaggatgaca
aatggceccca
ctggtgaagg
ctggecaagg
gagggcaaga
tctgeccaggg
ggcctgattg
cctgaggtge
gccagectgg
ggccagttcc
gtgaaggtgg
gaggactatg
aacagcccca
cactacattg
gacaggagct
aagaaggtca
catgagtctg
atcttcaaga
aggcccectgt
ctgectgggg
tctgacccca
gectetggee
aaccagatca
agctggtacce
gaggaccctg

agcctgeage

tgggggetgt
atgcecaggtt
agaagaccct
cctggatggg
ccctgaagaa
aggectctga
aggtgttcce
tggcctcetga
acctgaactc
agaagaccca
gctggcacte
cctggecccaa
gctgecacag
acagcatctt
agatcagccece
tgctgttctg
acagctgccece
atgatgacct
gcttcatcca
ctgctgagga
acaagagcca
ggttcatgge
gcatcctggg
accaggccag
acagcaggag
agatcttcaa
ggtgcecctgac
tgattggeee
tgtctgacaa
tgactgagaa
agttccaggc

tgtctgtgtg

54

ggagctgagce
ccccaccaga
gtttgtggag
cctgetggge
catggccage
gggggctgag
tgggggcage
ccecectgtge
tggcetgatt
gaccectgcac
tgaaaccaag
gatgcacact
gaagtctgtg
cctggaggge
catcacctte
ccacatcagc
tgaggagcce
gactgactct
gatcaggtcet
ggaggactgg
gtacctgaac
ctacactgat
cccectgetg
caggcectac
gctgcccaag
gtacaagtgg
cagatactac
cctgetgate
gaggaatgtg
catccagagg
cagcaacate

cctgcatgag

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040

2100

2160

2220



gtggectact
tectggctaca
tctggggaga
aactctgact
aacactgggyg
aacaatgcca
aagcagttca
gcccaccgga
ctgaggcaga
gaaaccttct
atgacccact
ggcctgeage
ctggacttca
ctggctgetg
gacagccage
ggcceccctga
aacagccagg
ctgcagtctg
gaggactttg
accaggeact
ccccatgtge
ttecaggagt
cacctgggce
ttcaggaacce
gaccagaggc
tacttctgga
tgggcctact
ctgctggtgt
gagtttgece
atggagagga
aactacaggt
gcccaggace

agcatccact

ggtacatcct
ccttcaagea
ctgtgttcat
tcaggaacag
actactatga
ttgagcccag
atgccaccac
ccecccatgee
geccecaccee
ctgatgaccce
tcaggcecca
tgaggctgaa
aagtctccag
gcactgacaa
tggacaccac
gcctgtetga
agagcagctg
accaggagga
acatctacga
acttcattge
tgaggaacag
tcactgatgg
tgectgggece
aggccagcag
agggggctga
aggtgcagca
tctctgatgt
gccacaccaa
tgttctteac
actgcaggge
teccatgecat
agaggatcag

tctetggeca

gagcattggg
caagatggtg
gagcatggag
gggcatgact
ggacagctat
gagcttcage
catcectgag
caagatccag
ccatggectg
cagccctggg
gectgcaccac
tgagaagctg
caccagcaac
caccageage
cctgtttgge
ggagaacaat
gggcaagaat
gattgactat
cgaggacgag
tgetgtggag
ggcccagtct
cagctteace
ctacatcagg
gecectacage
gcccaggaag
ccacatggece
ggacctggag
caccctgaac
catctttgat
ccecctgecaac
caatggctac
gtggtacctg

tgtgttcact
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gcccagactg
tatgaggaca
aaccctggee
geccetgetga
gaggacatct
cagaacagca
aatgacatag
aatgtgagca
agcctgtetg
gccattgaca
tctggggaca
ggcaccactg
aacctgatca
ctgggccece
aagaagagca
gacagcaagc
gtgagcagca
gatgacacca
aaccagagcc
aggctgtggg
ggctctgtge
cageccectagt
gctgaggtgg
ttctacagca
aactttgtga
cccaccaagg
aaggatgtgc
cctgeccatg
gaaaccaaga
atccagatgg
atcatggaca
ctgagcatgg

gtgaggaaga

acttecctgtce
ccctgacecet
tgtggattct
aagtctccag
ctgectaccet
ggcaccccag
agaagacaga
gctctgacct
acctgcagga
gcaacaacag
tggtgttcac
ctgccactga
gcaccatcece
ccagecatgee
gcececcctgac
tgetggagte
gggagatcac
tectetgtgga
ccaggagett
actatggcat
cccagttcaa
acagagggga
aggacaacat
gcctgatcag
agcccaatga
atgagtttga
actctggect
gcaggcaggt
gctggtactt
aggaccccac
ccctgeetgg
gcagcaatga

aggaggagta

55

tgtgttctte
gtteccctte
gggctgceecac
ctgtgacaag
getgagcaag
caccaggcag
cccatggttt
gctgatgetg
ggccaagtat
cctgtctgag
ccctgagtet
gctgaagaag
ctectgacaac
tgtgcactat
tgagtctggg
tggcctgatg
caggaccace
gatgaagaag
ccagaagaag
gagcagcage
gaaggtggtg
gctgaatgag
catggtgacce
ctatgaggag
aaccaagace
ctgcaaggee
gattggeccece
gactgtgcag
cactgagaac
cttcaaggag
cctggtgatg
gaacatccac

caagatggcce

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2640

2700

2760

2820

2880

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200



10

15

20

25

30

ctgtacaace
atctggaggg
ctggtgtaca
ttccagatca
tactctggca
ctgectggece
agcctgtaca
tacaggggca
atcaagcaca
cactacagca
agcatgeccec
tacttcacca
aggagcaatg
cagaagacca
atgtatgtga
ttccagaatg
aacagcctgg
caccagattg

cgaataaaag
<210>8
<211> 42
<212> DNA

tgtaccctgg
tggagtgcct
gcaacaagtg
ctgcctetgg
gcatcaatge
ccatgatcat
tcagccagtt
acagcactgg
acatcttcaa
tcaggagcac
tgggcatgga
acatgtttgc
cctggaggcece
tgaaggtgac
aggagttcct
gcaaggtgaa
accccecect
cecctgaggat

atctttattt

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 8

ggtgtttgag
gattggggag
ccagaccecce
ccagtatgge
ctggagcace
ccatggecate
catcatcatg
cacectgatg
ceccececcate
cctgaggatg
gagcaaggce
cacctggage
ccaggtcaac
tggggtgacc
gatcagcagc
ggtgttccag
gctgaccaga
ggaggtgctg

tcattagatc
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actgtggaga
cacctgecatg
ctgggcatgg

cagtgggece

aaggagccect
aagacccagg
tacagcctgg
gtgttctttg
attgccagat
gagctgatgg
atctctgatg
cccagcaagg
aaccccaagg
acccaggggg
agccaggatg
ggcaaccagg
tacctgagga
ggctgtgagg

tgtgtgttgg

agcttcagcc agaacccecc cgtgetgacg cgtcaccage gg

<210>9
<211> 20
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400>9

tgtgtgcecg tetgttgtgt

<210> 10
<211> 20
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 10

gagtcctgeg tcgagagage

<210> 11
<211>20
<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Cebador

<400> 11

cgccecgaaca gggacttgaa

<210> 12

20

20

20

tgctgececag
ctggcatgag
cctctggeca
ccaagctgge
tcagctggat
gggccaggea
atggcaagaa
gcaatgtgga
acatcaggcet
gctgtgacct
cccagatcac
ccaggctgea
agtggctgca
tgaagagcct
gccaccagtg
acagcttcac
ttcacccccea
cccaggacct

ttttttgtgt

42

56

caaggctgge
cacecctgtte
catcagggac
caggctgcac
caaggtggac
gaagttcage
gtggcagace
cagctctgge
gcaccccace
gaacagctge
tgccagcage
cctgecaggge
ggtggacttc
gctgaccage
gaccctgtte
ccetgtggtg
gagctgggtg
gtactgatcg

gatgca

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5336



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 12

aaaacgagca gtgacctgag g
<210> 13

<211> 20

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 13

ttcagtcatg ctgctagcge
<210> 14

<211> 22

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 14

tgcacggaat ctcgtctcag tc
<210> 15

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 15

20

tcacccacaa gttgcccatc tacga

<210> 16

<211>25

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 16

cagcggaacc gctcattgec aatgg

<210> 17

<211> 26

<212> DNA

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Cebador

<400> 17

atgccctece ccatgecatce ctgegt

<210> 18

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 18

Ser Phe Ser Gln Asn Pro Pro Val Leu Thr Arg His Gln Arg

1 5
<210> 19

<211> 11

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 19

21

22

ES 2452890 T3

10

Ser Phe Ser Gln Asn Pro Pro Val Leu Thr Arg

1 5
<210> 20

10

57



10

15

ES 2452890 T3

<211>5

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial
<220>

<223> Constructo sintético
<400> 20

Thr Arg His Gln Arg

1 5

<210> 21

<211> 1670

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>

<223> Modified Factor VIII protein

<400> 21

Met Gln Ile Glu Leu Ser Thr Cys Phe
1 5

Cys Phe Ser Ala Thr Arg Arg Tyr Tyr
20 25

Trp Asp Tyr Met Gln Ser Asp Leu Gly
35 40

Phe Pro Pro Arg Val Pro Lys Ser Phe
50 55

Tyr Lys Lys Thr Leu Phe Val Glu Phe
65 70

Ala Lys Pro Arg Pro Pro Trp Met Gly
85

Ala Glu Val Tyr Asp Thr Val Val Ile
100 105

His Pro Val Ser Leu His Ala Val Gly
115 120

Glu Gly Ala Glu Tyr Asp Asp Gln Thr
130 135

Asp Lys Val Phe Pro Gly Gly Ser His
145 150

Lys Glu Asn Gly Pro Met Ala Ser Asp
165

Tyr Leu Ser His Val Asp Leu Val Lys
180 185

Phe

10

Leu

Glu

Pro

Thr

Leu

Thr

val

Ser

Thr

Pro

170

Asp

Leu

Gly

Leu

Phe

Asp

75

Leu

Leu

Ser

Gln

Tyr

155

Leu

Leu

Cys

Ala

Pro

Asn

60

His

Gly

Lys

Tyr

Arg

140

Val

Cys

Asn

58

Leu

val

vVal

45

Thr

Leu

Pro

Asn

Trp

125

Glu

Trp

Leu

Ser

Leu

Glu

30

Asp

Ser

Phe

Thr

Met

110

Lys

Lys

Gln

Thr

Gly
190

Arg

15

Leu

Ala

vVal

Asn

Ile

95

Ala

Ala

Glu

val

Tyr

175

Leu

Phe

Ser

Arg

Val

Ile

80

Gln

Ser

Ser

Asp

Leu

160

Ser

Ile



Gly

Gln

Lys
225

Ala

Val

Tyr

Phe

Leu

305

Asp

Asp

Gln

Leu

Pro
385

Trp

Leu

Asn

Ala

Ala

Thr

210

Ser

Ala

Asn

Trp

Leu

290

Glu

Leu

Gly

Leu

Thr

370

Ser

val

vVal

Gly

Tyr

Leu
195

Leu

Trp

Ser

Arg

His

275

Glu

Ile

Gly

Met

Arg

355

Asp

Phe

His

Leu

Pro

435

Thr

Leu

His

His

Ala

Ser

260

val

Gly

Ser

Gln

Glu

340

Met

Ser

Ile

Tyr

Ala

420

Gln

Asp

val

Lys

Ser

Arg

245

Leu

Ile

His

Pro

Phe

325

Ala

Lys

Glu

Gln

Ile

405

Pro

Arg

Glu

Cys

Phe

Glu

230

Ala

Pro

Gly

Thr

Ile

310

Leu

Tyr

Asn

Met

Ile

390

Ala

Asp

Ile

Thr

Ile
215

Thr

Trp

Gly

Met

Phe

295

Thr

Leu

val

Asn

Asp

375

Arg

Ala

Asp

Gly

Phe

Glu

200

Leu

Lys

Pro

Leu

Gly

280

Leu

Phe

Phe

Lys

Glu

360

Val

Ser

Glu

Arg

Arg

440

Lys

Gly

Leu

Asn

Lys

Ile

265

Thr

val

Leu

Cys

val

345

Glu

Val

val

Glu

Ser

425

Lys

Thr
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Ser

Phe

Ser

Met

250

Gly

Thr

Arg

Thr

His

330

Asp

Ala

Arg

Ala

Glu

410

Tyr

Tyr

Leu

Ala

Leu

235

His

Cys

Pro

Asn

Ala

315

Ile

Ser

Glu

Phe

Lys

395

Asp

Lys

Lys

Glu

Ala Lys
205

Val Phe
220

Met Gln

Thr Val

His Arg

Glu Vval

285

His Arg
300

Gln Thr

Ser Ser

Cys Pro

Asp Tyr

365

Asp Asp

380

Lys His

Trp Asp

Ser Gln

.Lys Val

445

Ala Ile

59

Glu

Asn

Lys

270

His

Gln

Leu

His

Glu

350

Asp

Asp

Pro

Tyr

Tyr

430

Arg

Gln

Lys

Glu

Arg

Gly

255

Ser

Ser

Ala

Leu

Gln

335

Glu

Asp

Asn

Lys

Ala

415

Leu

Phe

His

Thr

Gly

Asp

240

Tyr

val

Ile

Ser

Met

320

His

Pro

Asp

Ser

Thr

400

Pro

Asn

Met
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REIVINDICACIONES

1. Una molécula de acidos nucleicos aislada, que comprende una secuencia de nucleétidos que tiene una identidad
de al menos 90% respecto a la secuencia de nucleotidos de la SEC ID N° 1 y que codifica factor VIII funcional.

2. La molécula de &cidos nucleicos de la reivindicacion 1, que tiene una identidad de al menos 95% respecto a la
secuencia de nucleodtidos de la SEC ID N° 1.

3. La molécula de acidos nucleicos de la reivindicacion 1 o la reivindicacién 2, que codifica una proteina que
comprende la secuencia de la SEC ID N2 2 o la SEC ID N? 21 que tiene entre 0 y 10 cambios de aminodcidos para la
misma.

4. La molécula de acidos nucleicos de la reivindicacion 3, que codifica una proteina que comprende la secuencia de
laSEC IDN°2olaSECID N®21.

5. La molécula de acidos nucleicos de la reivindicacion 1, que comprende la secuencia de nucleétidos seleccionada
entre la secuenciade la SECID N°1yla SEC ID N° 7.

6. La molécula de acidos nucleicos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende adicionalmente
una secuencia de nucledtidos que tiene una identidad de al menos 85% respecto a la secuencia de nucleétidos de la
SEC ID N¢ 3.

7. Un vector, que comprende una molécula de acidos nucleicos seguiin una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6.

8. Una célula hospedante que comprende la molécula de &cidos nucleicos de una cualquiera de las reivindicaciones
1 a 6 o el vector de la reivindicacién 7.

9. Un animal transgénico que comprenden células que comprenden la molécula de &cidos nucleicos de una
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 o el vector de la reivindicacion 7.

10. La molécula de acidos nucleicos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o un vector segun la
reivindicacién 7, para ser usada en terapia.

11. Una molécula de acidos nucleicos de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o un vector segun la
reivindicacién 7, para ser usados en el tratamiento de hemofilia.

12. Un método para la preparacién de un vector de suministro de genes parvovirales, comprendiendo el método las
etapas de

(a) proporcionar una célula de insecto que comprende uno 0 mas constructos de acidos nucleicos que comprenden:

(i) una molécula de &cido nucleico de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 que estéa flanqueada por al menos
una secuencia de nucleétidos repetida, terminal, invertida y parvoviral;

(i) un primer cassette de expresion que comprende una secuencia de nucleétidos que codifica una o mas proteinas
Rep parvovirales que esta funcionalmente conectado a un promotor que es capaz de conducir la expresién de la(s)
proteina(s) Rep en la célula de insecto;

(iii) un segundo cassette de expresion que comprende una secuencia de nucledtidos que codifica una o mas
proteinas de cépsides parvovirales que esta funcionalmente conectado a un promotor que es capaz de conducir la
expresion de la(s) proteina(s) de la capside en la célula de insecto;

(b) cultivar la célula de insecto definida en el apartado (a) bajo condiciones que conduzcan a la expresién de las
proteinas Rep y de la capside; y, opcionalmente,

(c) recuperar el vector de suministro de genes parvovirales.
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