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DESCRIPCION
Genes de Factor VIl y Factor IX modificados y vectores para la terapia génica
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

La invencion se relaciona con genes de Factor 1X modificados (FIX), vectores de &cidos nucleicos que incluyen los genes
modificados, optimizado capsidos virales incluyendo los genes modificados; también se divulgan métodos para el uso de los
genes modificados en el tratamiento de deficiencias de FIX, tales como la hemofilia A y la hemofilia B.

Discusién de la técnica relacionada

La hemofilia es un trastorno de la sangre en el cual la sangre no coagula apropiadamente. La coagulacion inadecuada
causa sangrado excesivo cuando el hemofilico se lesiona. La hemofilia es un trastorno genético de la coagulacién
caracterizado por coagulacion inadecuada y sangrado excesivo. Varios tipos de hemofilia hereditaria se diferencian por el
factor de coagulacion afectado. La hemofilia A es causada por una deficiencia en Factor VIII de coagulacion sanguinea
(FVIIN. La hemofilia B es causada por una deficiencia del Factor IX (FIX) en la coagulacion de la sangre.

La hemofilia B es un trastorno enlazado a X y la condicién afecta a aproximadamente 1 en 30 000 hombres. En su forma
mas severa (aproximadamente del 60% de la poblacién de la hemofilia B) la Hemofilia B puede ser fatal. Hemorragias
espontaneas en las articulaciones y los masculos puede conducir a una discapacidad permanente.

La terapia génica ha sido propuesta propuesto como modalidad de tratamiento para complementar las deficiencias en los
factores de coagulacion en hemofilicos. Sin embargo, tal como en muchas areas de la terapia génica, la teoria es mucho
mas expedita que la aplicacion exitosa y efectiva. Se han encontrado muchas dificultades en los intentos anteriores para
disefiar constructos de FVIII y FIX que son adecuados para el tratamiento de los humanos.

Por ejemplo, Manno et al. VAA2 informé administracion mediada de FIX para el higado de sujetos humanos en un estudio
en Fase | dando como resultado la expresién de los niveles de FIX biolégicamente activos (Manno et al., Blood, (2006), pp.).
Connelly et al., informé que el tratamiento de ratones deficientes en FVIII con vectores adenovirales que codifican el FVIII
humano dieron como resultado la expresion del FVIII humano biol6gicamente activo (Connelly et al., Blood, Vol. 91, No. 9
(1998), pp. 3273-3281). Sarker et al., informé que el uso del serotipo AAV8 en combinacién con FVIII corrigié la actividad del
FVIII en plasma en modelos de ratén (Sarkar et al., Blood, Vol. 103, No. 4 (2004), pp. 1253-1260).

Tanto la US-B-6924365 como la WO-A-02/064799 se relacionan con el ARN mensajero optimizado y divulgan una
secuencia sintética de acido nucleico que codifica una proteina en donde el menos un codén no comin o codén menos
comun es reemplazado por un codén comun. La secuencia sintética de acido nucleico puede incluir un tramo continuo de al
menos 90 codones todos los cuales son codones comunes.

A.C. Nathwani, J.T. Gray, Catherine Y.C. Ng, Junfang Zhou, Yunyu Spence, Simon N. Waddington, Edward G.D.
Tuddenham, Geoffrey Kemball-Cook, Jenny Mcintosh, Mariette Boon-Spijker, Koen Mertens and Andrew M. Davidoff, "Self-
complementary adeno-associated virus vectors containing a novel liver-specific human factor IX expression cassette enable
highly efficient transduction of murine and nonhuman primate liver", Blood, American Society Of Hematology, US, Vol. 107,
No. 7, 1 April 2006, pages 2653-2661, anotan que la transduccion con los vectores del virus adeno-asociado recombinante
(AAV) esta limitada por la necesidad de convertir su genoma de cadena sencilla (ss) a formas de doble cadena (ds)
transcripcionalmente activas e informan que, para terapia génica de hemofilia B (HB) mediada por AAV, este obstaculo ha
sido superado mediante la construccion de un casete de expresion del factor IX mini-humano (hFIX) restringido al higado
gque puede ser empaquetado como dimeros complementarios dentro de particulas de AAV individuales. El andlisis molecular
de higado murinico transducido con estos vectores auto-complementarios (sc) demostrd rapida formacion de genomas
lineales de ds activos que persistieron de forma estable como circulos concatameros 0 monoméricos, de tal manera que se
inform6 de una mejora de 20 veces en la expresion de hFIX en ratones sobre vectores de ssAAV comparables.

Sin embargo, tal como en muchas areas de la terapia génica, la teoria es mucho mas expedita que la implementacion
exitosa y efectiva. Las dificultades en la implementacién de técnicas de terapia génica incluyen problemas encontrados en el
uso de virus como vectores de genes. Mientras que los virus son efectivos como vectores de genes, puesto que pueden ser
utilizados para transducir células que conducen a la expresion de proteinas in vivo, las proteinas que recubren la particula
de virus pueden activar el sistema inmune del cuerpo.
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Asi, existe por lo tanto una necesidad de sistemas que expresen de manera eficiente la proteina objetivo en cantidad
suficiente para reducir la dosis requerida del vector viral a niveles tolerables.

Resumen de la invencién

La presente invencion provee genes de Factor IX (FIX) modificado, vectores de &cidos nucleicos que incluyen los genes
modificados, capsidos virales optimizados incluyendo los genes modificados, y el uso de los genes modificados en el
tratamiento de deficiencias de FIX, tales como la hemofilia Ay la hemofilia B .

En un aspecto, la presente invencidon provee un gen optimizado aislado modificado para incrementar secuencias CG y
reducir los motivos cis con respecto a un gen de FIX de tipo silvestre, en donde el gen optimizado para FIX tiene una
secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

En otro aspecto, la presente invencién provee un vector de virus que comprende el gen optimizado del primer aspecto de la
invencién. El vector de virus es opcionalmente un vector de virus quimérico que comprende componentes de cépsidos
seleccionados de capsidos AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV 5, AAVE, AAV 7 AAVS, AAVY, AAV 10, 11 AAV y AAV12.

Los vectores de virus de la presente invencion pueden ser utilizados en métodos para tratar la hemofilia en un sujeto,
comprendiendo los métodos:

a. proveer al menos un vector de virus recombinante que comprende una secuencia de nucleétidos que comprende un gen
de FIX modificado; y

b. administrar el vector de virus recombinante al sujeto bajo condiciones de tal manera que dichas secuencias de
nucleétidos de FIX son expresadas a un nivel que produce una cantidad terapéuticamente efectiva del FIX en el sujeto.

La transferencia de genes tiene uso potencial sustancial en la comprension y el suministro de terapia para estados de
enfermedad. Hay una serie de enfermedades hereditarias en las que se conocen y se han clonados los genes defectuosos.
En general, los estados de las enfermedades anteriores caen dentro de dos clases: los estados de deficiencia, usualmente
de enzimas, que generalmente son heredados de manera recesiva, y los estados de desequilibrio, que pueden involucrar
proteinas reguladoras o estructurales, y que son tipicamente heredados de manera dominante. Para las enfermedades de
estado de deficiencia, la transferencia génica podria usarse para llevar un gen normal en los tejidos afectados para terapia
de reemplazo, asi como para crear modelos animales para la enfermedad usando mutaciones antisentido. Para estados de
desequilibrio de enfermedades, la transferencia génica podria usarse para crear un estado de enfermedad en un sistema
modelo, que podria entonces utilizarse en esfuerzos para contrarrestar el estado de enfermedad. Asi, los productos de la
presente invencion permiten el tratamiento de enfermedades genéticas. Tal como se utiliza aqui, un estado de enfermedad
se trata remediando parcial o totalmente la deficiencia o desequilibrio que causa la enfermedad o la hace mas severa.

Asi, las terapias para tratar la hemofilia pueden incluir: terapia génica basada en la administracion de secuencia de
nucle6tidos que codifican genes de FIX optimizados.

En una realizacién, la presente invencidon provee un vector de virus quimérico que comprende componentes capsidos
seleccionados de los capsidos de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6, AAV7 AAVSE, AAV9, AAV10, AAV1ly AAV12 y
que incluyen la secuencia del capsido de AAV2 2.5 (SEQ ID. NO 17).

En un aspecto todavia adicional, la presente invencidon contempla un proceso para expresar un péptido FIX optimizado que
comprende;

a. transfectar una célula con polinucleétido de SEQ ID NO: 7 que codifica el péptido FIX del mismo para producir una célula
anfitriona transformada en donde el polinucleétido ha sido modificado para incrementar secuencias CG y reducir motivos cis
con respecto a un gen de tipo silvestre; y

b. mantener la célula anfitriona transformada bajo condiciones biolégicas suficientes para la expresién del péptido.

En otro aspecto, la presente invencion se relaciona con el uso del gen de FIX optimizado de la presente invencion en la
preparacién de un medicamento para el tratamiento de la hemofilia.

La presente invencion también provee una composicién farmacéutica que comprende una mezcla de un acido nucleico
aislado o purificado que comprende la secuencia de: SEQ ID NO: 7; y un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

Otras caracteristicas y ventajas de la invencién y los antecedentes para la misma seran evidentes a partir de la descripcion
detallada, los dibujos y las reivindicaciones siguientes.
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Breve descripcion de las figuras

La figura 1 muestra la transduccién de GFP in vitro de 530,000 células en HPMC 1x109vg (genomas virales).

La figura 2 muestra la respuesta in vitro a la dosis en la proteina fluorescente verde del genoma de cadena sencilla y doble.
La Figura 3 muestra el nivel de expresion de la linea celular primaria y del masculo esquelético humano primario.

La Figura 4 muestra lisado in vitro en HPMC de APTT a partir de 1x109vg /infeccion del titulo 24 horas después de la
infeccion.

La Figura 5 muestra la expresion de lisado celular en HPMC in vitro del hFIX

La figura 6 muestra los datos in vivo de FIX del modelo R333Q 6 semanas después de la inyeccion para ssBNP2.5 vs.
ssSAAV2 (6A (1, 2,y 3)) y dsBNP2.5 vs. ssAAV2 (6B (1,2y 3)).

La Figura 7 muestra los resultados de la administracion de la vena porta en C57BIk6 utilizando ssAAV2, dsBNP-1.1 y ds
BNP2.5 que llevan el transgén de FIX.

La Figura 8 muestra la secuencia de codén de un hFIX optimizado.
La Figura 9 muestra la expresion in vitro de secuencia de codificacién de hFIX tipo silvestre vs optimizado.

La Figura 10 muestra la expresion de hFIX y la comparacién del virus Avigen (4 x 10™'vg/kg) vs dshFIX de AAV2 y hFIX
optimizado.

La Figura 11 muestra la expresién de hFIX que compara el virus Aviagen (8x 1010 vg/kg) vs dsFIX de AAV2 y hFIX
optimizado.

La Figura 12 muestra el nivel del titulo de anticuerpos neutralizantes in vitro usando AAV1, AAV2 y BNP-2,5.

La Figura 13 muestra el nivel del titulo de anticuerpos neutralizantes in vitro usando AAV1, AAV2 y BNP-2.5.

La Figura 14 muestra un vector preferido de la presente invencion.

La Figura 15 muestra la secuencia del vector (SEQ ID NO 1) de la figura 14 y que muestra mayusculas Cursiva Negrita: ITR
mutante izquierda (SEQ ID NO: 2); mintsculas Negrita: promotor TTR (SEQ ID NO: 3); minGsculas normal: secuencia de
relleno (SEQ ID NO: 4); minGsculas Subrayado Negrita: intron de MVM (SEQ ID NO: 5); minlGsculas normal: secuencia de
relleno (SEQ ID NO: 6); mayusculas Subrayado Cursiva Negrita: ADNc de hFIX optimizado (SEQ ID NO: 7); Minasculas en
negrita: la hormona bovina polyA ((SEQ ID NO: 8) y en mayUsculas Cursiva Negrita: ITR derecha (SEQ ID NO: 9)

La Figura 16 muestra el porcentaje de codones de la secuencia que caen en una cierta clase de calidad relativa a la SEQ ID
NO: 19 (no optimizado) y SEQ ID NO: 12 (optimizado).

La Figura 17 muestra la calidad potenciada del codon de SEQ ID NO: 12 con relacién al no optimizado (SEQ ID NO: 19).

La Figura 18 muestra un incremento en el contenido de GC de 44% (SEQ ID NO: 19) no optimizado a 60% optimizado (SEQ
ID NO: 12).

La Figura 19 muestra la calidad del codén con relacion al SEQ ID NO: 15.
La Figura 20 muestra un gréfico de calidad cod6n para SEQ ID NO: 19.
La Figura 21 muestra el gréafico de contenido de GC para SEQ ID NO: 15 modificado que es 62%.

La Figura 22 muestran la secuencia de nucle6tidos para el gen de FVIII modificado de SEQ ID NO: 10, incluyendo SEQ ID
NO: 11, SEQ ID NO: 12 (ADNc de FVIII modificado) y SEQ ID NO: 13.

La Figura 23 muestra la secuencia de nucle6tidos para el gen de FVIII modificado de SEQ ID NO: 14, incluyendo SEQ ID
NO: 15 (ADNc de FVIII modificado) y SEQ ID NO: 16.
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La Figura 24 muestra la comparacion en contenido de CG entre la secuencia de FIX de tipo silvestre (SEQ ID NO: 18)
(Linea de consulta en Blast) y la secuencia optimizada (SEC ID NO: 7) Linea del asunto en Blast) de la presente invencién.

Descripcion detallada de la invencion
Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos usados aqui tienen el significado cominmente
entendido por una persona de experiencia normal en la técnica a la cual pertenece esta invencién. La terminologia utilizada
agui es con el proposito de describir solamente realizaciones particulares y no pretenden ser limitantes de la invencion. Tal
como se utiliza en la descripcion de la invencién y las reivindicaciones adjuntas, las formas singulares "un”, "una" y "el/la"
también pretenden incluir las formas plurales, a menos que el contexto indique claramente otra cosa. Los siguientes

términos tienen los significados dados:
"AAV Cap" significa proteinas Cap de AAV, VP1, VP2 y VP3y analogos de las mismas.
"AAV Rep" significa proteinas Rep de AAV y analogos de las mismas.

"AAV TR" significa una secuencia palindromica, que comprende secuencias complementarias en su mayoria, dispuestas
simétricamente, e incluye anélogos de TRs de AAV nativos y anélogos de los mismos.

"Biolégicamente efectivo” con respecto a una cantidad de un vector viral es una cantidad que es suficiente para dar como
resultado una infeccién (o transduccion) y expresion del transgén en una célula objetivo.

Los “motivos cis" incluyen secuencias conservadas tales como los encontrados en o cerca de los terminales de la secuencia
gendmica y reconocidos para la iniciacion de la replicacion; promotores cripticos 0 secuencias en las posiciones internas
probablemente utilizados para la iniciacion o terminacion de la transcripcion.

"Quimeérico" significa, con respecto a un capsido viral o particula, que el capsido o particula incluye secuencias de diferentes
parvovirus, preferiblemente diferentes serotipos de AAV, como se describe en Rabinowitz et al., Patente de Estados Unidos
6,491,907, titulada "Recombinant parvovirus vectors and method of making", concedida el 10 de diciembre de 2002, cuya
divulgacion se incorpora aqui en su totalidad como referencia. Un cépsido viral quimérico particularmente preferido es el
capsido de AAV2.5, que tiene la secuencia del capsido de AAV2 con las siguientes mutaciones: 263 Q — A, insercién T de
265; 706 N — A; 708 V — A; y 716 T — N. en donde la secuencia de nucleétidos que expresa tales capsidos se define
como SEQ ID NO: 17. Capsidos virales quiméricos preferidos adicionales se describen en la Solicitud PCT No.
PCT/US07/01668, cuya divulgacion se incorpora aqui en su totalidad como referencia.

"Flanqueado," con respecto a una secuencia que esté flanqueada por otros elementos, indica la presencia de uno o méas de
los elementos que flanquean corriente arriba y/o corriente abajo, esto es, 5' y/o 3', con respecto a la secuencia. El término
"flanqueado” no pretende indicar que las secuencias son necesariamente contiguas. Por ejemplo, puede haber secuencias
interpuestas entre el acido nucleico que codifica el transgén y un elemento de flanqueo. Una secuencia (por ejemplo, un
transgén) que esta "flanqueada" por otros dos elementos (por ejemplo, TRs), indica que un elemento esta localizado en 5'
hacia la secuencia y el otro esta situado en 3' hacia la secuencia; sin embargo, puede haber secuencias de intervencion
entre ellos.

“Polinucledtido” significa una secuencia de nucledtidos conectados por enlaces fosfodiéster. Los polinucleétidos se
presentan aqui en la direccion desde la direccion 5' hasta la 3'. Un polinucledtido de la presente invencion puede ser una
molécula de &cido desoxirribonucleico (ADN) o molécula de &cido ribonucleico (ARN). Cuando un polinucleétido es una
molécula de ADN, esa molécula puede ser un gen o una molécula de ADNc. Las bases de nucleétidos se indican aqui por
un codigo de una letra individual: adenina (a), guanina (G), timina (T), citosina (C), inosina (I) y uracilo (U). Un polinucleétido
de la presente invencion se puede preparar usando técnicas estandar bien conocidas por un experto en la técnica.

"Transduccion" de una célula por un virus significa que hay transferencia de ADN o ARN de la particula de virus a la célula.
"Transfeccion" de una célula significa que el material genético es introducido en una célula con el propdsito de la
modificacién genética de la célula. La transfeccion puede ser lograda mediante una variedad de medios conocidos en la
técnica, tales como transduccién o electroporacion.

"Polipéptido" abarca tanto péptidos como proteinas, a menos que se indique otra cosa.
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"Transgén" se utiliza en un sentido amplio para significar cualquier secuencia de nucle6tidos heterocigotos incorporada en
un vector viral para la expresion en una célula objetivo y secuencias de control de expresién asociadas, tales como
promotores. Es apreciado por los expertos en la técnica que las secuencias de control de expresion seran seleccionadas
basandose en la capacidad para promover la expresion del transgén en la célula objetivo. Un ejemplo de un transgén es un
acido nucleico que codifica un polipéptido terapéutico.

"Vector", significa un plasmido o virus recombinante que comprende un polinucleétido que se introduce en una célula
anfitriona, bien sea in vitro o in vivo.

"Recombinante"” significa una entidad genética distinta de la que generalmente se encuentran en la naturaleza. Tal como se
aplica a un polinucleétido o gen, esto significa que el polinucledtido es el producto de diversas combinaciones de etapas de
clonacion, restriccién y/o ligazon, y otros procedimientos que dan como resultado la producciéon de una construccion que es
distinta de un polinucleétido encontrado en la naturaleza.

"Homologia sustancial" o "similitud sustancial", significa, cuando se refiere a un &cido nucleico o fragmento del mismo, indica
que, cuando esta optimamente alineado con inserciones o eliminaciones de nucleétidos apropiadas con otro acido nucleico
(o su cadena complementaria), hay identidad de secuencia de nucleétidos en al menos aproximadamente 95 a 99% de la
secuencia.

"Vector viral recombinante" significa un vector polinucledtido recombinante que comprende una 0 mas secuencias
heterdlogas (esto es, la secuencia de polinucledtido de origen no viral). En el caso de vectores de parvovirus recombinantes,
el polinucle6tido recombinante esta flanqueado por al menos uno, preferiblemente dos, secuencias repetidas en terminales
invertidas (ITRs).

"Serotipo" con respecto al vector o el capsido del virus, esta definido por un perfil inmunoldgico distinto basado en las
secuencias de la proteina del capsido y la estructura del capsido.

"Péptido”, "polipéptido” y "proteina” se utilizan de manera intercambiable para referirse a un polimero de secuencia de al
menos dos aminoacidos enlazados covalentemente mediante un enlace amida.

"Homélogo" usado con referencia a péptidos, se refiere a la similitud de secuencia de aminoacido entre dos péptidos.
Cuando una posicion de aminoécido en ambos de los péptidos estd ocupada por amino&cidos idénticos, que son homélogas
en esa posicion. Asi por "sustancialmente homologa" significa una secuencia de aminoacidos que es en gran medida, pero
no completamente, homéloga, y que retiene la mayor parte o la totalidad de la actividad como la secuencia a la que es
homodloga. Tal como se usa aqui, "sustancialmente homéloga", significa que una secuencia es al menos 50% idéntica, y
preferiblemente al menos 75% y mas preferiblemente 95% de homologia con el péptido de referencia. Estan incluidas las
modificaciones adicionales de la secuencia de péptidos, tales como variaciones menores, eliminaciones, sustituciones o
derivaciones de la secuencia de aminoacidos de las secuencias divulgadas aqui, siempre que el péptido tenga
sustancialmente la misma actividad o funcion que los péptidos no modificados. Los derivados de un aminoacido pueden
incluir, pero no se limitan a trifluoroleucina, hexafluoroleucina, 5,5,5-trifluoroisoleucina, 4,4,4-trifluorovalina, p-fluorofenilalina,
o-fluorotirosina, m-fluorotirosina, 2,3-difluorotirosina, 4-fluorohistidina, 2-fluorohistidina, 2,4-difluorohistidina, fluoroprolina,
fluoroprolina, 4-hidroxiprolina, selenometionina, telurometionina, selenocisteina, selenatriptéfanos, 4-aminotriptéfano, 5-
aminotriptéfano, 5-hidroxitriptéfano, 7-azatriptéfano, 4-fluorotriptéfano, 5-fluorotriptéfano, 6-fluorotriptéfano, homoalilglicina,
homopropargilglicina, 2- butinilglicina, cis-crotilglicina, alilglicina, deshidroleucina, deshidroprolina, acido 2-amino-3- metil-4-
pentenoico, azidohomoalanina, azidoalanina, azidonorleucina, p-etinilfenilalanina, p-azidofenilalanina, p-bromofenilalanina,
p-acetilfenilalanina y benzofuranilalanina. De manera notable, un péptido modificado retendra la actividad o funcién asociada
con el péptido no modificado, el péptido modificado tendr4 generalmente una secuencia de aminoacidos "sustancialmente
homoéloga" con la secuencia de aminoacidos de la secuencia no modificada.

La invencion provee &cidos nucleicos modificado que codifican el FIX. La invencion también provee constructos de &cidos
nucleicos que incluyen como parte de sus secuencias el acido nucleico modificado que codifica el FIX. Se divulgan
plasmidos y/u otros vectores que incluyen la secuencia de FIX modificada junto con otros elementos, tales como elementos
reguladores, junto con un vehiculo de administracion génica empaquetada, tal como un capsido viral, incluyendo la
secuencia de FIX modificada. La invencién también incluye métodos de expresion de FIX mediante la administracion de la
secuencia modificada en una célula junto con los elementos requeridos para promover la expresion en la célula. También se
describen métodos de terapia génica en que se administra la secuencia de FIX modificada a un sujeto, por ejemplo, como
un componente de un vector y/o empaguetado como un componente de un vehiculo de administracion de genes virales. El
tratamiento puede, por ejemplo, ser afectado para potenciar la coagulaciéon en un sujeto y/o para tratar una deficiencia de
FIX en el sujeto. Cada uno de estos temas se discute adicionalmente en las secciones que siguen.

Acido nucleico modificado para la expresion de FIX
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La invencién provee una secuencia modificada que codifica el FIX. La secuencia modificada incluye la secuencia nativa de
FIX incluyendo una o mas modificaciones de optimizacién. Los ejemplos de modificaciones de optimizacién incluyen la
eliminacion de uno o mas motivos que actdan en cis y la introduccion de una o mas secuencias de Kozak de tal manera que,
por ejemplo, se eliminan uno 0 mas motivos que actdan en cis y se introducen una 0 mas secuencias de Kozak.

Ejemplos de motivos que actian en cis que pueden ser eliminados incluyen cajas TATA internas; sitios chi; sitios de entrada
ribos6micas; tramos de secuencias ricas en AT y/o ricas en GC; elementos de la secuencia ARE, INS, y/o CRS; secuencias
repetidas y/o estructuras secundarias de ARN; (criptico) sitios donantes y/o aceptores de empalme, puntos de ramificacion;
y Sall. Preferiblemente, se eliminan el contenido de GC es potenciado en relacién al Factor FIX de tipo silvestre y uno o mas
motivos que actlian en cis. El contenido de GC es preferiblemente al menos 30 a 90% mayor, lo mas preferiblemente 40%
mayor, que el gen de tipo silvestre. Adicionalmente, el indice de adaptacion del codén es preferiblemente> 75, > 80, > 85, >
90, 0 > 95.

La secuencia de FIX modificado también puede incluir sitios de restriccion flanqueantes para facilitar la subclonacién en el
vector de expresion.

La invencion incluye fragmentos de la secuencia de SEQ ID NO 7 que codifican un fragmento funcionalmente activo de FIX.
Ademas, la invencion incluye versiones modificadas de SEQ ID NO: 7, que codifican un analogo de FIX que tiene actividad
de coagulacion de FIX.

La invencion incluye un vector de &cido nucleico que incluye la secuencia de FIX modificada y diversos elementos
reguladores. La naturaleza precisa de elementos reguladores Utiles para la expresion génica variard de organismo a
organismo. En general, incluyen un promotor que dirige la iniciacion de la transcripcion del ARN en la célula de interés. El
promotor puede ser constitutivo o regulado. Los promotores constitutivos son aquellos que causan que un gen enlazado
operativamente sea expresado esencialmente en todo momento. Los promotores regulados son aquellos que pueden ser
activados o desactivados. Los promotores regulados incluyen promotores inducibles, que estdn usualmente "apagados”,
pero que pueden ser inducidos a "encenderse" y "promotores “reprimibles”, que estan usualmente "encendidos”, pero que
pueden ser "apagados". Muchos reguladores diferentes son conocidos, incluyendo la temperatura, hormonas, citoquinas,
metales pesados y proteinas reguladoras. Las distinciones no son absolutas; un promotor constitutivo puede ser
frecuentemente regulado hasta cierto grado. En algunos casos, se puede utilizar una ruta endégena para proveer regulacion
de la expresion transgénica, por ejemplo, utilizando un promotor que es subregulado naturalmente cuando mejora la
condicion patoldgica.

Ejemplos de promotores adecuados incluyen promotores adenovirales, tales como el promotor tardio principal de
adenovirus; promotores heterélogos, tales como el promotor de citomegalovirus (CMV); el promotor del virus sincicial
respiratorio; el promotor del Virus del Sarcoma de Rous (RSV); el promotor de albumina; promotores inducibles, tales como
el promotor del Virus del Tumor Mamario de Raton (MMTV); el promotor de la metalotioneina; promotores de choque
térmico; el promotor a- 1l-antitripsina; el promotor de antigeno de superficie de la hepatitis B; el promotor de la transferrina; el
promotor de la apolipoproteina A-1; promotores de FVIII humanos; y promotores de FIX humanos. El promotor puede ser un
promotor especifico de tejido, tal como el promotor de albumina de ratdn, que se activa en las células del higado, asi como
el promotor de transtiretina (TTR).

Secuencia empaquetada de FIX modificado

La secuencia de FIX modificado también puede ser provista como un componente de un vector viral empaquetado. En
general, los vectores virales empaquetados incluyen un vector viral empaquetado en un cpsido. Los vectores virales y los
cépsidos virales se discuten en las secciones siguientes.

Vector viral

El componente de vector viral de los vectores virales empaquetados producidos de acuerdo con los métodos divulgados
incluye al menos una secuencia de FIX modificado y secuencias de control de expresion asociadas para controlar la
expresion de la secuencia de FIX modificado. El vector viral puede incluir funciones que actdan en cis suficientes para
permitir la persistencia como formas episomales o0 por mecanismos que incluyen la integraciéon de la secuencia de FIX
modificado en el genoma de una célula objetivo.

El vector viral puede incluir una porcién de un genoma de parvovirus, tal como un genoma de AAV con rep y cap eliminados
y sustituidos por la secuencia de hFIX modificado y sus secuencias de control de expresidn asociadas. La secuencia de FIX
modificada se inserta tipicamente adyacente a uno o dos elementos de TRs de AAV o TR adecuados (esto es, flanqueado
por) para la replicacion viral; Xiao et al, J Virol 71; 2: 941-948 (1997),. en lugar de los ORF rep y cap virales. También
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pueden ser incluidas otras secuencias reguladoras adecuadas para uso en facilitar la expresion especifica de tejido de la
secuencia de hFIX modificado en la célula objetivo.

El vector viral puede ser cualquier constructo de &cido nucleico adecuado, tal como un constructo de ADN o ARN y puede
ser de cadena sencilla, de doble cadena, o duplex.

Cépsido viral

El componente capsido viral de los vectores virales empaquetados puede ser un capsido de parvovirus, tales como capsidos
de AAV Cap y quiméricos. Ejemplos de componentes adecuados del capsido viral de parvovirus son componentes del
capsido de la familia Parvoviridae, tales como un parvovirus autbnomo o un Dependovirus. Por ejemplo, el capsido viral
puede ser un capsido de AAV (por ejemplo, capsidos de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAV6, AAV7, AAV8 AAV 9,
AAV10, AAV11 o AAV12; un experto en la técnica sabra que hay probablemente otras variantes aun no identificadas que
realizan la misma o similar funcién), o puede incluir componentes de dos o mas capsidos de AAV. Se puede proveer un
complemento total de proteinas de AAV Cap incluye VP1, VP2 y VP3. El ORF que comprende secuencias de nucleétidos
que codifican proteinas del capsido AAV VP puede comprender menos de un complemento completo de proteinas de AAV
Cap o el complemento completo de las proteinas de AAV Cap.

Una o mas de las proteinas AAV Cap puede ser una proteina quimérica, incluyendo secuencias AAV Caps de amino&cidos
a partir de dos 0 mas virus, preferiblemente dos o mas AAV, como se describe en Rabinowitz et al., Patente de los Estados
Unidos 6,491,907, titulada "Recombinant parvovirus vectors and method of making”, otorgada el 10 de diciembre de 2002.
Por ejemplo, el capsido del virus quimérico puede incluir una proteina o subunidad de AAV1 Cap y al menos una AAV2 Cap
0 subunidad. El capsido quimérico puede incluir por ejemplo, un cdpsido de AAV con una 0 mas subunidades de B19 Cap,
por ejemplo, una proteina o subunidad de AAV Cap puede ser reemplazada por una proteina o subunidad de B19 Cap. Por
ejemplo, la subunidad Vp3 del capsido de AAV puede ser reemplazada por la subunidad Vp2 de B19.

Produccioén de vector viral empaquetado

Se pueden cultivar células de empaque para producir vectores virales empaquetados de la invencion. Las células de
empaque generalmente incluyen células con funciones del vector viral heterélogo (1), funciones de empaque (2), y funciones
de ayuda (3). Cada una de estas funciones de los componentes se discute en las secciones siguientes.

Funciones de vector viral

Las células de empaque incluyen funciones de vector viral, junto con funciones de empaque y de vector. Las funciones de
vector viral incluyen tipicamente una porcién de un genoma de parvovirus, tal como un genoma de AAV, con rep y cap
eliminados y reemplazados por la secuencia de FIX modificado y sus secuencias de control de expresién asociadas. Las
funciones de vector viral incluyen secuencias de control de expresion suficientes para dar como resultado la replicacién del
vector viral para el empaque. Tipicamente, el vector viral incluye una porcién de un genoma de parvovirus, tal como un
genoma de AAV con rep y cap eliminados y reemplazados por el transgén y sus secuencias de control de expresién
asociadas. El transgén esta tipicamente flanqueado por dos TRs de AAV, en lugar de las ORF de rep y cap virales
eliminadas. Se incluyen las secuencias de control de expresion apropiadas, tal como un promotor especifico de tejido y otras
secuencias reguladoras adecuadas para usar en facilitar la expresién especifica de tejido del transgén en la célula objetivo.
El transgén es tipicamente una secuencia de acido nucleico que puede expresarse para producir un polipéptido terapéutico
o un polipéptido marcador. El vector viral puede ser cualquier constructo de acido nucleico adecuado, tal como un constructo
de ADN o ARN y puede ser de cadena sencilla, de doble cadena, o duplex.

Las funciones de vectores virales pueden ser provistos de manera adecuada como plantillas de vector daplex, tal como se
describe en la Publicacion de Patente de los Estados Unidos No. 2004/0029106 para Samulski et al. Los vectores diplex
son polinucleétidos diméricos auto-complementarios (sc) (tipicamente, ADN). Por ejemplo, el ADN de los vectores diplex
puede seleccionarse con el fin de formar una estructura en horquilla de doble cadena debido al apareamiento de bases
intracadenas. Ambas cadenas de los vectores de ADN duplex pueden ser empaquetados dentro de un capsido viral. El
vector duplex provee una funcion comparable a vectores de virus de ADN de doble cadena y puede aliviar la necesidad de
la célula objetivo para sintetizar ADN complementario al genoma de cadena sencilla convertido en capsido normalmente por
el virus.

Los TR(s) (resolubles y no resolubles) seleccionados para usar en los vectores virales son preferiblemente secuencias de
AAV, con los serotipos 1, 2, 3, 4, 5y 6, siendo preferido. Los TRs de AAV resolubles no necesitan tener una secuencia TR
de tipo silvestre (por ejemplo, una secuencia de tipo silvestre puede ser alterada por mutaciones de insercion, eliminacion,
truncamiento o de sentido equivocado), siempre y cuando el TR medie las funciones deseadas, por ejemplo, el
empaquetado de virus, integracion, y/o rescate de provirus, y similares. Las TRs pueden ser secuencias sintéticas que
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funcionan como repeticiones de terminales invertidas de AAV, tales como la "secuencia D doble" como se describe en la
patente de los Estados Unidos No. 5,478,745 a Samulski et al. Tipicamente, pero no necesariamente, las TRs son del
mismo parvovirus, por ejemplo, ambas secuencias de TR son de AAV2

Las funciones de empaque incluyen componentes del capsido. Los componentes del capsido son preferiblemente de un
capsido parvoviral, tales como un capsido de AAV o una funcion del capsido de AAV quimérica. Ejemplos de componentes
adecuados del capsido viral de parvovirus son componentes del capsido viral de la familia Parvoviridae, tales como un
parvovirus auténomo o un Dependovirus. Por ejemplo, los componentes del capsido se pueden seleccionar de capsidos de
AAV, por ejemplo, AAV1- AAV 12 y otros capsidos novedosas, como aln no identificadas o a partir de fuentes de primates
no humanos. Los componentes del cdpsido pueden incluir componentes de dos 0 mas capsidos de AAV.

Una o més de las proteinas del cépsido de VP puede ser una proteina quimérica, que comprende secuencias de
aminoé&cidos de dos o més virus, preferiblemente dos o mas AAVs, como se describe en Rabinowitz et al., Patente de los
Estados Unidos 6,491,907, titulada " Recombinant parvovirus vectors and method of making", otorgada el 10 de diciembre
de 2002.

Por ejemplo, el capsido de virus quimérico puede incluir una region del capsido de un virus adeno-asociado y al menos una
region del capsido de un virus B19. El cipsido quimérico puede incluir por ejemplo, un cdpsido de AAV con uno o mas
subunidades del capsido B19, por ejemplo, una subunidad del capsido de AAV puede ser reemplazado por una subunidad
del capsido B19. Por ejemplo, en una realizacion preferida, la subunidad VP1, VP2 o VP3 del capsido de AAV puede ser
reemplazado por la subunidad VP1, VP2 o VP3 de B19. Como otro ejemplo, el capsido quimérico puede incluir un capsido
tipo 2 de AAV en la que la subunidad VP1 tipo 2 ha sido reemplazada por la subunidad VP1 de un capsido tipo 1, 3,4,5,06
de AAV, preferiblemente un capsido tipo 3, 4, 0 5. Alternativamente, el parvovirus quimérico tiene un capsido tipo 2 de AAV
en la que la subunidad VP2 tipo 2 ha sido reemplazada por la subunidad VP2 de un cépsido tipo 1, 3, 4, 5, 0 6 de AAV,
preferiblemente un cépsido tipo 3, 4, 0 5. De la misma forma, se prefieren los parvovirus quiméricos en los que la subunidad
VP3 de un AAV tipo 1, 3, 4, 5 0 6 (mas preferiblemente, tipo 3, 4 0 5) es sustituida por la subunidad VP3 de un cépsido tipo
2 de AAV. Como una alternativa adicional, se prefieren los parvovirus quiméricos en los que dos de las subunidades tipo 2
de AAV son reemplazadas por las subunidades de un AAV de un serotipo diferente (por ejemplo, AAV tipo 1, 3, 4,5 0 6). De
acuerdo con esta realizacion, en los parvovirus quiméricos de ejemplo, las subunidades VP1 y VP2, 0 VP1y VP3, 0 VP2 y
VP3 de un cépsido tipo 2 de AAV son reemplazadas por las subunidades correspondientes de un AAV de un serotipo
diferente (por ejemplo, AAV de tipo 1, 3, 4, 5 0 6). De la misma forma, en otras realizaciones preferidas, el parvovirus
quimérico tiene un capsido de tipo de 1, 3, 4, 5 0 6 de AAV (preferiblemente el cdpsido de tipo 2, 3 0 5) en la que uno o dos
subunidades han sido reemplazadas con los de un AAV de un serotipo diferente, como se describié anteriormente para AAV
de tipo 2.

El vector viral empaquetado incluye generalmente la secuencia de FIX modificado y las secuencias de control de expresion
flanqueadas por elementos de TR suficientes para dar como resultado el empaque del ADN del vector y la expresion
subsecuente de la secuencia de FIX modificado en la célula transducida. Las funciones del vector viral pueden, por ejemplo,
ser suministrados a la célula como un componente de un plasmido o un amplicon. Las funciones del vector viral pueden
existir de extracromosémicamente dentro de la linea celular y/o pueden estar integradas en el ADN cromosémico de las
células.

Se puede emplear cualquier método para introducir la secuencia de nucle6tidos que lleva las funciones del vector viral en un
anfitrion celular para replicacion y empaque, incluyendo, pero no limitado a, electroporacion, precipitacion con fosfato de
calcio, microinyeccion, liposomas catiénicos o aniénicos y liposomas en combinacién con una sefial de localizacion nuclear.
En realizaciones en donde las funciones del vector viral se proveen por transfeccion utilizando un vector de virus; se pueden
usar métodos estandar para producir infeccion viral.

Funciones de empaquetado

Las funciones de empaque incluyen genes para la replicaciéon y empaque del vector viral y. Asi, por ejemplo, las funciones
de empaque pueden incluir, segln sea necesario, las funciones necesarias para la expresion génica viral, la replicacién del
vector viral, el rescate del vector viral desde el estado integrado, la expresion génica viral, y el empaque del vector viral en
una particula viral. Las funciones de empaque pueden ser suministradas juntas o por separado a la célula de empaque
utilizando un constructo genético tal como un plasmido o un amplicén. Las funciones de empaque pueden existir
extracromosOmicamente dentro de la célula de empaque, pero se integran preferentemente en el ADN cromos6mico de la
célula. Los ejemplos incluyen genes que codifican proteinas de AAV Rep y Cap.

Funciones auxiliares
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Las funciones auxiliares incluyen elementos de virus auxiliares necesarios para el establecer la infeccidn activa de la célula
de empaque, que se requiere para iniciar el empaque del vector viral. Los ejemplos incluyen funciones derivadas de
adenovirus, baculovirus y/o virus herpes suficientes para dar como resultado en el empaque del vector viral. Por ejemplo, las
funciones auxiliares de adenovirus incluiran tipicamente componentes de adenovirus Ela, E1lb, E2a, E4, y ARN de VA. Las
funciones de empaque pueden ser suministradas por la infeccién de la célula de empaque con el virus requerido. Las
funciones de empaque pueden ser suministradas juntas o por separado a la célula de empaque utilizando un constructo
genético tal como un plasmido o un amplicén. Las funciones de empaqgue pueden existir extracromosdémicamente dentro de
la célula de empaque, pero se integran preferiblemente en el ADN cromosémico de la célula.

Se puede emplear cualquier funcién adecuada de virus auxiliar. Por ejemplo, cuando las células de empaque son células de
insectos, los baculovirus pueden servir como un virus auxiliar. El virus herpes también puede ser utilizado como un virus
auxiliar en los métodos de empaque de AAV. Los virus de herpes hibrido que codifican las proteinas de AAV Rep pueden
facilitar ventajosamente para esquemas mas escalables de produccion de vector de AAV.

Se puede emplear cualquier método para introducir la secuencia de nucleétidos que lleva las funciones auxiliares en un
anfitrion celular para replicacion y empaque, incluyendo, pero no limitado a, electroporacion, precipitacion con fosfato de
calcio, microinyeccion, liposomas catiénicos o aniénicos y liposomas en combinacién con una sefial de localizacién nuclear.
En realizaciones en donde las funciones auxiliares se proveen por transfeccion utilizando un vector de virus o infeccion
usando un virus auxiliar; se pueden usar métodos estandar para producir infeccion viral.

Célula de empaque

Cualquier célula permisiva o de empaque adecuada conocida en la técnica se puede emplear en la produccién del vector
viral empaquetado. Se prefieren las células de mamifero o células de insecto. Ejemplos de células utiles para la produccion
de células de empaque en la practica de la invencién incluyen, por ejemplo, las lineas celulares humanas, tales como
células VERO, WI38, MRC5, A549, 293T, B-50 o cualesquier otras células Hela, lineas celulares HepG2, SAOS-2, Huh7 y
HT1080.

Las lineas celulares preferidas para uso como células de empaque son lineas celulares de insecto. Se puede utilizar de
acuerdo con la presente invencion cualquier célula de insecto que permita la replicacion de AAV y que pueda mantenerse en
cultivo. Los ejemplos incluyen Spodoptera frugiperda, tal como las lineas celulares Sf9 o Sf21, lineas celulares de
Drosophila spp., o lineas celulares de mosquitos, por ejemplo, lineas celulares derivadas de Aedes albopictus. Una linea
celular preferida es la linea celular Sf9 de Spodoptera frugiperda. Las siguientes referencias se incorporan aqui por sus
ensefianzas que conciernen al uso de células de insecto para la expresion de polipéptidos heter6logos, métodos para
introducir &cidos nucleicos en tales células, y métodos de mantenimiento de tales células en cultivo: Methods in Molecular
Biology, ed. Richard, Humana Press, NJ (1995); O'Reilly et al., Baculovirus Expression Vectors: A Laboratory Manual,
Oxford Univ. Press (1994); Samulski et al., J. Vir. 63:3822-8 (1989); Kajigaya et al., Proc. Nat'l. Acad. Sci. USA 88: 4646-50
(1991); Ruffing et al., J. Vir. 66:6922-30 (1992); Kimbauer et al., Vir. 219:37-44 (1996); Zhao et al., Vir. 272:382-93 (2000); y
Samulski et al., U.S. Pat. No. 6,204,059.

Durante la produccion, las células de empaque generalmente incluyen una o mas funciones del vector viral junto con
funciones auxiliares y funciones de empaque suficientes para dar como resultado la replicacion y el empaque del vector
viral. Estas diversas funciones pueden ser suministradas juntas o por separado a la célula de empaque utilizando un
constructo genético tal como un plasmido o un amplicén, y pueden existir extracromosémicamente dentro de la linea celular
o integrada en los cromosomas de la célula.

Las células pueden ser suministradas con una cualquiera 0 mas de las funciones establecidas ya incorporadas, por ejemplo,
una linea celular con una o mas funciones vectoriales incorporadas extracromosémicamente o integradas en el ADN
cromosomico de la célula, una linea celular con una o mas funciones de empaque incorporadas extracromosémicamente o
integradas en el ADN cromosOmico de la célula, o una linea celular con funciones auxiliares incorporadas
extracromosémicamente o integradas en el ADN cromosomico de la célula.

Métodos de tratamiento

El gen de FIX modificado puede ser utilizado para la terapia génica de trastornos asociados al FIX, tales como hemofilia A o
B. Un individuo puede estar en necesidad de terapia génica, puesto que, como resultado de una o mas mutaciones en la
region reguladora y/o la secuencia de codificacion del gen de FIX, el FIX esta expresado de manera inapropiada, por
ejemplo, tiene una secuencia incorrecta de aminoacidos, o esta expresado en los tejidos equivocados o en el momento
equivocado, esta subexpresado o sobreexpresado. El gen de FIX modificado puede ser utilizado como terapia génica para
potenciar la coagulacién en un sujeto en necesidad de potenciar la coagulacion.
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Las células objetivo de los vectores de la presente invencidn son células capaces de expresar polipéptidos con actividad de
FIX, tales como las del sistema hepético de un mamifero, células endoteliales y otras células con la maquinaria celular
adecuada para procesar el precursor para producir proteina con actividad de FIX. En una realizacion, las células son células
normales cultivadas in vitro. Las células objetivo pueden ser, por ejemplo, células humanas y células de otros mamiferos,
especialmente primates no humanos y mamiferos del orden Rodenta (ratones, ratas, conejos y hdmsteres), Carnivora (gatos
y perros) y Artiodactyla (vacas, cerdos, ovejas, cabras y caballos). Cualquier tipo de célula puede ser direccionada. En
algunos casos, cualquier tipo de célula puede ser direccionada excepto las células musculares.

En realizaciones particulares, la presente invencién provee una composicion farmacéutica que comprende un vector de la
presente invencion que incluye un gen modificado de FIX en un portador farmacéuticamente aceptable y/u otros agentes
medicinales, agentes farmacéuticos, vehiculos, adyuvantes, diluyentes, etc. Para inyeccion, el vehiculo sera tipicamente un
liquido. Para otros métodos de administracion, el vehiculo puede ser bien sea sélido o liquido. Para la administracién por
inhalacién, el vehiculo sera respirable, y estara preferiblemente en forma de particulas sélidas o liquidas. Como medio de
inyeccion, se prefiere usar agua que contiene los aditivos habituales para soluciones de inyeccion, tales como agentes
estabilizantes, sales o solucién salina, y/o reguladores.

Vehiculos farmacéuticamente aceptables de ejemplo incluyen, agua estéril, libre de pir6genos y estéril, solucion salina
estéril regulada con fosfato libre de pir6genos. Vehiculos fisioldgicamente aceptables incluyen vehiculos farmacéuticamente
aceptables. Los vehiculos farmacéuticamente aceptables son aquellos que no son biolégicamente o de otro modo
indeseables, esto es, el material puede administrarse a un sujeto sin causar efectos bioldgicos indeseables que superen los
efectos bioldgicos ventajosos de la material.

Una composicion farmacéutica puede ser utilizada, por ejemplo, en la transfeccion de una célula ex vivo o en la
administracion de un vector viral o célula directamente a un sujeto.

Vectores de virus recombinantes que comprenden el gen modificado de FIX son administrados preferiblemente a la célula
en una cantidad biolégicamente efectiva. Si el vector de virus es administrado a una célula in vivo (por ejemplo, el virus es
administrado a un sujeto como se describe a continuacion), una cantidad biolégicamente efectiva del vector del virus es una
cantidad que es suficiente para dar como resultado la transduccién y expresion del transgén en una célula objetivo.

Las células transducidas con un vector viral son administradas preferiblemente al sujeto en una "cantidad terapéuticamente
efectiva" en combinacion con un vehiculo farmacéutico. Los expertos en la técnica apreciaran que los efectos terapéuticos
no necesitan ser completos o curativos, siempre y cuando se provea algun beneficio al sujeto.

Las dosificaciones de las células para administrar a un sujeto variaran con la edad, la condicion y la especie del sujeto, el
tipo de célula, el acido nucleico que se expresa por la célula, el modo de administracion, y similares. Tipicamente, al menos
aproximadamente de 102 a aproximadamente 108, preferiblemente de aproximadamente 103 a aproximadamente 108
células, seran administradas por dosis. Preferiblemente, las células se administrardn en una cantidad terapéuticamente
efectiva.

El vector que contiene genes modificados puede ser usado en métodos para tratar sujetos in vivo. La administracion del
vector a un sujeto humano o un animal en necesidad del mismo puede ser por cualquier medio conocido en la técnica para
la administracion de vectores de virus.

Ejemplos de modos de administracién incluyen la administracion rectal, transmucosa, topica, transdérmica, por inhalacion,
parenteral (por ejemplo, intravenosa, subcutdnea, intradérmica, intramuscular e intraarticular), y similares, asi como
inyeccion directa al tejido u drganos, alternativamente, inyeccion intratecal, intramuscular directa, intraventricular,
intravenosa, intraperitoneal, intranasal, o intraoculares. Los inyectables pueden prepararse en formas convencionales, bien
sea como soluciones o suspensiones liquidas, formas solidas adecuadas para solucion o suspension en liquido antes de la
inyeccion, o como emulsiones. Alternativamente, se puede administrar el virus de manera local en lugar de sistémica, por
ejemplo, en una formulacién de depdsito o de liberacién sostenida.

En otros métodos, el vector de la invencion que comprende el gen de FIX modificado es administrado por via intramuscular,
mas preferiblemente por inyeccion intramuscular o por administracion local. Los vectores divulgados aqui pueden ser
administrados a los pulmones de un sujeto por cualquier medio adecuado, pero son administrados preferiblemente
administrando una suspensién en aerosol de particulas respirables compuestas por los vectores de parvovirus de la
invencion, los cuales inhala el sujeto. Las particulas respirables pueden ser liquidas o sélidas. Los aerosoles de particulas
liqguidas que comprenden los vectores de parvovirus de la invencion pueden ser producidos por cualquier medio adecuado,
tal como con un nebulizador de aerosol impulsado por presion o un nebulizador ultrasénico, tal como es conocido por los
expertos en la técnica. Véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 4,501,729.
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Las dosificaciones del vector de virus de la invencion con el gen de FIX modificado dependeran del modo de administracion,
la enfermedad o condicién a ser tratada, la condicion individual del sujeto, el vector viral en particular y el gen a ser
administrado, y pueden ser determinados de una de manera rutinaria. Las dosis de ejemplo Para lograr efectos terapéuticos
son titulaciones de virus de al menos aproximadamente 10°, 10°, 107, 108, 10°, 10", 10™, 10*, 10'%, 10, 1015 unidades de
transduccion o mas, preferiblemente de aproximadamente 10%-10" unidades de transduccién, atin mas preferiblemente 10*
unidades de transduccion.

Los genes de FIX modificados pueden ser administrados como componentes de una molécula de ADN que tiene elementos
reguladores apropiados para la expresién en las células objetivo. Los genes de FIX modificados pueden ser administrados
como componentes de plasmidos virales, tales como vectores de rAAV Las particulas virales pueden ser administradas
como particulas virales solas, ya sea como una administracion directa in vivo a la vasculatura de la porta 0 como un
tratamiento ex vivo que comprende administrar las particulas virales del vector in vitro a las células desde el animal que
recibe tratamiento seguido por la introduccion de las células transducidas de nuevo en el donante.

Ejemplos y Experimentos

Los resultados de este estudio de factibilidad en roedores confirman la superioridad de tanto los vectores de doble cadena
como de la terapia génica del higado mediada por FIX a dosis de 10 a 100 veces por debajo de las establecidas como
seguras en ensayos clinicos humanos utilizando AAV2.

AAV2 y BNP2.5 infectan el misculo esquelético humano primario

La figura 1 muestra la transducciéon de GFP in vitro de 530,000 células en HPMC 1x109vg utilizando los diferentes vectores,
incluyendo el AAV2 y vector del virus quimérico BNP2.5 que tiene la secuencia definida en la SEQ ID NO. 17. Las células
primarias del masculo esquelético humano fueron probadas por inmunofluorescencia para vVWF/Factor 1X, alfa-actina de
musculo liso y miosina sarcomérica para asegurar la pureza (esto es, neg., neg., & positivo respectivamente). Solamente las
células que fueron negativas para bacterias, hongos, micoplasmas, ADN del VIH, y ADN de Hepatitis B y C fueron
consideradas para la transduccion del vector. Estas células fueron establecidas en condiciones de cultivo de tejido en pozos
trans después del segundo paso de aislamiento para promover el musculo estriado bien diferenciado. 60 a 80% de
monocapas confluentes fueron infectadas usando escalamiento de dosis de MOI de 1 a 100/célula (total de 1x10%) y
transgén informador de GFP (Figura 1).

La figura 2 muestra la respuesta in vitro a la dosis en GFP del genoma de cadena sencilla vs. doble. Las células fueron
monitorizadas con el tiempo y el porcentaje positivo tabulado comparado para control. Estos resultados en GFP son
comparados con células primarias esqueléticas de raton transducidas bajo condiciones idénticas como las de control
positivo. La transduccién positiva indicada aqui (Figura 2) muestra que las células de musculo esqueléticas humanas son
permisivas a la infeccion por el vector.

Secreciones transgénicas expresadas en el vector del masculo esquelético humano primario

La clave para estos estudios es la capacidad para determinar si el transgén de FIX humano puede ser secretado a partir de
musculo esquelético humano primario. Se han empleado dos métodos para determinar si el transgén de FIX humano es
secretado exitosamente de células objetivo después de la administracion del vector. Se utiliz6 ELISA para determinar la
cantidad total de antigeno de FIX, y el tiempo de tromboplastina parcial activado (APTT) para determinar la actividad
funcional. En las células de cultivo de tejidos transformados, se determin6 que el pico de expresion de FIX ocurra 24 horas
después de la transduccion del vector. Se retird el medio celular y se analizé para FIX cada 24 horas hasta la meseta de
expresion del transgén.

Se compararon los niveles de expresion del sobrenadante de la linea celular musculo esquelética primaria de ratén y
humano primarios (Figura 3) y se midi6 la actividad funcional del transgén. (Figura 4). Estos resultados positivos apoyan la
conclusion de que el masculo esquelético humano puede secretar transgén de FIX derivado del vector.

La Figura 4 muestra lisado in vitro en HPMC de APTT a partir de 1x109vg/infeccién del titulo 24 horas después de la
infeccion. BNP2.5 expresa 2 veces niveles mas altos de FIX secretado a partir de muisculo esquelético humano primario.

La Figura 5 muestra la expresion in vitro de lisado celular en HPMC de hFIX. El BNP2.5 se evalu6 con ELISA cada 24 horas
probadas para la expresion incrementada de transgén de FIX humano a partir del misculo esquelético humano después de
la transduccioén del vector (Figura 5) como se describié anteriormente. Estos resultados positivos muestran que el musculo
esquelético humano puede secretar transgén de FIX derivado del vector y que BNP2.5 es més eficiente que AAV2 tanto en
las células primarias humanas como de raton.
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VAA2 vs. BNPdsFIX en Modelo de Ratén Hemofilico R333Q para el nivel y duracién de la expresion transgénica

El reciente desarrollo de modelos de ratones anulados con hemofilia B (ratébn FIXKO) ha reproducido el fenotipo de
hemorragia de hemofilia B humana, pero debido a que estos modelos no producen FIX, fallan para reproducir el fenotipo
humano dominante. Ademas, el tratamiento de estos modelos con vectores que expresan el transgén de FIX resulta
tipicamente en el desarrollo de anticuerpos que hacen imposible estudios de eficacia a largo plazo. El reciente desarrollo de
modelo de ratén de FIX humano R333Q-FIX en la Universidad de Carolina del Norte en Chapel Hill ha dado como resultado
un modelo que imita la mutacién observada en los humanos (mutacién de sentido equivocado). Estos animales expresan
transcritos de ARNm y FIX humano en circulacién detectable durante todo el desarrollo, pero con la actividad de FIX de
menos de 1%. La mutacion R333Q fue escogida porque los datos se han reportado en varios pacientes con hemofilia B
severa que exhibe esta mutacion. Ademas, estos pacientes CRM+ tienen niveles casi normales de antigeno de FIX y su
actividad de coagulacién es usualmente menos de 1%. Los ratones R333Q-hFIX no son morfolégicamente diferentes de
ratones de tipo silvestre. Ellos sobrevivir bien si no se produce lesién y tienen camadas de 4-8 crias con una relacién de
sexo de aproximadamente 1:1. Estos animales exhiben fenotipo de sangrado idéntico al observado en los humanos, que los
hace modelos ideales para el estudio de metodologia de la terapia génica para la deficiencia de la hemofilia B. Ademas el
gen de FIX R333Q humano se expres6 como la forma de la alanina del dimorfismo Ala 148 Thr. Debido a que el anticuerpo
A-1 se enlaza bien a la FIX con la treonina en el residuo 148 y débilmente a la isoforma alanina, los vectores que expresan
la isoforma treonina pueden ser facilmente detectados.

Se han utilizado para este estudio animales de 8-10 semanas de edad (Figura 6), en el que se han probado tres dosis de
vectores. Se inyectaron IM ratones R333Q (n = 5/cohorte) y animales de padres normales C57BL6 con AAV2 y BNP2.5ds
que expresan hFIX (Figura 6). Una cohorte de BNP2.5(ss)-FIJE-CMV se ha agregado al disefio para evaluar el significado
de tropismo del capsido del vector. Los niveles de actividad de la expresion y el transgén de la proteina de FIX se midieron
con el tiempo como se describe por Jin et. al., Blood 2004. Se llevaron a cabo mediciones de los puntos de tiempo cada dos
semanas después de la administracion del vector pasadas seis semanas. El ensayo de APTT se ha utilizado para
determinar la actividad del transgén administrado al vector y comparado con el control. La falta de formacién de anticuerpos
como se indica por ensayo de inhibicién de Bethesda se ha llevado a cabo en un sub-conjunto de animales.

La Figura 6 muestra los datos in vivo de la expresion de FIX del modelo R333Q 6 semanas después de la inyeccion para
ssBNP2.5 vs. ssAAV2 (Figura 6A (1, 2,y 3)) y dsBNP2.5 vs. ssAAV2 (Figura 6B (1, 2 y 3)).

Determinacion del rendimiento de FIX en BNP después de la transduccién del higado

Aunque el objetivo principal original de este estudio de factibilidad fue determinar la transduccién de BNP en el musculo
esquelético para la expresién de FIX, estudios clinicos de Fase | similares que muestran la transduccion de AAV2 en el
higado han producido resultados provocativos. El vector AAV2 es seguro en dosis que varian desde 8x10" a 4x1011/kg pero
sin niveles terapéuticos de la expresion del transgén. Los niveles terapéuticos de FIX pueden obtenerse en 2x1012/kg, pero
la expresion del transgén es transiente (4 semanas). Mientras que no se obtuvo entendimiento formal para los niveles
transientes de proteina de FIX en higado transducido, la especulacion implica que altas dosis de vector pueden provocar la
respuesta inmune para transducir las células del higado, apoyando una conclusion de que la invencion provee una dosis
segura de la transferencia génica de FIX (dosis 10" o 1011) que también es eficaz (niveles de 10 - 15% de FIX) mediante el
uso de vectores de AAV usando plantillas del vector de doble cadena (Figura 7). Se llevaron a cabo estudios en ratones
usando BNP en ratones w/C57B16 in vivo. Estos experimentos emplearon 3 cohortes con 4 animales/cohorte; probando
(ss)AAV2, (ds)BNP-1.1 y (ds)BNP-2.5 portando transgén de FIX, administrado al higado a través de la administracion de la
vena porta y monitorizado para los niveles de FIX a mas de cuatro semanas. Los datos derivados de estos experimentos
apunta a una conclusiéon de que (i) (ds)BNP es significativamente mas eficiente en comparacion con el tradicional vector
ssAAV2, ((ii) la eficiencia hepatica en la transduccion de vector y la expresion de FIX es mejorada significativamente en el
musculo (resultados tanto en mioblastos humanos primarios en cultivo como en R333Q in vivo), (iii) y estos reactivos
novedosos son idealmente adecuados para permitir una dosis incluso mas baja que la transferencia del gen de FIX mediada
por el masculo para alcanzar niveles similares de expresion de proteinas.

Datos adicionales del Higado (transgén optimizado)

Los datos del higado de factibilidad de FIX en ratones C57B16 sugieren que las dosis seguras y eficaces de transferencia
génica de doble cadena administradas en el higado pueden ser terapéuticas en niveles de vectores mostrados previamente
en pacientes como seguras, pero no expresan suficiente hFIX. Para elaborar mas sobre este punto hemos completado un
estudio adicional, en el que desarrollamos y utilizamos un hFIX optimizado de coddn de transgén. Cuando se aplico
programa de ordenador para uso 6ptimo de codones al gen de hFIX "tipo silvestre", observamos un gran ndimero de
codones raros en la secuencia de codificacion (Figura 8). Ademas, el gen de hFIX contiene bajo contenido de GC (Figura 9),
una caracteristica conocida para facilitar el retorno de ARNm. Por otra parte, se encontraron varios motivos que actdan
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negativamente en cis, lo que puede obstaculizar la expresion en mamiferos. Como tal, se sintetizé un gen de hFIX en el que
se ha revisado el uso del codén para més sesgo casi aproximado de coddn 6ptimo de los mamiferos (Figura 8).

Con base en el analisis por ordenador, eliminamos los elementos que actian negativamente en cis (tales como los sitios de
empalme, sefiales poli(A) no deseadas, etc.), que pueden influir negativamente en la expresion de proteinas. Ademas, se
increment6 el contenido de GC para prolongar la vida media del ARNm (Figura 8). El uso de coddn se adapt6 al sesgo del
Homo sapiens que da como resultado un alto valor del indice de Adaptacién del Codén (CAl). Con base en estas
modificaciones, predijimos que el gen optimizado permitiria ratas de expresién superiores y mas estables en células de
mamiferos. Utilizando AAV2 que porta cédigo de secuencia de hFIX optimizado vs. tipo silvestre, se llevo a cabo el andlisis
de expresion lado a lado in vitro (Figura 9). Con base en estos estudios, esté claro que el gen de FIX optimizado expresa
significativamente mas producto de proteina/célula cuando se compara con la secuencia de codificacion de tipo silvestre
cuando es administrado a la misma dosis.

Tras la optimizacién del codén se condujo una comparacion lado a lado de la expresion in vivo del vector de ensayo clinico
de higado mediada por AAV2 vs. doble cadena y doble cadena + casete de transgén de codon optlmlzado en ratones
C57BL6. La dosis escogida se demostré en el ensayo clinico antes de ser sub-terapéutica pero segura (4x10 vg/kg) Los
animales a las 8-10 semanas de edad recibieron una inyeccion individual en la vena porta (n= 4/serotipo/dosis). Cuando se
utiliza el vector de ensayo clinico los resultados reflejan el ensayo clinico, con el vector de AAV2 que es subterapéutico in
vivo en todos los animales. A la misma dosis de vector, el AAV2 con un casete de doble cadena después de 4 semanas
después de la inyeccion expresoé niveles terapéuticos de hFIX y sostuvo estos niveles pasadas 16 semanas, y el AAV2 con
un casete de transgén optimizado de doble cadena, expresé niveles terapéuticos de la semana uno hasta 16 semanas en
hasta 70 veces el hFIX ng/ml en comparacién con el vector de ensayo clinico (Figura 10, 11).

Respuesta inmune a BNP2.5 en animales preexpuestos a AAV

Puesto que el BNP 2.5 porta una mayoria de esqueleto del capsido de AAV2 y minoria de amino&cidos de AAV1, se estudio
para determinar si el perfil inmune de este vector quimérico es idéntico al AAV2 de donante progenitor, compartido entre
AAV1 y AAV2, o distinto. Si el vector quimérico despliega un perfil inmune diferente de vectores originales, esto puede
sugerir que la administracion del vector en pacientes preexpuestos a AAV1 o AAV2 no es limitante de la rata para la
transduccion del vector BNP. Si los datos sugieren que el BNP tiene un perfil inmune idéntico al vector original, entonces
hay una posibilidad de que la preexposicién a AAV de tipo silvestre tuviera un impacto en BNP idéntico a los estudios
establecidos en la literatura.

Estos experimentos se llevaron a cabo in vitro e in vivo. En los experimentos in vitro, los animales C57B16 fueron
preexpuestos a los vectores de AAV1, AAV2, o BNP2.5. Cuatro semanas después de la inyeccion IM, se recolectaron los
sueros y se sembraron 293 células a una densidad de 1x10° células/pozo en 1 ml de DMEM que contenia 10% de FBS en
una placa de 24 pozos. Las celulas se cultivaron durante 2-3 horas a 37°C y se dejaron adherir al pozo. El medio se eliminé
antes de que se agregaran 1x10° particulas de adenovirus dI309 en un volumen final de 200 ul/pozo. Las células se
incubaron adicionalmente a 37°C durante 1 hora y luego se lavaron dos veces. Los vectores de AAV-GFP (1x10 particulas)
se incubaron con sueros humanos en diluciones en serie con PBS durante 2 horas a 4°C en un volumen total de 25 pl (12.5
ul de muestras de los sueros en diluciéon en serie mas 12.5 ul de vectores de AAV/GFP que contenian 1x10° particulas). La
mezcla se agrego a las células en un volumen final de 200 pl y se incub6 durante la noche a 37°C. Las células que expresan
GFP se contaron bajo un microscopio de fluorescencia. El porcentaje de inhibicion se calculé sin muestra de suero como
referencia. El titulo de anticuerpos de neutralizacion se calculé (Figura 12) usando la dilucion méas alta donde el porcentaje
de células expresadas en GFP es 50% menos que el control sin sueros.

Los experimentos in vivo se implementaron utilizando los mismos ratones C57B16 que han sido cebados con AAV1, AAV2 y
BNP2.5. Después de cuatro semanas, los ratones fueron expuestos con el vector de BNP IM portando el informador Luc y
portando el vector como se muestra en la Figura 14 con la secuencia definida en la Figura 15, y se analizaron usando
formacion de imagenes en tiempo real (Figura 13). Se utilizaron experimentos de control de BNP con dosis idénticas en
animales ingenuos.

Resultados

Después de seis semanas posteriores a la administracién de una dosis optimizada de vector 1x10''vg/kg, los niveles de
expresion indican una traslacion relativa de la expresion de FIX del cultivo de tejido in vivo. EI rAAV2 proveyo6 la linea base y
mide la expresion de FIX mas baja. BNP2.5 (ss) y BNP2.5 (ds), mostraron ambos una mejoria sobre rAAV2, con cadena
sencilla midiendo una mejora de 3-6 veces en FIX y BNP2.5 de doble cadena que deriva una mejora de 8-12 veces en FIX
circulante (Figura 6). El trabajo aqui descrito muestra que el vector de BNP de doble cadena "BNP(ds)" que contiene un gen
de FIX puede transducir el misculo estriado murinico y canino y células hepaticas que dan como resultado la expresion del
gen de FIX y la secrecién de proteinas en la sangre periférica.
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Las secuencias y secuencias flanqueantes de FVIII (hFVIII) de codén modificado se desarrollaron (SEQ ID NOs: 12 y 15,
Figuras 22 y 23, respectivamente), utilizando un programa de ordenador para sintetizar un gen de FVIIl en el que el uso de
codones se ha revisado para mas sesgo casi aproximado de codon 6ptimo de los mamiferos, incluyendo la optimizacion del
contenido de GC y los motivos que actian en cis.

Con base en el analisis por ordenador, se eliminaron los elementos que actdan negativos en cis (tales como los sitios de
empalme, sefiales no deseadas de poli(A), etc.) que pueden influir negativamente en la expresién de proteinas. Ademas, se
incremento el contenido de GC para prolongar la vida media del ARNm. El uso de codon se adapt6é al sesgo del Homo
sapiens dando como resultado un alto valor de indice de Adaptacion del Codén (CAI). Con base en estas modificaciones, el
gen modificado probablemente permitira ratas de expresion superiores y mas estables en células de mamifero,
especificamente células humanas o células derivadas de humanos.

Con respecto a la SEQ ID NO: 10, los histogramas de la Figura 16 muestran el porcentaje de codones de secuencia, que
caen dentro de una cierta clase de calidad. El valor de la calidad del codon méas frecuentemente utilizado para un
aminoacido dado en el sistema de expresion deseado se establece en 100, los codones restantes se escalan
concordantemente (véase también Sharp, PM, Li, WH, Nucleic Acids Res. 15 (3), 1987). La figura 17 muestra una calidad
del coddn potenciada dramaticamente. La Figura 18 muestra un incremento en el contenido de GC del 44% (gen tipo
silvestre SEQ ID NO: 19) a 66% para optimizado (SEQ ID NO 12.).

Los motivos modificados incluyen los siguientes:

Motivos inhibitorios procariotas 16 0
Sitio poliA 3 0
Consenso del sitio donante de empalme (criptico) 29) | O
Motivo de inestabilidad de ARN (ARE) 11 0

Con respecto a la SEQ ID NO: 14, la Figura 19 muestra el porcentaje de codones de secuencia, que caen dentro de una
cierta clase de calidad. El Indice de Adaptacion del Codon es 0.96. La Figura 20 muestra un gréafico de calidad del codén. La
Figura 21 muestra un gréfico de contenido de GC; el contenido de GC es del 62%.

El gen de tipo silvestre utiliza codones raros con una alta frecuencia y el contenido de GC es muy baja, lo que facilita el
rapido retorno de ARNm. La optimizacion fue exitosa: estan presentes sitios no negativos que actdan en cis (tales como
sitios de empalme, sefiales de poli(A), etc.) que pueden influenciar negativamente la expresién. Se incrementé el contenido
de GC para prolongar la vida media del ARNm y para mejorar la eficiencia de los empaques de vector. El uso de codones se
adapt6 al sesgo del Homo sapiens que da como resultado un valor mas alto de CAI* (0.98). Por lo tanto, el gen optimizado
deberia permitir ratas de expresién més altas y estables en las células de Homo sapiens u otros mamiferos.

Para confirmar tal incremento de la rata de expresion, se condujo una comparacion lado a lado de la expresion del vector de
ensayo clinico higado mediada por AAV2 vs. doble cadena y doble cadena + casete del transgén modificado de coddn
(incluyendo SEQ ID NO: 12 o 15) en ratones C57BL6. La dosis escogida serd una que ha demostrado ser subterapéutica
pero segura (4x10 vg/kg) Los animales de 8-10 semanas de edad recibiran una inyeccion individual en la vena porta (n=
4/serotipo/dosis).

Estos experimentos se llevan a cabo in vitro e in vivo. En los experimentos in vitro, los animales C57B16 son pre-expuestos
a los vectores de AAV1, AAV2, BNP2.5, o cualquier otro vector de parvovirus adecuado. Cuatro semanas después de la
inyeccion IM, se recolectan los sueros y se siembran 293 células a una densidad de 1x10° células/pozo en 1 ml de DMEM
que contiene 10% de FBS en una placa de 24 pozos. Las celulas se cultivan durante 2-3 horas a 37°C y se dejan adherir al
pozo. El medio es eliminado antes de que se adicionen 1x10° particulas de adenovirus dI309 en un volumen final de 200
ul/pozo. Las celulas son incubadas adicionalmente a 37°C durante 1 hora y luego se lavan dos veces. Los vectores de
AAVGFP (lxlO particulas) se incubaron con sueros humanos en diluciones en serie con PBS durante 2 horas a 4°C en un
volumen total de 25 pl (12.5ul de muestras de sueros en dilucion en serie mas 12.5 ul de vectores de AAV/GFP que
contienen 1x10° particulas). La mezcla se adiciona a las células en un volumen final de 200 ul y se incuba durante la noche
a 37°C. Las células que expresan GFP se cuentan bajo un microscopio de fluorescencia. El porcentaje de inhibicién se
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calcula sera calculado sin muestra de suero como referencia. El titulo de anticuerpos neutralizantes se calcula utilizando la
dilucion mas alta donde el porcentaje de células expresadas en GFP es 50% menos que el control sin sueros.

Los experimentos in vivo se implementan utilizando los mismos ratones C57B16 que han sido cebados con AAV1, AAV2,
BNP2.5, o cualquier otro vector de parvovirus adecuado. Después de cuatro semanas, los ratones son expuestos con vector
de BNP IM que porta el informador Luc y analizados usando formacién de imagenes en tiempo real. Se utilizan
experimentos de control de BNP con dosis idénticas en animales ingenuos.
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Reivindicaciones

1. Un gen aislado optimizado modificado para incrementar secuencias de GC y reducir motivos cis con respecto a un gen de
FIX de tipo silvestre, en donde el gen optimizado para FIX tiene una secuencia de nucleétidos de SEQ ID NO: 7.

2. El gen optimizado de la reivindicacion 1, en donde las secuencias de GC se incrementan al menos 40% con respecto al
gen de tipo silvestre.

3. El gen optimizado de la reivindicacion 1, en donde el gen optimizado esta flanqueado por TRs de AAV.

4. Un vector de virus que comprende el gen optimizado de la reivindicacion 1.

5. El vector de virus de la reivindicacion 4, en donde el vector de virus es un vector de virus quimérico que comprende
componentes del capsido seleccionados de los capsidos de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAV6E, AAV7, AAVS, AAV9,
AAV10, AAV1ly AAV12.

6. El vector de virus quimérico de la reivindicacion 5 que comprende la SEQ ID NO: 17.

7. El vector de virus de la reivindicacion 4, en donde el vector de virus comprende la secuencia de nucle6tidos de SEQ ID
NO: 1.

8. Un proceso para expresar un péptido FIX optimizado que comprende;

transfectar una célula con el polinucleétido de la SEQ ID NO: 7 que codifica el péptido FIX del mismo para producir una
célula anfitriona transformada, en donde el polinucledtido ha sido modificado para incrementar las secuencias de GC y
reducir los motivos cis con respecto a un gen de tipo silvestre; y

mantener la célula anfitriona transformada bajo condiciones bioldgicas suficientes para la expresion del péptido.

9. Una composicién farmacéutica que comprende una mezcla de:

un acido nucleico aislado o purificado que comprende la secuencia de: SEQ ID NO: 7;y

un vehiculo farmacéuticamente aceptable.

10. El uso de cualquiera de los genes optimizados de las reivindicaciones 1 a 3 en la preparacion de un medicamento para
el tratamiento de la hemofilia en un sujeto.
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CTGGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGCCCGGGCAAAGCCCG
GGCGTCGGGCGACCTTTGGTCGCCCGGCCTCAGTGAGCGAGCGA
GCGCGCAGAGAGGGAGTGGAATTCGAGCtcgagcttgggctgcaggtcga
gggcactgggaggatgttgagtaagatggaaaactactgatgacccttgcagagacagagt
attaggacatgtttgaacaggggccgggcgatcagcaggtagctctagaggatccccgtcet
gtctgcacatttcgtagagcgagtgttccgatactctaatctccctaggcaaggttcatatttgt
gtaggttacttattctccttitgttgactaagtcaataatcagaatcagcaggtttggagtcagctt
ggcagggatcagcagcctgggttggaaggagggggtataaaagccccttcaccaggaga
agccgtcacacagatccacaagctcctgacaggaagctctaggtgactctettaaggtagectt
gcagaagttggtegtgaggcactggcetagecctaaggtaagttggcaccqtttaagqgatqqtt

qqttgatggggtattaatgtttaattacctittitacaggcctgaaqgatctccaccATGCAGC
GCGTGAACATGATCATGGCCGAGAGCCCTGGCCTGATCACCATCT

GCCTGCTGGGCTACCTGCTGAGCGCCGAGTGCACCGTGTTCCTGG
ACCACGAGAACGCCAACAAGATCCTGAACCGGCCCAAGAGATAC
AACAGCGGCAAGCTGGAGGAGTTCGTGCAGGGCAACCTGGAGAG
GGAGTGCATGGAGGAGAAGTGCAGCTTCGAGGAGGCCAGGGAAG
TGTTCGAGAACACCGAGCGGACCACCGAGTTCTGGAAGCAGTACG
TGGACGGCGACCAGTGCGAGAGCAACCCTTGCCTGAACGGCGGC
AGCTGCAAGGACGACATCAACAGCTACGAGTGCTGGTGCCCTTTC
GGCTTCGAGGGCAAGAACTGCGAGCTGGACGTGACCTGCAACAT
CAAGAACGGCCGCTGCGAGCAGTTCTGCAAGAACAGCGCCGACA
ACAAAGTGGTGTGTAGCTGCACCGAGGGCTACAGACTGGCCGAG
AACCAGAAGAGCTGCGAGCCCGCCGTGCCCTTCCCCTGCGGCAG
AGTGAGCGTGTCCCAGACCAGCAAGCTGACCAGAGCCGAGACCG
TGTTCCCCGACGTGGACTACGTGAATAGCACCGAGGCCGAGACCA
TCCTGGACAACATCACCCAGAGCACCCAGTCCTTCAACGACTTCA
CCAGAGTTGTGGGCGGCGAGGACGCCAAGCCCGGCCAGTTCCCC

Figura15 A
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TGGCAGGTGGTGCTGAACGGCAAAGTGGATGCCTTCTGCGGCGG
CAGCATCGTGAACGAGAAGTGGATCGTGACAGCCGCCCACTGCGT
GGAGACCGGCGTGAAGATCACCGTGGTGGCCGGCGAACACAATA
TCGAGGAGACCGAGCACACCGAGCAGAAGCGGAACGTCATCCGG
ATTATCCCCCACCACAACTACAACGCCGCCATCAACAAGTACAAC
CACGACATCGCCCTGCTGGAGCTGGACGAGCCTCTGGTGCTGAAT
AGCTACGTGACCCCCATCTGCATCGCCGACAAGGAGTACACCAAC
ATCTTCCTGAAGTTCGGCAGCGGCTACGTGTCCGGCTGGGGCAGA
GTGTTCCACAAGGGCAGAAGCGCCCTGGTGCTGCAGTACCTGAGA
GTGCCCCTGGTGGACAGAGCCACCTGCCTGAGGAGCACCAAGTTC
ACCATCTACAACAACATGTTCTGCGCCGGCTTCCACGAGGGCGGC
AGAGACAGCTGCCAGGGCGACAGCGGCGGACCCCACGTGACCGA
AGTGGAGGGCACCAGCTTCCTGACCGGCATCATCAGCTGGGGCG
AGGAGTGCGCCATGAAGGGCAAGTACGGCATCTACACCAAAGTG
AGCCGGTACGTGAACTGGATCAAGGAGAAAACCAAGCTGACCTG

ATGAgcatgcctagagcetcgetgatcagectcgactgtgecttctagttgccagecatetgt

tgtttgccccteccecccgtgcecttecttgaccctggaaggtgecacteccactgtcctticctaat
aaaatgaggaaattgcatcgcattgtctgagtaggtgtcattetattctgaggggtggggtagg
ggcaggacagcaagggggaggattgggaagacaatagcaggcatgetggggaaAGCT
TCAGCTAGAGCA TGGCTACGTAGATAAGTAGCATGGCGGGTTAAT
CATTAACTACAAGGAACCCCTAGTGATGGAGTTGGCCACTCCCTCT
CTGCGCGCTCGCTCGCTCACTGAGGCCGGGCGACCAAAGGTCGC
CCGACGCCCGGGCTTITGCCCGGGCGGCCTCAGTGAGCGAGCGAG
CGCGCAG

Figura15 B
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Distribucion de Calidad del Codon
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Figura 16
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Grafico de Calidad del Codon
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Figura 17
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Contenido de GC

No optlmlzado
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Figura 18
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ggtaccgccaccatgcagatcgagctgtccacatgctttttictgtgectgetgeggttctgett
cagcgecacceggeggtactacctgggegecgtggagcetgtectgggactacatgcagag
cgacctgggcgagcetgeccgtggacgeccggttccccecccagagtgeccaagagcttcece
ttcaacaccagcegtggtgtacaagaaaacccigticgtggagttcaccgtgcacctgticaac
atcgccaagceccaggcecccccetggatgggectgetgggeccecaccatccaggecgaggtg
tacgacaccgtggtgatcaccctgaagaacatggccagccaccccgtgagectgcacgece
gtgggcgtgagctactggaaggeciccgagggegccgagtacgacgaccagaccageca
gcgggagaaagaggacgacaaagtctttcctggcggecagecacacctacgtgtggcaggt
cctgaaagaaaacggccccatggectccgaccecctgtgectgacctacagctacctgage
cacgtggacctggtgaaggacctgaacagcgggctgatiggggcecctgetggtetgeecggg
agggcagcctggccaaagagaaaacccagacccetgeacaagttcatectgetgttcgecgt
gttcgacgagggcaagagctggcacagcgagaccaagaacagcctgatgcaggaccgg
gacgccgcctctgccagagectggeccaagatgcacaccgtgaacggctacgtgaacag
aagcctgcccggectgattggetgeccaccggaagagegtgtactggcacgtgatcggeatg
ggcaccacacccgaggtgcacagcatctitctggaagggcacaccttictggtgeggaacc
accggcaggcecagcectggaaatcagecctatcaccticctgaccgeccagacactgetgat
ggacctgggccagttcctgetgttitgccacatcagctctcaccagcacgacggceatggaag
cctacgtgaaggtggactcctgcecececgaggaaccccagcetgeggatgaagaacaacgag
gaagccgaggactacgacgacgacctgaccgacagcgagatggacgtggtgeggticga
cgacgacaacagccccagcttcatccagatcagaagegtggccaagaagcacceccaag
acctgggtgcactacatcgecgecgaggaagaggactgggactacgecccectggtgetg
gcccccgacgacagaagctacaagagccagtacctgaacaatggceccccageggatceg
gccggaagtacaagaaagtgceggttcatggectacaccgacgagaccttcaagacceggg
aggccatccagcacgagagcggcatcctgggececctgcetgtacggecgaagtgggegac
acactgctgatcatcticaagaaccaggccagccggccctacaacatctacccccacggcea
tcaccgacgtgcggeccctgtacagcaggeggetgeccaagggegtgaagcacctgaag

Figura22 A
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gacttccccatcctgcecggegagatcettcaagtacaagtggaccgtgaccgtggaggacg
gccccaccaagagcgaccccagatgectgacceggtactacagcagcttcgtgaacatgg
aacgggacctggcectcecgggcetgatcggacctcetgetgatetgetacaaagaaagegtgga
ccagcggggcaaccagatcatgagcgacaagcggaacgtgatcctgttcagegtgticgat
gagaaccggtcctggtatctgaccgagaacatccageggtttctgeccaaccctgeeggggt
gcagctggaagatcccgagticcaggccagcaacatcatgcactccatcaatggctacgtgt
tcgacagcctgcagctgteegtgtgtetgcacgaggtggectactggtacatectgageateg
gcgceccagaccgacttcctgagegtgttcttcageggctacaccttcaagcacaagatggtgt
acgaggacaccctgaccctgttcectttcagcggegagaccgtgticatgagcatggaaaac
ccecggcectgtggatectgggetgccacaacagegactticcggaaccggggceatg accg cc
ctgctgaaggtgtccagetgcgacaagaacaccggegactactacgaggacagctacgag
gatatcagcgcctacctgctgtccaagaacaacgcecatcgageccagaagcettcagecag
aacagccggcaccccagcacccggcagaagcagtticaacgccaccecccctgtgetgaa
gcggcaccagagagagatcacccggaccacccetgcagtccgaccaggaagagatcgatt
acgacgacaccatcagcegtggagatgaaaaaagaagatttcgacatctacgacgaggac
gagaaccagagcccccggtccttccagaagaaaacccggceactactitatcgeegecegtgg
agcggctgtgggactacggcatgagcagcagecccecacgtgetgcggaaccgggeccag
agcggcagcegtgccccagtticaagaaagtggtgttccaggaattcaccgacggcagcetica
cccagceccctgtaccggggcegagetgaacgagcaccetggggcetgetggggcecctacatcea
gggccgaagtggaggacaacatcatggtgaccticcggaatcaggecagecagaccctact
ccttctacagcagcectgatcagctacgaagaggaccagcggcagggcgctgaaccecegg
aagaacttcgtgaagcccaatgagaccaagacctacttctggaaagtgcagcaccacatg
gcccccaccaaggacgagttcgactgcaaggcctgggccfacttcagcgacglgg atctgg
aaaaggacgtgcactctggactgattggccctetgetggtgtgeccacaccaacaccctgaac
ccegeccacggecggeaggtgaccgtgcaggaattcgecctgttcttcaccatettcgacga

gaccaagtcctggtacttcaccgagaatatggaacggaactgcagagccccctgcaacatc

Figura22 B
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cagatggaagatcctaccticaaagagaactaccggttccacgccatcaacggctacatcat
ggacaccctgectggectggtgatggeccaggaccagaggatecggtggtatetgetgteca
tgggcagcaacgagaatatccacagcatccacticageggcecacgtgticacegtgaggaa
gaaagaagagtacaagatggccctgtacaacctgtacceceggegtgttcgagaccgtgga
gatgctgeccagcaaggecggceatetggegggtggagtgtetgatecggegageacctgeat
gccgggatgageacccetgtitctggtgtacagcaacaagtgecagacccccctgggeatgg
ccagcggcecacatccgggacttccagatcaccgectceggecagtacggecagtgggece
ccaagctggcccggctgcactacagcggcagcatcaacgectggtccaccaaagagecct
tcagctggatcaaggtggacctgcetggeccctatgatcatccacggcattaagacccaggge
gccaggcagaagttcagcagectgtacatcagecagticatcatcatgtacagectggacgg
caagaagtggcagacctaccggggcaacagcaccggcaccctgatggtgttcticggcaa
cgtggacagcagcggcatcaagcacaacatcttcaacceccecatcatcgeecggtacatc
cggctgcaccccacccactacagcatcagatccaccetgeggatggaactgatgggcetgeg
acctgaactcctgecagceatgcectctgggcatggaaagcaaggcecatcagecgacgeccaga
tcacagccagcagctacttcaccaacatgttcgccacctggtcecectccaagg ccaggctg
cacctgcagggcecggtccaacgcectggeggectcaggtgaacaaccccaaagaatggct
gcaggtggactitcagaaaaccatgaaggtgaccggcgtgaccacccagggcegtgaaaa
gcctgcetgaccagcatgtacgtgaaagagtttctgatcagcagcagccaggacggecacca
gtggaccctgttctttcagaacggcaaggtgaaagtgttccagggcaaccaggaciccticac
cceegtggtgaactcectggaccecccectgetgacceegcetacctgeggatecacceccagt
cttgggtgcaccagatcgecctgaggatggaagtgctgggatgtgaggcccaggatctgtac
tgaCTCGAGGGGTGGCCACTGCAGCACCTGCCACTGCCGTCA
CCTCTCCCTCCTCAGCTCCAGGGCAGTGTCCCTCCCTGGCTT
GCCTTCTACCTTTGTGCTAAATCCTAGCAGACACTGCCTTGAA
GCCTCCTGAATTAACTATCATCAGTCCTGCATTTCTTTGGTGG
GGGGCCAGGAGGGTGCATCCAATTTAACTTAACTCTTACCTA
TTTTCTGCAGGGGATCTCAGTCGACGAGCTC

Figura22C
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atgcagatcgagctgagtacctgctttttcctetgectgetgeggttetgettcagegecaccegge
ggtactacctgggcgecgtggagcetgagtigggactacatgcagagegacctgggegagcetg
cccgtggacgeccggttccoecctegggtgceccaagagcettccecttcaacaccagegtggtg
- tacaagaaaaccctgttcgtggagttcaccgtgcacctgticaacatcgccaagceccaggecc
ccetggatgggcectgetgggecccaccatccaggecgaggtgtacgacaccgtggtgatcac
cctgaagaacatggccagccacccegtgagectgcacgeegtgggegtgagetactggaag
gccagtgagggegecgagtacgacgaccagaccagecagcgggagaaagaggacgac
aaggttttccctggcggeagecacacctacgtgtggcaggtcctgaaagaaaacggecccat
ggcctecgaccecctgtgectgacctacagetacctgagecacgtggacctggtcaaggacct
gaacagcggcctgatcggegegcetgetggtetgeccgggagggeagcectggecaaagagaa
aacccagaccctgcacaagttcatcctgetgttcgcetgigttcgacgagggcaagagcetggea
cagcgagaccaagaacagcctgatgcaggaccgggacgcecgcecagegetcgegectgge
ccaagatgcacaccgtgaacggatacgtgaaccggtccctgeccgggcetgatcggetgeca
ccggaagagcgtgtactggcacgtgatcggeatgggcaccacgcccgaggtgcacagceate
ttccteg agggccacaccttcctcgtgcggaaccaccggcaggccagcctcgagatcagccc
catcaccttcctcaccgeccagacgcetgetgatggacctgggcecagtteetgctettctgecaca
tcagctcgcaccagcacgacggeatggaagectacgtgaaggtggacagttgececcgagga
accccagctgcggatgaagaacaacgaggaagccgaggattacgacgacgacctgaccg
acagcgagatggacgtggtgcggttcgacgacgacaacagccccagcttcatccagatceg
gtccgtggecaagaagceaccccaagacctgggtgeactacatcgecgecgaggaagagga
ctgggactacgcccccectggtgetggececccgacgaccggtcctacaagagecagtacctga
acaacgggccccagceggatcggcecggaagtacaagaaagtgeggttcatggectacaceg
acgagaccttcaagacccgggaggccatccagcacgagageggceatcetgggecccctget
gtacggegaggtcggegacaccctgcetgatcatcttcaagaaccaggceccagecggcecctac
aacatctacceccacggceatcaccgacgtgeggeccctgtacagcaggeggcetgeccaagg

gcgtgaagcacctgaaggacttccccatectgeccecggegagatceticaagtacaagtggacc

Figura23 A
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gtgaccgtggaggacggccccaccaagagegacceccgcetgectcacceggtactacage

agcttcgtgaacatggagcgggacctggectceggectcatcgggeccctgcteatcetgctaca
aagaaagcgtggaccagcggggcaaccagatcatgagcgacaagcggaacgigatcctgt
tcteggtgttcg acgagaaccggagttggtatctgacggagaacatccageggticetccccaa
ccetgecggegtgecagetcgaggaccececgagticcaggecagecaacatcatgecactecatea
atggctacgtgttcgacagcectgeagcetgtcegtgtgectccacgaggtggectactggtacate
ctgagcatcggegeccagaccgacttcctgagegtgticttcageggcetacaccticaagcaca
agatggtgtacgaggacaccctgaccctgitccegttcagecggegagaccgtgttcatgageat
ggaaaaccccggcctgtggateetgggetgccacaacagegacttccggaaccggggeatg
accgccctgetgaaggtgtccagetgecgacaagaacaccggegactactacgaggacaget
acgaggacatcagcgcctacctgctgtccaagaacaacgccatcgagecccggtecticage
cagaacagccggcaccccagcacccggceagaagceagticaacgecaccoccecctgtgetg
aagcggcaccagcgegagatcacccggaccaccetgcagtccgaccaggaagagatega
ctacgacgacaccatcagegtggagatgaagaaagaggacticgacatctacgacgagga

cgagaaccagagcccccgcagcticcagaagaaaacccggcactacttcatcgecgeggtg
gagcggctgtgggactacggcatgagcagcageccecacgtgetgcggaaccgggeccag
agcggcagcegtgecccagticaagaaagtggtgttccaggaattcaccgacggceagceticac
ccagcccctgtaccggggegagctgaacgagceacctggggetgetggggcecctacatcege
gcggaggtggaggacaacatcatggtgacctticcggaaccaggcectccegeccectactectic
tacagcagcctgatcagctacgaagaggaccageggcagggcegeggagecccggaaga

acttcgtgaagcccaacgagaccaagacctactictggaaggtgecagcaccacatggecce

caccaaggacgagttcgactgcaaggcctgggcectacttcagegacgiggacctcgagaag

gacgtgcactccgggctcatcggeccgetectegtgtgeccacaccaacacccetgaaccecge

ccacggccggcaggtgaccgtgcaggaattcgecctgticticaccatcttcgacgagaccaa
gtcgtggtacttcaccgagaacatggaacgcaactgcagggccccctgcaacatccagatgg

aagatcccaccttcaaagagaactaccggttccacgccatcaacggctacatcatggacacce

ctgcecggcectggtgatggeccaggaccagcegceatceggtggtatctgetgtccatgggecage

Figura 23 B
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aacgagaacatccacagcatccacttcagcggccacgtgttcaccgtccggaagaaagaag
agtacaagatggccctgtacaacctgtacdccggcgtgttcgagaccgtggagatg ctgceca
gcaaggccggcatctggegggtggagtgectgatcggggagceaccteccacgecggceatgic
cacccigttcctegtgtacagcaacaagtgccagacceccctgggcatggecageggecaca
tccgggacttccagatcaccgectcecggecagtacggecagtgggeccccaagetggeceg
gcetgcactacagcggceagcatcaacgectggtccaccaaagageccttcagetggatcaag
gtggacctgctecgcccccatgatcatccacgggatcaagacccagggegecaggcagaagt
tcagcagcctgtacatcagccagttcatcatcatgtacagectggacggcaagaagtggeag
acctaccggggcaacagcaccggcaccctgatggtgttcttcggcaacgtggacagecageg
gcatcaagcacaacatcttcaacccccccatcatcgececggtacatccggetgcacceccacce
cactacagcatccggtccaccctgeggatggaactgatgggcetgecgacctgaacteetgeag
catgcccctggggatggaaagcaaggecatcagcgacgcccagatcacggcecagcagceta
cttcaccaacatgttcgccacctggtccccetccaaggeccgectgcacctgcagggeeggte
caacgcctggcggcectcaggtcaacaaccccaaagagtggetgcaggttgacttccagaaa
accatgaaggtgaccggcgtgaccacccagggggtgaagagcectgetgaccagceatgtac
gtgaaagagttcctcatcagcagcagccaggacggcecaccagtggacgcetgttcttccagaa
cggcaaggtcaaggtgticcagggcaaccaggacagtttcacgeccgtggtgaacteectgg
acccccccctgetgacccgctacctgeggatccaccecccagagetgggtccaccagategece
ctgcgcatggaagtecteggetgegaggegeaggacceigtactgaCTCGAGGGGTG
GCCACTGCAGCACCTGCCACTGCCGTCACCTCTCCCTCCTCAG
CTCCAGGGCAGTGTCCCTCCCTGGCTTGCCTTCTACCTTTGTG
CTAAATCCTAGCAGACACTGCCTTGAAGCCTCCTGAATTAACT
ATCATCAGTCCTGCATTTCTTTGGTGGGGGGCCAGGAGGGTGC
ATCCAATTTAACTTAACTCTTACCTATTTTCTGCAGGGGATCTC
AGTCGACGAGCTC

Figura 23C
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