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DESCRIPCION

Variantes del Factor IX con actividad coagulante en ausencia de su cofactor y su uso para el tratamiento de
alteraciones hemorragicas

La presente invencion se refiere a variantes de una proteasa de serina dependiente de la vitamina K de la cascada
de la coagulacion, preferiblemente a variantes del factor IX (F. IX), en las que la variante esta caracterizada porque
tiene actividad coagulante en ausencia de su cofactor. La presente invencion se refiere adicionalmente al uso de
estas variantes para el tratamiento y/o la profilaxis de alteraciones hemorragicas, en particular de la hemofilia A y/o
de la hemofilia B o de la hemofilia causada o complicada por anticuerpos inhibidores del F. VIIl. La presente
invencion también se refiere a variantes adicionales del factor IX (F. IX) que tienen unas propiedades deseadas, y
que por lo tanto pueden ser ajustadas para las respectivas aplicaciones terapéuticas especificas.

Antecedentes de la invencion

Factor de coagulacion IX

El factor de coagulacion sanguinea IX (F. 1X) juega un papel central en la cascada de coagulacion. El F. IX es una
proteasa de serina tripsinoide dependiente de la vitamina K que circula en el plasma como un cimégeno inactivo de
cadena unica (DiScipio y col., 1977; Davie y col., 1991). El Factor IX es activado por el factor Xla o por el factor Vlla-
factor tisular de una forma dependiente de Ca?*. La activacion requiere la escision de dos enlaces peptidicos por
parte del complejo factor VII activado (F. Vlla)-factor tisular o el factor Xl activado (F. Xla) (Fujikawa y col., 1974;
Lindquist y col., 1978) para eliminar un péptido de activacion de 35 residuos.

El F. IX es una proteina multidominio. Un dominio de acido glutamico N-terminal y-carboxi (GLA) esta seguido por
dos repeticiones del factor de crecimiento de tipo epidérmico (EGF), el péptido de activacion (AP) y un dominio de
proteasa de serina C-terminal con un sitio activo tripsinoide (DiScipio y col., 1978). Esta estructura de dominio define
la familia de proteasas de serina de los factores de coagulacién (Furie y Furie, 1988), incluyendo también el factor Il
(F. I, el factor VII (F. VII), el factor X (F. X), el factor XI (F. Xl), el factor XII (F. Xll) y la proteina C (PC). Dentro de
esta familia, el F. IXa tiene unas propiedades proteoliticas Unicas. La formacién del complejo del F. 1Xa con el F.
Vlila en una superficie de fosfolipidos aumenta 10° veces la reactividad frente al sustrato natural del F. X (Duffy y
Lollar, 1992), mientras que no se observo practicamente ninguna escision de los péptidos con las correspondientes
secuencias del F. X (McRae y col., 1981).

El factor IX activado (F. 1Xa) activa entonces el factor X (F. X) en una reaccion que es dependiente de la presencia
de iones de calcio, una superficie de membrana (fosfolipidos) y una proteina de cofactor no enzimatica, el factor VIl
activado (F. Vllla) (Davie y col., 1991).

La importancia del F. IXa en la hemostasia esta reflejada por la aparicion de la alteracién hemorragica hemofilia B en
individuos portadores de mutaciones en el gen del F. IX (Gianelli y col., 1998). El F. IXa muestra sélo una pequefia
actividad proteolitica frente a sustratos naturales o sintéticos en ausencia de su cofactor el F. Vllla. La unién del F.
Vllla da como resultado un aumento de 108 veces en la actividad proteolitica para el F. X, mientras que la actividad
con sustratos peptidicos permanece menos afectada (Duffy y Lollar, 1992; McRae y col., 1981). La ultima actividad
dependiente de sustrato de la modulacion del F. 1Xa se observa de forma similar para las enzimas de coagulacion
relacionadas activadas PC (Proteina cofactor S), F. Xa (Factor cofactor Va), F. Vlla (factor cofactor tisular) y Flla
(cofactor trombomodulina), que en presencia de sus cofactores, consiguen una actividad significativa o un cambio
especifico con sus sustratos naturales. (Mann y col. 2003). Todas las proteasas de serina de la coagulacion
comparten una amplia homologia estructural y funcional.

Adicionalmente, los factores de coagulacion IXa (F. IXa) y Xa (F. Xa) escinden, ambos, sustratos naturales
eficazmente Unicamente con un cofactor en una superficie de fosfolipidos. Hopfner y col. (1997) investigaron
variantes del F. IXa (rf9a) y del F. Xa (rf10a) truncadas en E. coli para identificar determinantes de la diferencia en la
actividad amidolitica del F. IXa, que es 10* veces menor que la del F. Xa. Basandose en las estructuras cristalinas
del F. IXa y del F. Xa, subsiguientemente se intercambiaron cuatro componentes caracteristicos del sitio activo (a
saber Glu219, el bucle 148, 11e213, el bucle 99, basandose en la numeracion de la quimotripsina) entre rf9a y rf10a.
Adicionalmente, la combinacién de las cuatro mutaciones introdujo esencialmente unas propiedades del F. Xa en el
rf9a, es decir, la actividad amidolitica aumenté 130 veces con la selectividad de sustrato del F. Xa.

Enzimaticamente, el F. IXa se caracteriza por su muy baja actividad amidolitica, que no mejora en presencia del
cofactor, el factor Vllla (F. Vllla), lo que distingue al F. IXa de todos los demas factores de coagulacion. La activacion
del complejo F. IXa-F. Vllla requiere su sustrato macromolecular, el factor X (F. X). El bucle 99 ubicado cerca del
sitio activo justifica parcialmente la baja actividad del F. IXa debido a que adopta una conformacion que interfiere con
la union del sustrato candénico en los subsitios S2 - S4. Sichler y col. (2003) desvelan que los residuos Lys-98 y Tyr-
99 (numeracion de la quimotripsina) estan criticamente relacionados con las propiedades amidoliticas del F. IXa. El
intercambio de la Tyr-99 por residuos menores dio como resultado no sélo una disminucién global de la actividad
sino también un deterioro en la union del S1. La sustitucion de la Lys-98 por residuos menores y sin carga aumento
la actividad. La mutagénesis simultanea de Lys-98, Tyr-177 y Tyr-94 (rf9-Y94F / KO8T / Y177T, numeracion de la
quimotripsina)) produjo una enzima con una actividad aumentada 7.000 veces y una especificidad alterada hacia el
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factor Xa. Sichler y col. (2003) concluyeron que estos residuos justifican la baja actividad del factor IXa. Sichler y col.
(2003) concluyeron que esta triple mutante rf9-Y94F / K98T / Y177T (numeracion de la quimotripsina)
probablemente mimetiza los cambios conformacionales que son inducidos fisiolégicamente por la unién del cofactor
y del sustrato.

Hemofilia

Los trastornos de los factores de coagulacion mejor conocidos son las hemofilias. La hemofilia es el nombre de una
familia de alteraciones genéticas hereditarias que deteriora la capacidad del cuerpo para controlar la coagulacién de
la sangre. La hemofilia A, la forma mas comun, esta provocada por una mutacion en el gen del factor VIII (F. VIII),
que produce una deficiencia en el F. VIIl. La herencia es recesiva ligada a X; por lo tanto, los varones estan
afectados mientras que las hembras son portadoras o muy raramente muestran un fenotipo leve. 1 de cada 5.000
machos estan afectados. La hemofilia B, también conocida como deficiencia del factor IX (F. 1X), es el segundo tipo
de hemofilia mas comun, pero la hemofilia B es bastante menos comun que la hemofilia A.

Estas deficiencias genéticas pueden disminuir los niveles de los factores de coagulacién en el plasma sanguineo
necesarios para un proceso de coagulacion normal. Cuando se lesiona un vaso sanguineo se forma una costra
temporal, pero la ausencia de los factores de coagulacion impide la formacién de fibrina, que es necesaria para
mantener el coagulo sanguineo. Por lo tanto, un hemofilico no sangra mas intensamente que una persona normal,
sino durante una cantidad mucho mayor de tiempo. En los hemofilicos graves, incluso una pequefa lesién podria
dar como resultado una pérdida de sangre que durase dias, semanas 0 que no curara nunca completamente. Aqui
el riesgo critico es con las pequefias hemorragias normales, que debido a la ausencia del F. VIII tardan mucho
tiempo en curar. En areas tales como el cerebro o el interior de las articulaciones esto puede ser mortal o debilitante.
La hemorragia con una lesion externa es normal, pero la incidencia de hemorragias de repeticion tardias y de
hemorragias internas aumenta, especialmente en musculos, articulaciones o hemorragias en espacios cerrados. Las
principales complicaciones incluyen hemartrosis, hemorragia, hemorragia gastrointestinal y menorragia.

Aunque no existe una cura para la hemofilia, puede ser controlada con infusiones regulares del factor de
coagulacion deficiente, es decir, el F. VIl en la hemofilia A o el F. IX en la hemofilia B.

En los paises occidentales, los estandares habituales de tratamiento para la hemofilia entran en una de estas dos
categorias: (i) profilaxis o (ii) a demanda. La profilaxis implica la infusién del factor de coagulacién con una
programacion regular con objeto de mantener los niveles de coagulacion lo suficientemente altos como para evitar
episodios de hemorragias espontaneas. El tratamiento a demanda implica el tratamiento de episodios hemorragicos
una vez que aparecen.

Sin embargo, algunos hemofilicos desarrollan anticuerpos (inhibidores) contra los factores de sustitucion que se les
aportan, por lo que la cantidad del factor debe ser aumentada o deben proporcionarse productos no humanos, tales
como el F. VIII porcino o variantes modificadas del mismo, véase, por ejemplo, el documento WO 01/68109 A1
(Universidad de Emory).

Si el paciente se vuelve resistente al factor de coagulacion de sustitucion como resultado de inhibidores circulantes,
esto puede superarse con el factor humano recombinante VII (NovoSeven®), véase también el documento EP 1 282
438 B1 y el documento EP 1 282 439 B1 (Novo Nordisk). Hasta ahora, una limitacion de esta metodologia es la corta
semivida del factor Vlla (de 2 a 3 horas) en comparacion con la del factor VIII (de 10 a 14 horas) o la del factor IX (de
18 a 30 horas), respectivamente y dependiendo de la preparacion, lo que hace dificil la terapia profilactica con el
factor Vlla. Ademas, los riesgos de usar una proteasa ya activada, como el factor Vlla, durante intervalos de tiempo
prolongados puede acarrear riesgos, incluyendo riesgos tromboticos, riesgos por la constante activacion del
endotelio vascular y el dafio a los vasos, riesgo de que la sefializacion procoagulante podria promover el crecimiento
o la metastasis tumoral, etc.

El documento WO 02/40544 A2 desvela el factor humano mutante 1X que comprende mutaciones en el dominio de
union a la heparina, que disminuye la afinidad del F. IX humano mutante por la heparina en comparacion con el F. IX
natural, y su uso a la intervencion terapéutica de la hemofilia B.

Terapia génica

La hemcofilia es ideal para una metodologia terapéutica génica dado que la coagulacion requerida esta circulando en
el torrente sanguineo y puede ser expresada por lo tanto basicamente en cualquier parte del cuerpo. Ademas, los
estudios con tratamientos profilacticos de pacientes con una forma graves de la enfermedad han demostrado que
una minima elevacion del factor de coagulacion circulante por encima del 1% ya puede mejorar el resultado clinico y
evitar la mayoria de las lesiones provocadas por la enfermedad, es decir, la destruccion articular. Se han
desarrollado varias metodologias de terapia génica, pero su ensayo todavia esta en etapas clinicas tempranas. Las
metodologias mas prometedoras son actualmente para el tratamiento de la hemofilia B con vectores viricos adeno-
asociados (AAV).

La inyeccion intramuscular de AAV en el musculo esquelético de seres humanos con hemofilia B es segura, pero se
requieren dosis mayores para conseguir unos niveles terapéuticos del factor IX. Sin embargo, el ajuste de la dosis
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no es posible en esta metodologia, dado que el riesgo de formacién de anticuerpos inhibidores depende de la
cantidad de antigeno de F. IX expresado en el musculo por sitio de inyeccion. Una estimacion en un modelo canino
de hemofilia B permitiéd concluir que serian necesarias mas de 400 inyecciones intramusculares para obtener unos
niveles de expresion del F. IX de aproximadamente el 1% en seres humanos (Arruda y col., 2004). Este
procedimiento no es por lo tanto aplicable en seres humanos. La eficacia de esta metodologia esta obstaculizada
por la retencién del F. IX en los espacios extracelulares musculares y por la capacidad limitante del musculo de
sintetizar el F. IX completamente activo a unas elevadas tasas de expresiéon. Para superar estas limitaciones,
Schuettrumpf y col. (2005) construyeron vectores de AAV que codifican para variantes del F. IX para una expresion
dirigida en musculo o en higado en ratones con hemofilia B. Los niveles circulantes de F. IX tras la inyeccion
intramuscular de AAV - F. IX - K5A / V10K (numeracién del F. 1X), una variante con baja afinidad por la matriz
extracelular, eran entre 2 y 5 veces mayores en comparacion con el F. IX natural, mientras que las actividades
proteicas especificas permanecian similares. La expresion de F. IX - R338A generd una proteina con una actividad
especifica entre 2 y 6 veces mayor que la del F. IX natural tras el suministro del vector al musculo esquelético o el
higado, respectivamente. Las formas natural y variante del F. IX proporcionan una hemostasia eficaz in vivo tras su
exposicion al ensayo de pinzamiento de la cola. Importantemente, la inyeccion intramuscular de variantes de AAV -
F. IX no desencadend la formacion anticuerpos contra el F. IX en ratones tolerantes al F. |X natural. Ademas de la
mencionada variante R338A, descrita en primer lugar por Chang y col. (1998), se ha descrito otra variante, V86A,
con una mayor actividad especifica de F. IX (Chang y col. 2002).

La aplicacion de estrategias de terapia génica para la hemofilia A en comparacion con la hemofilia B esta
adicionalmente complicada por la mayor inmunogenicidad y el mayor tamafio del F. VIII en comparacién con el F. IX.

Por lo tanto, existe una necesidad en la técnica de proporcionar medios y procedimientos mejorados para el
tratamiento y/o la profilaxis de alteraciones hemorragicas, en particular de la hemofilia A y/o B.

Por lo tanto, la presente invencién aspira a mejorar los procedimientos y los medios para el tratamiento y/o la
profilaxis de alteraciones hemorragicas presentes en la técnica anterior, y es, por lo tanto, un objetivo de la presente
invencion proporcionar procedimientos y medios mejorados que permitan un tratamiento y/o una profilaxis eficaz,
especifica y dirigida de las alteraciones hemorragicas, en particular de la hemofilia A y/o B.

Segun la presente invencion, este objeto es resuelto proporcionando una variante de una proteasa de serina
dependiente de la vitamina K de la cascada de coagulacion en la que la variante esta caracterizada porque tiene
actividad coagulante en ausencia de su cofactor.

Los factores de coagulacion VII (F. VII), IX (F. IX) y X (F. X), asi como la proteina C inhibidora del cofactor (que
degrada los cofactores F. Va y F. Vllla) y la trombina, son proteasas de serina dependientes de la vitamina K de la
cascada de la coagulacion. La vitamina K es un factor esencial para una gamma-glutamil carboxilasa hepatica que
afiade un grupo carboxilo a residuos de acido glutamico (en el dominio de Gla) en los factores Il (trombina), VII, IX 'y
X, asi como la proteina S, la proteina C y la proteina Z.

Como se ha analizado anteriormente, la familia de las proteasas de serina de los factores de coagulacion, que
incluye el factor Il (F. ), el factor VII (F. VIII), el factor IX (F. IX), el factor X (F. X) y la proteina C (PC), esta definida
por una estructura de dominio especifica (Furie y Furie, 1988).

Las proteasas de serina se caracterizan por la presencia de un residuo de serina en el sitio activo de la enzima. Las
proteinas mencionadas circulan en forma de cimdégeno y son activadas por la escision de un sitio de activacion. Hay
una gran homologia entre todas las proteasas de la coagulacion dependientes de la vitamina K. Varias de ellas
muestran el aumento en la actividad Unicamente acopladas en un complejo que consiste en la proteasa, los
cofactores y membranas de fosfolipidos. El efecto molecular de la unién del cofactor y los sitios de uniéon son
similares entre estas proteinas. La ultima actividad dependiente de sustrato de la modulacion del F. 1Xa se observa
de forma similar para las enzimas de la coagulacién PC activadas relacionadas (cofactor Proteina S), F. Xa (cofactor
del factor Va), F. Vlla (cofactor del factor tisular) y F. lla (cofactor trombomodulina), que en presencia de sus
cofactores, consiguen una actividad significativa o un cambio especifico con sus sustratos naturales (Hockin y col.
2002).

Por lo tanto, una variante de una proteasa de serina dependiente de la vitamina K de la cascada de coagulacion ese
selecciona preferentemente entre una variante del factor VII (F. VII), del factor IX (F. IX), del factor X (F. X), de la
proteina C o de la trombina.

El término "variantes" se refiere preferiblemente a variantes por sustitucion, adicion (insercién) o delecion de
aminoacidos o derivados de la proteina natural. Las variantes comprenden adicionalmente una secuencia de
aminoacidos que comprende aminoacido(s) modificado(s), aminoacido(s) no natural(es) o peptidomiméticos(s) o
compuestos adicionales que pueden mimetizar una estructura/esqueleto peptidico. Las variantes también pueden
comprender la sustitucion o el acoplamiento con parte que otras moléculas, o el acoplamiento con otras moléculas.

Las sustituciones de aminoacidos comprenden tanto conservativas como no conservativas por otros aminoacidos o
por isoésteres (aminoacidos modificados que portan una estrecha similitud estructural y espacial con aminoacidos
proteicos), adiciones de aminoacidos o adiciones de isoésteres.
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Las sustituciones conservativas de aminoacidos se refieren tipicamente a sustituciones entre aminoacidos de la
misma clase. Estas clases incluyen, por ejemplo,

- aminoacidos con cadenas laterales polares sin carga, tales como asparragina, glutamina, serina, treonina y
tirosina;

- aminoacidos con cadenas laterales basicas, tales como lisina, arginina e histidina;

- aminoacidos con cadenas laterales acidas, tales como acido aspartico y acido glutamico; y

- aminoacidos con cadenas laterales no polares, tales como glicina, alanina, valina, leucina, isoleucina, prolina,
fenilalanina, metionina, triptéfano y cisteina.

Proteinas variantes del factor IX

En una realizacién preferida de la presente invencién se proporciona una variante de la proteasa de serina
dependiente de la vitamina K, el factor IX (F. 1X) o se proporciona el factor Xl activado (F. IXa), en la que la variante
del F. IX se caracteriza porque tiene una actividad coagulante en ausencia de su cofactor, en la que el cofactor es el
factor VIII (F. VIII) o el factor VIII activado (F. Vllla).

El factor IX (F. IX) de esta solicitud de patente se refiere a la proteina humana F. IX y al ADNc descrito por Kurachiy
Davie, 1982.

Refseq NM_000133 para ARNm/ADNc (ID. SEC. N° 1),y
Refseq NP_000124 para la secuencia de proteinas (ID. SEC. N° 2).

La secuencia de aminoacidos de la ID. SEC. N° 2 contiene el péptido de sefalizacion y el pro-péptido del F. IX. La
numeracion real comienza en la -46 (Met); +1 es Tyr.

Existen muchos polimorfismos que aparecen de forma natural en el gen, asi como en la secuencia de aminoacidos
del F. IX. A continuacién se muestra una lista de la Base de Datos de Mutaciones de la Hemofilia B, King’s College
de Londres (véase http://www.kcl.ac.uk/ip/petergreen/haem-Bdatabase.html). Por ejemplo, el polimorfismo mas
frecuente esta en la posicion 147, en la que puede encontrarse treonina en un 67% y alanina en 33% de la
poblacién. Interesantemente, la menos frecuente alanina esta presente en el Unico F. IX recombinante terapéutico
disponible.

Nombre N°de nuc Cambio de base Cambio de AA Frecuencia
-1186 C->T 52%
-793 G—-A 4%
Msel -698 C-T 4%
BamHI (i) -561 TG 6%
25 A—-G Notificada una vez
37 G- A 44, R - H Notificada una vez
48 A—-T -40,1 - F Notificada una vez
181 C—-A rara
192 A—-G 19%
353 C->T rara
709 A—-G rara
1778 C—-T 3/10
2627 T—-C 6/10
3747 C—A 6/10
3756 T—-C 6/10
Taql (iii) 3797 C—-T 6/10
3905 A>T 6/10
Ddel 5505 -50 76%
6550 G->C Notificada una vez
6575 C—-G polimorfica en Brasil
Pointe-a-Pitre 6596 G-oT Notificada una vez
(Guadeloupe)
Xmnl 7076 G- 71%
Tagl (ii) 9731 ? Notificada una vez
10512 A—-G Notificada 5 veces
Taql (i) 11111 T— 65%
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(continuacion)

Nombre N° de nuc | Cambio de base | Cambio de AA Frecuencia
13275 CoT 1/10
Mspl 15625 A—>G 78%
17397 TG 1/10
20002 C—->A 4/10
Mnll (Malmo) 20421 G-oA 147, A>T 33%
20512 T—>C 178, F - L Notificada una vez
27731 C—-G 5/10
28364 T—->C rara
29335 G—-A 110
29497 G-T 1/10
29509 T->C rara
29532 CoT 4/10
29648 G—-A 4/10
29650 A—>G rara
30134 T—>C 227,V -V Notificada 7 veces
30802 +A Notificada 4 veces
30890 C—>T 257, H—>Y Notificada 3 veces
31012 C—>T 297, N - N Notificada una vez
31093 G—-A 324,Q—-Q Notificada una vez
31103 G- A 328,V — | Notificada una vez
32770 T—->C 19%
32847 T—>C Alelo "c" frecuente; alelo "t"
observado 4 veces

El factor IX activado (F. 1Xa) en esta solicitud de patente se refiere a la molécula del F. IX activada por la escision del
péptido de activacion de 35 aminoacidos, como se ha descrito anteriormente.

Dado que ambos factores de coagulacion F. IX y F. VIl siempre deben ser activados antes de que puedan mostrar
sus funciones, tanto F. IX/ F. IXa como F. VIII / F. Vllla pueden usarse como sinénimos.

Para la numeracion de los residuos de aminoacidos se usa el sistema de numeracion del F. IX (segun Kurachi y
Davie, 1982, excepto cuando se indique de otro modo. Algunos autores de la técnica usan la numeracion del
quimotripsindégeno para la descripcion de ciertos aminoacidos en homologia con la proteasa de serina quimotripsina.
Para la presente invencién, la numeracién de la quimotripsina sélo se usa cuando se indique explicitamente en este
documento.

La "actividad coagulante" o "actividad funcional" del F. IX también puede denominarse actividad especifica del F. IX,
que habitualmente se mide en unidades/miligramo (U/mg). Dado que una Unidad (1 U) de F. IX se refiere a la
cantidad de F. IX en 1 mililitro (ml) de plasma humano normal, que se corresponde con 5.000 ng de F. IX, la
actividad especifica habitual es de aproximadamente 200 U/mg. Dado que la actividad especifica del F. IX se define
como la actividad de proteasa en el plasma en presencia de F. VIII, no hay ninguna definicién usada en la técnica
para la actividad (coagulante) en ausencia del cofactor F. VIII. Por lo tanto, la actividad coagulante en ausencia del
F. VIII, también denominada "actividad de tipo F. VIII", es expresada en este documento como un porcentaje de la
actividad que una cantidad igual de F. IX natural mostraria en presencia de F. VIII.

Por lo tanto, una variante del F. IX tiene "actividad coagulante" en ausencia de su cofactor, cuando corrige una
deficiencia en la coagulaciéon sanguinea provocada por la ausencia del F. VIII de coagulacion en la sangre, que en el
caso de una enfermedad, puede ser debida a la ausencia de la proteina F. VI, a la presencia de una proteina F. VIII
defectuosa o a la inhibicién de la proteina F. VIII, por ejemplo, por anticuerpos inhibidores.

El sistema de ensayo usado en la presente invencion para la determinacion de la "actividad coagulante” o de la
"actividad funcional" de las variantes de una proteasa de serina dependiente de vitamina K de la cascada de la
coagulacion, preferiblemente de variantes del F. IX, es un ensayo en una etapa basado en el aPTT. El tiempo parcial
de tromboplastina activada (aPTT o APTT) es un indicador de rendimiento que mide la eficacia de ambas vias de
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coagulacion comun e "intrinseca" (ahora denominada via de activacion por contacto). Aparte de detectar anomalias
en la coagulacion sanguinea, también se usa para monitorizar los efectos del tratamiento con heparina, un
importante anticoagulante. Para la determinacion de los niveles de actividad del F. VIl o del F. IX en una muestra, el
ensayo se realiza afadiendo la muestra a un plasma deficiente en F. VIl o en F. IX para medir la actividad del F. VI
o del F. IX, respectivamente. Este ensayo se denomina ensayo en una etapa del F. VIl o del F. IX. Ahora puede
determinarse la actividad independiente del F. VIII de una variante del F. IX mediante un ensayo en una etapa y
usando plasma deficiente en F. VIILI.

Resumidamente, se recoge sangre con oxalato o citrato que detienen la coagulacién uniéndose al calcio. El plasma
se separa de las particulas corpusculares de la sangre mediante centrifugacion. En el caso de proteinas expresadas
recombinantemente y purificadas, la proteina se diluye en tampén de imidazol. La muestra se mezcla y se afiade a
un plasma deficiente en un factor estandarizado (VIII 6 IX). Con objeto de activar la via intrinseca se mezcla con un
fosfolipido, un activador (tal como silice, celita, caolin, acido elagico) y calcio (para revertir el efecto anticoagulante
del oxalato) en la muestra de plasma. Se mide el tiempo hasta que se forma un trombo (coagulo). La prueba se
denomina "parcial" debido a la ausencia de factor tisular en la mezcla de reaccién (véase Langdell y col., 1953).

Preferiblemente, las variantes del factor IX segun la invencién tienen la actividad coagulante clinica pertinente (o
actividad coagulante con relevancia clinica), es decir, una actividad coagulante que hace que las variantes sean
adecuadas para aplicaciones clinicas, segun se desvela a continuacion en este documento.

Una actividad coagulante preferida con relevancia clinica es una actividad coagulante del 1% o mas de la variante
en ausencia del cofactor F. VIII, en la que el 100% se refiere a la actividad del F. IX natural en presencia del cofactor
F. Vil o F. Vllla.

Alrededor de un 1% de unos niveles sostenidos del factor VIII o del factor IX son suficientes en regimenes de
tratamiento profilacticos para prevenir las principales complicaciones por hemorragias en pacientes con hemofilia
grave. Para alcanzar un nivel del 1% en un paciente con hemofilia A grave con una variante del factor IX que tiene
un "1% de actividad de tipo F. VIII" en ausencia de la variante del F. VIII, serian necesarios unos niveles de F. IX del
100% de lo normal (alrededor de 5.000 ng/ml) adicionales a los ya presentes fisiolégicamente de F. IX. Dicho
tratamiento parece posible, y por lo tanto la actividad del clinicamente relevante "factor de tipo VIII" se estima en el
1%.

En una forma de realizacion, la variante del factor IX de la invencién comprende una modificacion del bucle 99,
preferiblemente mediante sustituciones, inserciones y/o deleciones de aminoacidos. Una modificacion del bucle 99
también puede conseguirse afectando la estructura del bucle con sustituciones, inserciones y/o deleciones de
aminoacidos adyacentes a los residuos de aminoacidos o residuos que interactiian de otra forma con el bucle 99.

El bucle 99 o el bucle de insercién 80 - 90 (segun la numeracién del quimotripsindgeno) del factor IX engloba los
residuos de aminoacidos 256 a 268 (numeracion del F. IX). El bucle 99 esta posicionado cerca del sitio activo y
juega un papel en la activacion del F. IX. Segun Sichler y col. (2003), la Tyr-177 cierra el bucle 99 en una
conformacion inactiva, lo que, en el complejo fisiolégico, es liberado por el cofactor F. Vllla. El F. X es entonces
capaz de reorganizar el bucle 99 desbloqueado y subsiguientemente se une en la hendidura del sitio activo.

La variante del factor IX descrita en el presente documento comprende preferentemente al menos una sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265, 4, 338, 377, 259, 345, 1, 10, 37, 50, 85, 116, 119,
120, 181, 217, 235, 245, 253, 259, 301, 360, 383, 340, 86, 25, 34, 290, 291, 274, 353, 358, 375, 388, 35,
preferentemente K265T, G4Y, R338A, S377W, Y259F, Y345T, Y1A, V10K, R37T, Q50P, D85A, R116A, R119A,
N120A, V1811, V217L, E235K, E245V, V253I, Y259F, K301I, S360A, 1383V, T340S, V86A, F25Y, N34D, 1290L,
A291P, E274K, F353Y, R358A, G375F, E388G, T35D, y/o una modificacion del bucle 99, o preferentemente 265, 4,
338, 377, 259, 345, 1, 10, 37, 50, 85, 116, 119, 120, 181, 217, 235, 245, 253, 259, 301,360, 383, 340, 86, 25, 34,
290, 291, 274, 353, 358, 375, 388, 35, 277, o preferentemente K265T, K265A, G4Y, R338A, R338L, S377W, Y259F,
Y345T, Y1A, V10K, R37T, Q50P, D85A, R116A, R119A, N120A, V181l, V217L, E277A, E235K, E245V, V253I,
Y259F, K301I, S360A, 1383V, T340S, V86A, F25Y, N34D, 1290L, A291P, E274K, F353Y, R358A, G375F, E388G,
T35D, y/o una modificacion del bucle 99.

Preferentemente, la variante del factor IX descrita en el presente documento comprende al menos una sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 255 a 269, 383, 181, 290, 388, 34, 25, 353, 358, 338,
377, 4, 86, 217, 277, y/o una modificacion del bucle 99.

Mas preferentemente, la variante del factor IX comprende al menos una sustitucion de aminoacido seleccionada
entre K265T, 1383V, V181I, 1290L, E388G, N34D, F25Y, F353Y, R358A, R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A,
V217L, E277A y/o una modificacion del bucle 99.

En una forma de realizaciéon preferida, la variante del factor IX comprende una sustitucion de aminoacido de la
posicion 265. (la posicion 98 segun la numeracion del quimotripsinégeno), preferentemente K265T (K98T segun la
numeracion del quimotripsindégeno) o, preferentemente, una sustituciéon de aminoacido de la posicién 265 que se
elige de entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D.

En una forma de realizaciéon preferida, la variante del factor IX comprende una sustitucion de aminoacido en la
posicion 265 (seleccionada preferentemente entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D) o la sustitucion
de aminoacido K265T (K98T segun la numeracion del quimotripsinégeno) en combinacion con una sustitucion de
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aminoacido adicional.

La sustitucion de aminoacido adicional es preferentemente una (mas preferentemente al menos una) sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de

4,338, 377, 259, 345, 1, 10, 37, 50, 85, 116, 119, 120, 181, 217, 235, 245, 253, 259, 301, 360, 383, 340, 86, 25, 34,
290, 291, 274, 353, 358, 375, 388, 35 y/o 277, mas preferentemente seleccionada entre el grupo de:

383, 181, 290, 388, 34, 25, 353, 358, 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277.

Mas preferentemente, la variante del factor IX comprende la sustitucion de aminoacido K265T y una sustitucion de
aminoacido seleccionada entre 1383V, V181l, 1290L, E388G, N34D, F25Y, F353Y, R358A, R338A, R338L, S377W,
G4Y, V86A, V217L ylo E277A.

Mas preferentemente, la variante del factor IX comprende una sustitucion de aminoacido en la posicién 265 o la
sustitucién de aminoacido K265T y (en combinacion con) una sustitucion de aminoacido seleccionada entre 1383V,
V1811, 1290L, E388G, N34D, F25Y, F353Y, R358A, R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A.

En una forma de realizacion preferida adicional, la variante del factor IX comprende multiples sustituciones de
aminoacidos entre el grupo de posiciones de aminoacidos 265, 4, 338, 377, 259, 345, 1, 10, 37, 50, 85, 116, 119,
120, 181, 217, 235, 245, 253, 259,

301, 360, 383, 340, 86, 25, 34, 290, 291, 274, 353, 358, 375, 388, 35, 277,

en la que "multiples sustituciones de aminoacidos" se refiere a sustituciones en 2, 3, 4 o mas posiciones.

- Variante basica del F. IX (Grupo A)

Los inventores han encontrado una variante del F. IX que permite una terapia de las alteraciones hemorragicas
independiente del F. VIII: una variante con una sustitucion de aminoacido en la posicion 265, preferiblemente K265T
(K98T segun la numeracion de la quimotripsina). La K265T se ha descrito en un contexto diferente en Sichler y col.
2003. Kolkman y Mertens (2000) describen una variante K265A.

Las mutaciones/variaciones del F. IX evaluadas por los inventores se basan en la observacion de que el F. 1Xa tiene
una baja actividad en comparacién con otras proteasas de serina como el F. Xa. De hecho, el intercambio de s6lo
unos pocos aminoacidos que afecten al bucle 99 del F. IX por las correspondientes secuencias del F. X dio como
resultado una mejora drastica de la actividad (de hasta varios miles de veces) en estudios genéticos con variantes
recombinantes truncadas del F. IXa usando sustratos peptidicos (véase Hopfner y col., 1997 y Sichler y col., 2003)).
Al mismo tiempo se observd un cambio en la especificidad hacia la funcién "de tipo F. X". Dado que estos estudios
modelan el F. IXa en una forma no ensamblada al complejo intrinseco de tenasa, los inventores hipotetizaron que
una proteina variante con las mismas mutaciones podria permitir la propagacioén intrinseca de la formacion del
coagulo en ausencia de F. VIIl. Para ensayar esto, los inventores introdujeron las mutaciones Y259F / K265T /
Y345T (FTT) en el F. IX y expresaron la proteina en cultivo tisular. Basicamente no se observo ningun efecto sobre
la actividad especifica del F. IX; sin embargo, la actividad en plasma deficiente en F. VIII disminuy6 drasticamente.
Kolkman y Mertens (2000) ya mencionaron que una variante de K265A podria aumentar la actividad del F. IX
independiente del F. VIl en un factor de 20. Sin embargo, el F. IX con Y259F / K265T / Y345T ensayado dio como
resultado una actividad del 2% a unos niveles de antigeno anormales (100%) en ausencia del F. VIII (Figura 2).
Teniendo en consideracion que la presencia del F. VIII aumenta la actividad del F. IX en un factor de 108, la triple
mutante dio como resultado un aumento de 20.000 veces en la actividad independiente de F. VIII. Esto coloca la
actividad coagulante de la variante en ausencia de F. VIl en un marco en el que esto también tendria importancia
fisiolégica en el momento de la formacion del coagulo o como posible terapéutico. Dado que esta actividad es
todavia una pequena fraccion de la actividad especifica del F. IX en presencia del F. VIII (el 100% del antigeno de F.
IX se corresponde con un 2% de la actividad "de tipo F. VIII", es decir, la "actividad coagulante en ausencia del
cofactor F. VIII"), los inventores incluyeron mutaciones adicionales elegidas por las propiedades estructurales y las
comparaciones de homologia con otras proteasas de serina. Adicionalmente ensayaron las mutaciones Y259F,
K265T y Y345T independientemente entre si y pudieron identificar una Unica mutaciéon de aminoacido (K265T, es
decir K98T en la numeracion de la quimotripsina) que dio como resultado una enzima con una actividad coagulante
del 191% del F. IX y del 6,7% del "de tipo F. VIII" y determinaron que otras mutaciones individuales s6lo disminuian
la actividad de proteasa en presencia y en ausencia del F. VIII (véase la Tabla 1).

Por lo tanto, en una forma de realizacion preferida, la variante del factor IX se caracteriza porque tiene una actividad
coagulante en ausencia del cofactor F. VIII y porque tiene la sustitucion de aminoacido K265T.

Los inventores han demostrado que la posicion 265 es el principal determinante para la actividad de puenteo del F.
VIII de las variantes del F. IX. Los inventores demostraron que la reversion de residuo 265 desde T a la natural K
(V1811 / 265K / 1383V, IKV) dio como resultado una pérdida practicamente completa de la actividad independiente
del F. VIII. Sorprendentemente, otras sustituciones de aminoacidos, especialmente en las variantes K265A / V1811 /
1383V, K265G / V1811 / 1383V, K265V / V1811 / 1383V, K265N / V1811 / 1383V, o K265D / V1811 / 1383V, dieron como
resultado una actividad de puenteo similar del F. VIII que las K265T / V1811 / 1383V, siendo las mayores para K265A
/ V1811 / 1383V. Este resultado era inesperado, dado que la actividad independiente del F. VIII para una variante del
factor IX portadora de una Unica sustitucion K265A que habia sido descrita previamente estaba en un intervalo
bastante menor (Kolkman y Mertens, 2000).




10

15

20

ES 2 628 688 T3

Por lo tanto, en una forma de realizacién preferida adicional, la variante del factor IX esta caracterizada porque tiene
actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIII y tiene una sustitucién de aminoacido en la posicion 265,
seleccionada preferiblemente de entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D u otros aminoacidos.

Sin embargo, la presente invencion no engloba una variante del factor IX que tiene Unicamente la sustitucion de
aminoacido K265A. Segun la presente invencion, si la sustitucion de aminoacido K265A esta presente en una
variante del factor IX, esto implica que la variante tiene sustituciones de aminoacidos adicionales en combinacién
con la K265A, es decir, comprende sustituciones de aminoacidos adicionales, tales como en las posiciones 181 y/o
383.

Los inventores han encontrado adicionalmente que la actividad proteica del F. IX puede ser modificada
adicionalmente mediante la introducciéon de una sustitucion de aminoacido adicional a la sustitucion de aminoacido
del Grupo A, con objeto de obtener una variante del F. IX con las propiedades deseadas:

Posicion del aminoacido Sustitucion del aminoacido

K265T u otra sustitucion de aminoacido (seleccionada preferiblemente de

Grupo A 265 entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D) pero no solo de
K265A
Grupo B 383, 181, 290 1383V, V181l 1290L

Grupo C 388, 34, 25, 353, 358, 383 E388G, N34D, F25Y, F353Y, R358A, 1383V
Grupo D 338,377, 4, 86,217,277 R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L, E277A

La modificacion de las anteriores posiciones de los aminoacidos preferidas (por ejemplo, mediante una sustitucion
de aminoacido) puede combinarse entre si, preferentemente de la siguiente forma. Sin embargo, son posibles
combinaciones adicionales.

- actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIl (actividad independiente del F. VIII)

Grupo A solo L .
aumentado en comparacion con el tipo natural

- actividad coagulante aumentada en presencia de cofactor F. VIII (actividad dependiente

Grupo D solo del F. VIIl) en comparacion con el tipo natural

- actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIII, en la que la actividad coagulante
Grupo A+ B independiente del F. VIl esta aumentada en comparacién con la respectiva actividad
coagulante de la variante basica (Grupo A).
- actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIl y actividad disminuida en presencia
de cofactor F. VIII en la que la actividad dependiente del F. VIII esta disminuida en
comparacion con el tipo natural y preferiblemente con la actividad respectiva de la variante
basica (Grupo A).
- actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIl y actividad coagulante disminuida en
presencia del cofactor F. VI, en la que la actividad coagulante independiente del F. VIII
esta aumentada en comparacion con la respectiva actividad coagulante de la variante
basica (Grupo A) y en la que la actividad dependiente del F. VIII esta disminuida en
comparacion con el tipo natural y preferiblemente con la actividad respectiva de la variante
basica (Grupo A).

Grupo A+ C

GrupoA+B+C

- actividad coagulante en ausencia del cofactor y actividad coagulante aumentada en
presencia del cofactor, en la que la actividad dependiente del F. VIl esta aumentada en
comparacion con el tipo natural, y preferiblemente con la actividad respectiva de la variante
basica (Grupo A).

GrupoA+D

- actividad coagulante en ausencia del cofactor y actividad coagulante aumentada en
presencia del cofactor, en la que la actividad coagulante independiente del F. VIl esta
aumentada en comparacion con la respectiva actividad coagulante de la variante basica
(Grupo A) en la que la actividad dependiente del F. VIII esta aumentada en comparacion
con el tipo natural, y preferiblemente con la actividad respectiva de la variante basica
(Grupo A).

GrupoA+B+D

Con la intencion de generar variantes del F. 1X con la mayor actividad posible en ausencia del F. VI, los inventores
afnadieron adicionalmente dos sustituciones de aminoacidos adicionales (Grupo B), dando como resultado una
proteina (V1811 / K265T / 1383V) con una actividad del 167% del F. IX y del 16% del "de tipo F. VIII". La variante
tiene consecuentemente una actividad coagulante 160.000 veces mayor en ausencia del F. VIl en comparacion con
la proteina natural. Estas sustituciones de aminoacidos adicionales se eligieron de forma que aumentaran al maximo
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la actividad del F. IX independiente del F. VIII sin aumentar exorbitantemente la actividad especifica del F. IX. La
justificacion que subyace en esta metodologia era que demasiada actividad especifica del F. IX en presencia del F.
VIII podria aumentar el riesgo de complicaciones trombéticas, y suponer por lo tanto una preocupacion para el uso
de las variantes propuestas del F. IX como compuestos terapéuticos. También son posibles otras combinaciones de
las sustituciones de aminoacidos mencionadas anteriormente, por ejemplo, las sustituciones de aminoacidos del
Grupo C pueden restringir adicionalmente la actividad de una proteina variante en presencia del F. VIIl, mientras que
s6lo afectan minimamente a la actividad en ausencia del F. VIII. De forma analoga, la actividad tanto en presencia
como en ausencia del F. VIl puede mejorarse mediante el uso de sustituciones de aminoacidos del Grupo D. De
esta forma se gener6 una variante con las cinco mutaciones V1811 / K265T / R338A / S377W / 1383V que muestra
una actividad aumentada en ausencia del F. VIII (22% de la actividad del "de tipo F. VIII" correspondiente a 220.000
veces mayor que la del F. IX natural) y en presencia del F. VIl natural (16 veces mayor comparada con el F. IX). Las
actividades del F. IX y del "de tipo F. VIII" de las variantes ensayadas se ilustran en la Tabla 1.

La posibilidad de estas modificaciones adicionales es importante, dado que permite el disefio y la concepcién de
variantes del F. IX para aplicaciones especificas, tales como

(1) se desea una baja afinidad del F. IX en presencia del F. VIl (actividad dependiente del F. VIII) con una alta
actividad del F. IX en ausencia del F. VIII (actividad independiente del F. VIIl) (es decir Grupos A + C) para
disminuir la trombogenicidad de un compuesto terapéutico para tratar la hemofilia A o en pacientes con
anticuerpos inhibidores contra el F. VIII.

(2) una proteina con una elevada actividad de proteasa independientemente de la presencia del F. VIl o del F. IX
podria tener el potencial de tratar todos los tipos de deficiencias de F. IX o de F. VIII (es decir Grupo A + B + D).

Dado que los efectos de las sustituciones individuales de aminoacidos enumeradas tienen una fuerza diferenciada
con respecto a su efecto sobre la actividad del F. IX en ausencia o en presencia del F. VI, también pueden
combinarse sustituciones de aminoacidos de diferentes Grupos para conseguir un efecto global deseado sobre la
actividad del F. IX para aplicaciones especificas. Por ejemplo, la combinacion de la variante K265T (Grupo A) con
las sustituciones de aminoacidos V1811 y 1383V (Grupo B), da como resultado una proteina con una elevada
actividad en ausencia del F. VIII, pero con una actividad basicamente normal en presencia del F. VI, lo que se
corresponde con la aplicacion (1). Para los detalles, por favor véase Tabla 1.

Todas las variantes del Grupo A y en combinacion con el Grupo A son especialmente adecuadas para la terapia de
pacientes con hemofilia A con anticuerpos inhibidores u otros trastornos hemorragicos, asi como para el tratamiento
de la hemofilia B.

Con mas detalle:

- variantes del FIX que junto con la variante basica aumentan adicionalmente la actividad coagulante en ausencia
del F. VIl (Grupo A combinado con el Grupo B)

La variante del factor IX comprende una sustitucién de aminoacido en la posicién 265 o la sustitucién de aminoacido
K265T, en combinacion con la(s) sustitucion(es) de aminoacidos 1383V, V1811. Una sustitucion de aminoacido en la
posicion 265 se elige preferiblemente de entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D.

Estas variantes del F. IX del Grupo A + B tienen una actividad coagulante independiente del F. VIIl que esta
aumentada en comparacion con la respectiva actividad coagulante de la variante basica (Grupo A).

- variantes del FIX que junto con la variante basica restringen la actividad coagulante en presencia del F. VIl
(Grupo A combinado con el Grupo C)

En el presente documento también se describe una variante del factor IX caracterizada porque tiene actividad
coagulante en ausencia del cofactor F. VIII, pero una actividad disminuida en presencia del cofactor F. VIII, y
comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicién seleccionada de entre el grupo de 265, 383,
388, 34, 25, 353 y/o 358.

Preferentemente, la variante del factor IX comprende la sustitucion de aminoacido K265T vy la(s) sustitucion(es) de
aminoacido(s) en una posicion seleccionada de entre el grupo de 388, 34, 25, 383, 353 y/o 358 (Grupo C), mas
preferentemente comprende la sustitucion de aminoacido K265T y la(s) sustitucion(es) de aminoacido(s)
seleccionadas de entre E388G, N34D, F25Y, F353Y, 1383V y/o R358A.

Estas variantes del F. IX del Grupo A + C tienen una actividad dependiente del F. VIII que esta disminuida en
comparacion con el tipo natural y preferentemente con la respectiva actividad de la variante basica (Grupo A) (o
preferentemente disminuida en comparacion con la(s) variante(s) del Grupo A + B). Por lo tanto, estas variantes del
F. IX del Grupo A + C restringen la actividad dependiente del F. VIIl y minimizan los posibles riesgos trombogénicos.

- variantes del FIX que junto con la variante basica aumentan adicionalmente la actividad coagulante en ausencia
del F. VIIl asi como restringen la actividad coagulante en presencia del F. VIII (Grupo A combinado con el Grupo
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By el Grupo C)

En el presente documento también se describe una variante del factor IX caracterizada porque tiene actividad
coagulante en ausencia del cofactor F. VIII, pero una actividad disminuida en presencia del cofactor F. VIl y
comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265, 383, 181,
290, 388, 34, 25, 353 y/o 358,

Preferentemente, la variante del factor IX comprende la sustitucion de aminoacido K265T ysustitucion(es) de
aminoacido(s) en una posicion seleccionada entre el grupo de 383, 181, 290, 388, 34, 25, 353 y/o 358 (grupo B + C),
mas preferentemente comprende la sustitucion de aminoacido K265T y sustitucion(es) de aminoacido(s)
seleccionadas entre 1383V, V1811, 1290L, E388G, N34D, F25Y, F353Y y/o R358A.

Estas variantes del F. IX del Grupo A + B + C combinan las caracteristicas de los tres grupos:

- tienen una actividad coagulante independiente del F. VIII,

- tienen una actividad coagulante independiente del F. VIII que esta aumentada en comparacién con la respectiva
actividad coagulante de la variante basica (Grupo A) y

- tienen una actividad dependiente del F. VIIl que esta disminuida en comparacion con el tipo natural y
preferiblemente con la respectiva actividad de la variante basica (Grupo A) (o preferiblemente disminuida en
comparacion con la(s) variante(s) del Grupo A + B).

Por lo tanto, estas variantes del F. IX del Grupo A + B + C aumentan la actividad independiente del F. VIII, restringen
la actividad dependiente del F. VIIl y minimizan posibles riesgos trombogénicos.

- proteinas variantes del factor IX con una actividad coagulante aumentada en presencia del cofactor F. VIII
(Grupo D)

En el presente documento se describe adicionalmente una variante del factor IX (F. IX) que esta caracterizada
porque tiene actividad una actividad coagulante aumentada en presencia de su cofactor en comparacion con el tipo
natural, en la que el cofactor es el factor VIII (F. VIII) o el factor VIII activado (F. Vllia).

Dicha variante del factor IX comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicidon seleccionada de
entre el grupo de 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277, mas preferentemente comprende al menos una sustitucion de
aminoacidos seleccionada de entre R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A.

Las variantes del Grupo D y las variantes que se combinan con el Grupo D son especialmente adecuadas para el
tratamiento de la hemofilia B.

Una proteina con una alta actividad aislada del F. IX en presencia del F. VIII es un buen compuesto terapéutico para
el tratamiento de la deficiencia en F. IX. Para este propdsito no se requiere una elevada actividad en ausencia del F.
VI, es decir del Grupo A, tal como la mutacion K265T. Las sustituciones de aminoacidos del Grupo D también
aumentan la actividad del F. IX en presencia del F. VIl en ausencia de la anteriormente mencionada mutacién
K265T (Grupo A). Una lista de las variantes ensayadas con este propdsito sin la introduccién de la mutacion K265T
se muestra en la Tabla 2.

- proteinas variantes del factor IX con actividad coagulante en ausencia del cofactor y una actividad coagulante
aumentada en presencia del cofactor (Grupo A combinado con el Grupo D)

En esta forma de realizacion preferida de la invencién, una variante del factor IX esta caracterizada porque tiene
actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIIl y una actividad coagulante aumentada en presencia del
cofactor F. VIl en comparacion con el tipo natural, y comprende al menos las sustituciones de aminoacidos 1383V,
V181l y en la posicion 265, y opcionalmente en una posicion seleccionada de entre el grupo de 265, 338, 377, 4, 86,
217 ylo 277.

Preferentemente, la variante del factor IX comprende la sustitucion de aminoacido K265T vy la(s) sustitucion(es) de
aminoacido(s) en una posicién seleccionada de entre el grupo de 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277 (grupo D), mas
preferentemente comprende la sustitucion de aminoacido K265T y la(s) sustitucion(es) de aminoacido(s)
seleccionada(s) de entre R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A.

Estas variantes del F. IX del Grupo A + D tienen una actividad coagulante dependiente del F. VIIl que esta
aumentada en comparacion con la respectiva actividad coagulante dependiente del F. VIII de tipo natural, y
preferentemente de la variante basica (Grupo A). También tienen una potencia aumentada para el tratamiento de la
hemofilia B.

- proteinas variantes del factor IX con una actividad coagulante aumentada tanto en ausencia como en presencia
del cofactor (Grupo A combinado con el Grupo By con el Grupo D)

En el presente documento también se describe una variante del factor IX esta caracterizada porque tiene actividad
coagulante (aumentada) en ausencia del cofactor F. VIIl y una actividad coagulante aumentada en presencia del
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cofactor F. VIII, y comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una position seleccionada entre el grupo de
265, 383, 181, 290, 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277.

Preferiblemente, la variante del factor IX comprende la sustitucion de aminoacido K265T, y sustitucion(es) de
aminoacido(s) en una(s) posicion(es) seleccionada(s) de entre el grupo de 383, 181, 290, 338, 377, 4, 86, 217 y/o
277, mas preferentemente comprende la sustitucion de aminoacido K265T y sustitucion(es) de aminoacido(s)
seleccionadas entre 1383V, V1811, 1290L, R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/lo E277A.

Estas variantes del F. IX del Grupo A + B + D combinan las caracteristicas de los tres grupos:
- tienen una actividad coagulante independiente del F. VIII,

- tienen una actividad coagulante independiente del F. VIII que estd aumentada en comparacién con la respectiva
actividad coagulante de la variante basica (Grupo A) y

- tienen una actividad coagulante dependiente del F. VIII que esta aumentada en comparacién con el tipo natural,
y preferiblemente con la respectiva actividad coagulante de la variante basica.

Dicha variante se selecciona mas preferiblemente de entre
la variante K265T

la variante K265T / V181,

la variante K265T / 1383V

la variante K265T / V1811 / 1383V,

la variante K265T / V1811 / 1383V / R338A / S377W,

la variante K265T / V1811 / 1383V / E388G,

la variante K265T / V1811 /1290L / 1383V,

la variante K265T / V1811 /1290L / 1383V / E388G,

la variante que comprende R338A y S377W.

Mas preferentemente, la variante del factor IX es

la variante K265T,

la variante K265T / V181,

la variante K265T / 1383V,

la variante K265T / V1811 / 1383V, o

la variante K265T / V1811 /1383V / R338A / S377W.

En una forma de realizacién preferida, la variante del factor IX se selecciona entre la variante

K265T o
una variante con una sustitucion de aminoacido en la posicion 265 (seleccionada preferentemente entre K265T,
K265A, K265G, K265V, K265N y K265D),

preferentemente junto con una sustitucién de aminoacido en la posicion 181 y/o 383 (preferentemente V181l y/o
1383V),

Mas preferiblemente, la variante del factor IX segun la invencioén es

la variante K265T / V1811 / 1383V,
la variante K265A / V1811/1383 V,
la variante K265G / V1811 / 1383V,
la variante K265V / V1811 / 1383V,
la variante K265N / V1811 / 1383V, o
la variante K265D /V1811/1383V.

La expresion, por ejemplo, "K265T / V1811 / I1383V" se refiere a una variante que contiene estas sustituciones de
aminoacidos en combinacion, es decir K265T y V1811 y 1383V en combinacion. La expresion "K265T / V1811 / 1383V
/ R338A / S377W" se refiere a una variante que contiene estas sustituciones de aminoacidos en combinacion, es
decir K265T y V1811 y 1383V y R338A y S377W en combinacion, etc.

Exencién de responsabilidad:

La presente invencion no engloba una variante del factor IX que tenga Unicamente la sustitucién de aminoacido
K265A. Segun la presente invencion, si la sustitucion de aminoacido K265A esta presente en una variante del factor
IX, esto implica que la variante tiene sustituciones de aminoacidos adicionales en combinaciéon con la K265A, es
decir, comprende sustituciones de aminoacidos adicionales, tales como las posiciones 181 y/o 383.

Adicionalmente, la presente invencién no engloba una variante del factor IX que tenga Unicamente la(s) siguiente(s)
sustitucion(es) de aminoacido(s):
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- FTT (Y259F / K265T / Y345T);
- Y259F / K265T;

- V181F;

- R338A.

Tampoco estan englobadas por la presente invencion las siguientes variantes del factor IX:

- Y259F / A261K / K265T / Y345F
- Y259F / K265T / Y345F / 1383V / E388G
- Y259F / A261K / K265T / Y345F / 1383V / E388G

La modificacion del bucle 99 se ha intentado repetidamente como estrategia para modificar la actividad del F. IX
(Hopfner y col., 1997, Sichler y col., 2003). Las variantes mas prometedoras Y259F (/A261K) y K265T) han sido
adicionalmente investigadas para evaluar su posible actividad en ausencia del F. VIl (Hartmann y col., 2007 asi
como en el documento WO 2008/092644 y en el documento WO 2008/092643). La idea que subyace en esta
metodologia era modificar la conformacion del bucle 99 especifico del F. IX modificando los residuos en ambos
extremos del bucle. El hallazgo sorprendente en nuestra investigacion fue que, al contrario que los modelos de F. IX
descritos, en los que el F. IX estaba parcialmente truncado y/o era producido en bacterias en lugar de en células
eucariotas, la actividad independiente del F. VIl sélo depende de una mutacién en la posiciéon 265. Adicionalmente,
la mutacién en la posicién Y259F estaba impidiendo la actividad global e independiente del F. VIII y Gnicamente
excluyendo la mutacion de la posicion Y259F podrian obtenerse unas actividades independientes lo suficientemente
altas del F. VIII para perseguir adicionalmente una metodologia que use variantes del F. IX como compuestos
terapéuticos.

En el caso de las mutaciones 1383V y E388G, el caso era similar. Ambas mutaciones se observaron como una
unidad en la primera descripcion de Hopfner y col. (1997) y posteriormente en las descripciones de Baxter (véase
Hartmann y col., 2007, asi como el documento WO 2008/092644 y el documento WO 2008/092643)). Hopfner y col.
(1997) informaron incluso de que la 1383V sdlo tenia un efecto moderado sobre el sistema de expresion bacteriano
del F. IX y por lo tanto se propagaba uUnicamente con E388G. Nuestros experimentos sugirieron lo contrario.
Solamente la mutacioén 1383V afiadio al F. VIl una actividad independiente del F. IX, mientras que la E388G alteraba
la actividad. Creemos que estas diferencias son cruciales para el potencial desarrollo de un nuevo agente de
puenteo basado en el F. IX. En primer lugar, las actividades necesarias para mejorar la hemostasia mejoran varias
veces excluyendo estas mutaciones, y en segundo lugar, las cifras de las mutaciones introducidas en el F. IX seran
la primera preocupacion sobre seguridad, dado que el riesgo de formacién de anticuerpos inhibidores contra el F. IX
probablemente aumentaria con la cantidad de cambios que se introducen en la proteina.

- Conjugados

En una forma de realizacion preferida, las variantes del factor IX segun la invencién comprenden un compuesto o
fraccion adicional, que esta preferiblemente unida covalentemente a la variante (conjugado).

Preferiblemente, el compuesto o fraccion adicional se elige de entre

- una proteina, tal como albimina,
- un marcador, tal como un cromaéforo, un fluoréforo, un isétopo, y/o
- un polimero, tal como PEG.

Acidos nucleicos de las variantes del F. IX y composiciones farmacéuticas

Segun la presente invencion, el objeto anterior se resuelve adicionalmente proporcionando acidos nucleicos que
codifican para la variante del factor IX segun la presente invencion.

Un "acido nucleico" se refiere a ADN, ARN y derivados de los mismos, ADN y/o ARN que comprenden
nucledtidos/nucledsidos codificados.

Preferiblemente, el acido nucleico esta unido operativamente a una secuencia promotora y/o de terminacién. Las
secuencias promotoras y/o de terminacion preferidas son el promotor de la alfal anti-tripsina humana, la region 1 de
control del locus hepatico o el promotor de citomegalovirus y una sefial de poliadenilacion de la hormona de
crecimiento humana o bovina del Virus Simianese 40. El experto en la técnica es capaz de seleccionar las
secuencias promotoras y/o de terminaciéon adecuadas.

Un acido nucleico esta "unido operativamente” a una secuencia promotora y/o de terminacion cuando la
transcripcién/traduccion del acido nucleico esta controlada por el respectivo promotor/terminador, preferiblemente en
una célula y por la maquinaria de transcripcion/traduccion celular, tal que, por ejemplo, la proteina codificada puede
ser obtenida a partir del acido nucleico.

Preferiblemente, el acido nucleico es un plasmido de expresion, un constructo de terapia génica, una secuencia
codificada por un vector de transferencia génica, una secuencia génica usada para la modificacién o la reparacion
del ADN, o similar.
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Los constructos de terapia génica preferidos son vectores viricos y no viricos, tales como vectores viricos adeno-
asociados (AAV), vectores de plasmidos o vectores minicirculares, segun se describe, por ejemplo, en (Schuettrumpf
y col., 2005).

Segun la presente invencion, el objeto se resuelve adicionalmente proporcionando una composicién farmacéutica
que comprende al menos una variante del factor IX (F. IX) de la invencion o al menos un acido nucleico de la
invencion, y opcionalmente portador(es) y/o excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s).

El (los) portador(es) y/o excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s) adecuado(s) es (son) conocidos en la técnica.
El experto en la técnica seleccionara el (los) portador(es) y/o excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s)
dependiendo de la aplicacion prevista de la composicion farmacéutica, tal como la alteraciéon que se va a tratar, el
paciente que se va a tratar, el régimen de tratamiento etc.

Usos médicos

Segun la presente invencion, el objeto se resuelve adicionalmente proporcionando las variantes de una proteasa de
serina dependiente de la vitamina K de la cascada de la coagulacién, mas preferentemente las variantes del factor
IX, como se desvela en la presente invencién o los acidos nucleicos que codifican para las mismas o las
composiciones farmacéuticas de la invencion, para el diagndstico, la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades.

La enfermedad que se va a diagnosticar, prevenir y o a tratar es preferiblemente una alteracion hemorragica una
hemorragia. Una "alteracion hemorragica" es preferiblemente la hemofilia A y/o la hemofilia B, hemofilia causada o
complicada por anticuerpos inhibidores contra el factor VIII, por una deficiencia en el factor VIl o en el factor IX, o
por la presencia de una proteina no funcional del factor VIII o del factor I1X, o cualquier otra hemorragia o tendencia
hemorragica.

Preferiblemente, la alteracion hemorragica es la hemofilia A, hemofilia causada o complicada por anticuerpos
inhibidores contra el factor F. VIIl o el F. Vllla, hemofilia B.

Preferiblemente, la alteracion hemorragica o la hemorragia es una alteracion hemorragica en la que se usan agentes
de puenteo, incluyendo, por ejemplo, coagulopatias neonatales; enfermedad hepatica grave; procedimientos
quirdrgicos de alto riesgo; pérdida de sangre traumatica; trasplante de médula 6sea; trombocitopenias y alteraciones
en la funcién plaquetar; reversiéon urgente de una anticoagulacion oral; deficiencias congénitas en los factores V, VII,
X, y XlI; y enfermedad de von Willebrand con inhibidores contra el factor de von Willebrand, pérdida de sangre
relacionada con grandes heridas, hemorragias cerebrales, alteraciones en las funciones de los trombocitos.

Segun la presente invencion, el objeto se resuelve adicionalmente mediante el uso de una variante de la proteasa de
serina dependiente de la vitamina K de la cascada de la coagulacién, mas preferentemente de las variantes del
factor 1X, como se desvela en la presente invencion, o de los acidos nucleicos que codifican las mismas, para la
elaboracion de un medicamento para el tratamiento y/o la prevencién de un trastorno hemorragico o de una
hemorragia.

Preferiblemente, la variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composicion farmacéutica de la invencion, se
usan para una terapia de infusion de proteinas, terapia celular, terapia génica y/o la profilaxis de una alteracion
hemorragica o una hemorragia.

El diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento en los que la enfermedad es la hemofilia A o la hemofilia causada o
complicada por anticuerpos inhibidores contra el factor F. VIl o el F. Vllla:

preferiblemente mediante

- una variante del Grupo A, mas preferentemente la variante K265T
- variantes del Grupo A junto con el Grupo B y/o C y/o D

Grupo A + B segun se define en este documento
Grupo A + C segun se define en este documento
Grupo A + B + C segun se define en este documento
Grupo A + D segun se define en este documento
Grupo A + B + D segun se define en este documento

- los respectivos acidos nucleicos, composiciones farmacéuticas.

Los inventores son los primeros en aplicar una variante del Grupo A, en particular K265T, para el tratamiento de la
hemofilia A o de la hemofilia causada o complicada por anticuerpos inhibidores contra el factor F. VIl o el F. Vllla.
Las moléculas variantes del F. IX con una mayor actividad de proteasa/coagulante en ausencia del F. VIII podrian
ser una alternativa a los habituales agentes de puenteo, con la ventaja de ser activadas directamente en el sitio de la
lesion. Esto se asemejaria a la formacion fisiologica del coagulo, evitaria la infusion de proteasas ya activadas, como
es habitual en los agentes de puenteo actuales, y haria la terapia mas segura.
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Una variante del cimogeno del F. IX probablemente tendria también una semivida bastante larga, permitiendo una
terapia de sustitucion profilactica también en pacientes inhibidores. Curiosamente, los pacientes que carecen del F.
VIII podrian incluso ser adecuados para una metodologia de transferencia génica mediante el uso de un F. IX mas
pequefio y menos inmundgeno, por lo que los estudios de terapia génica son bastante mas prometedores
actualmente. Pensando en el relativamente pequefio nimero de pacientes y en los grandes esfuerzos necesarios
para llevar la terapia génica para la hemofilia a la practica clinica, las variantes propuestas del F. IX podrian incluso
conjugar los esfuerzos de ofrecer una terapia para los pacientes con hemofilia A y hemofilia B, o con anticuerpos
inhibidores contra el F. VIII. Finalmente, la variante podria ser también util en el tratamiento de otras alteraciones
hemorragicas.

Otro aspecto de las variantes descritas es que sin necesidad del F. Vllla ni de una mayor actividad hacia ambos, la
escision del F. X y la escision del sustrato cromogeno, las variantes podrian ser usadas en sistemas de ensayo
diagnosticos para el desarrollo y el cribado de sustancias inhibidoras directas del F. 1Xa, que desde hace mucho
tiempo son deseadas como anticoagulantes, pero para las que no era posible un cribado eficaz debido a la baja
eficacia del F. IXa sin su ensamblaje en el complejo de tenasa.

El diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento en los que la enfermedad es la hemofilia B, mediante todas las
variantes descritas en este documento preferiblemente mediante

- una variante del Grupo A, mas preferentemente la variante K265T
- variantes del Grupo A junto con el Grupo B y/o C y/o D

Grupo A + B segun se define en este documento
Grupo A + C segun se define en este documento
Grupo A + B + C segun se define en este documento
Grupo A + D segun se define en este documento
Grupo A + B + D segun se define en este documento
Grupo A + B + D segun se define en este documento

- una variante del Grupo D, mas preferentemente la variante K265T
- variantes del Grupo D junto con el Grupo A y/o B

Grupo A + D segun se define en este documento
Grupo A + B + D segun se define en este documento

- los respectivos acidos nucleicos, composiciones farmacéuticas.

El diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento de una alteracion hemorragica o de una hemorragia, en los que
adicionalmente se minimizan los riesgos trombogénicos preferiblemente mediante

- variantes junto con el Grupo C

Grupo A + C segun se define en este documento
Grupo A + B + C segun se define en este documento

- los respectivos acidos nucleicos, composiciones farmacéuticas.

El diagndstico, la prevencion y/o el tratamiento de ambas, la, hemofilia A y la B, mediante todas las variantes
descritas en este documento excepto el Grupo D solo.

El diagndstico, la prevencion y/o el tratamiento de la hemofilia A o de la hemofilia causada o complicada por
anticuerpos inhibidores contra el factor F. VIII, asi como de la hemofilia B, mediante todas las variantes descritas en
este documento excepto el Grupo D solo.

Las variantes de la presente invencion son herramientas adecuadas para tratar pacientes con alteraciones
hemorragicas mediante el uso de la administracion de proteinas o la administracion terapéutica de células o genes
(virico, ADN, ARN u otros vectores). Las enfermedades en tratamiento son la hemofilia A y la B, también causadas o
complicadas por anticuerpos inhibidores contra el F. VIIl, para el tratamiento de hemorragias y para una terapia
profilactica.

Los inventores han demostrado que las variantes de la presente invencion

- corrigen el tiempo de coagulacion en presencia de anticuerpos inhibidores contra el F. VIII (confirmando la
funcién de las variantes ensayadas del F. IX también en presencia de elevados titulos de inhibidores del F.
V1),

- corrigen la coagulacion in vivo (siendo la primera prueba de que las variantes del F. IX pueden servir como
compuestos terapéuticos hemostaticamente activos in vivo),

- detienen la hemorragia en presencia de anticuerpos inhibidores contra el F. VIII (confirmando la funcionalidad
de las variantes del F. IX tanto en ausencia como en presencia de anticuerpos inhibidores del F. VIII).
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Para detalles adicionales, véanse los Ejemplos 6 - 8 y las Figuras 4 - 7.
Procedimiento de cribado

Segun la presente invencion, el objeto es resuelto adicionalmente proporcionando un procedimiento para el cribado
de compuestos anticoagulantes (anticoagulantes), preferentemente sustancias que inhiben directamente el F. IXa.

Dicho procedimiento comprende el uso de al menos una variante del factor IX de la presente invencion, segun se
define en este documento.

En dicho procedimiento no son necesarios componentes adicionales del complejo de tenasa (en el que "tenasa" se
refiere a un complejo de las formas activadas de los factores de coagulacion sanguineos factor VIII (F. Vllla) y factor
IX (F. IXa). Se forma sobre una superficie de fosfolipidos en presencia de calcio y es responsable de la activacion
del factor X).

Un aspecto ventajoso de las variantes descritas es que, sin necesidad del F. Vllla y de una elevada actividad hacia
ambos, la escision del F. X y la escisién del sustrato cromégeno, las variantes son herramientas adecuadas en
sistemas de ensayo diagnosticos para el desarrollo y el cribado de sustancias inhibidoras directas del F. IXa, que
desde hace mucho tiempo son deseadas como anticoagulantes, pero para las que no era posible un cribado eficaz
debido a la baja eficacia del F. IXa sin su ensamblaje en el complejo de tenasa.

Un procedimiento de cribado segun la invencion es preferentemente un procedimiento para la identificacion de un
compuesto que se une a una variante del factor IX de la presente invencién y/o que modula su actividad, que
comprende preferentemente las siguientes etapas:

- proporcionar compuestos/sustancias que se van a ensayar,

- proporcionar al menos una variante del factor IX de la presente invencion,

- poner en contacto un compuesto/sustancia que se va a ensayar con la al menos una variante del factor IX de la
presente invencion,

- determinar si el compuesto/sustancia se une a la al menos una variante del factor IX,

- opcionalmente, determinar si el compuesto/sustancia modula la actividad de la al menos una variante del factor
IX.

En el presente documento se describe el siguiente asunto en cuestion:

1. Una variante del factor IX (F. IX) o del factor IX activado (F. IXa), que esta caracterizada porque tiene
actividad coagulante en ausencia de su cofactor,

en la que el cofactor es el factor VIII (F. VIII) o el factor VI activado (F. Vllla),

que comprende preferentemente al menos una sustitucion de aminoacido en una posicién seleccionada entre el
grupo de 255 a 269, 383, 181, 290, 388, 34, 25, 353, 358, 338, 377, 4, 86, 217, 277, y/o una modificacion del
bucle 99, mas preferentemente una sustitucion de aminoacido seleccionada entre K265T, K265A, 1383V, V1811,
1290L, E388G, N34D, F25Y, F353Y, R358A, R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L, E277A y/o una
modificacion del bucle 99.

2. Lavariante del factor IX de la forma de realizacién 1, que comprende

una sustitucion de aminoacido en la posicion 265 o la sustitucion de aminoacido K265T, en combinacién con al
menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 383, 181, 290, 388, 34, 25,
353, 358, 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277,

preferentemente una sustituciéon de aminoacido en la posicidon 265 o la sustitucion de aminoacido K265T, en
combinacién con una sustitucion de aminoacido seleccionada entre 1383V, V1811, 1290L, E388G, N34D, F25Y,
F353Y, R358A, R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A.

3. Lavariante del factor IX de la forma de realizacion 1 o de la forma de realizacion 2,

en la que la variante esta caracterizada porque tiene actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIII,

que comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265,
383, 181 y 290,

que comprende preferentemente una sustitucion de aminoacido en la posicion 265 o la sustitucion de aminoacido
K265T, en combinacidn con una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 383,
181 y/o 290,

que comprende mas preferentemente una sustitucion de aminoacido en la posicién 265 o la sustitucion de
aminoacido K265T, en combinacion con una sustitucion de aminoacido seleccionada entre 1383V, V181l y/o
1290L.

4. La variante del factor IX de la forma de realizacién 2 o de la forma de realizaciéon 3, en la que t una
sustituciéon de aminoacido en la posicién 265 se selecciona entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y
K265D.

5. La variante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 4,
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en la que la variante esta caracterizada porque tiene actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIII, pero
una reduccion en la actividad en presencia del cofactor F. VIII en comparacion con la natural, preferentemente en
comparacion con la variante del factor IX K265T o con la variante del factor IX de la forma de realizacién 3, que
comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265, 383,
388, 34, 25, 353 y/o 358,

que comprende preferentemente la sustitucion de aminoacido K265T en combinacién con una sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 383, 388, 34, 25, 353 y/o 358,

que comprende mas preferentemente la sustituciéon de aminoacido K265T en combinacion con una sustitucion de
aminoacido seleccionada entre 1383V, E388G, N34D, F25Y, F353Y y/o R358A o

que comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265,
383, 181, 290, 388, 34, 25, 353 y/o 358,

que comprende preferentemente la sustitucion de aminoacido K265T en combinacién con una sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 383, 181, 290, 388, 34, 25, 353 y/o 358,

que comprende mas preferentemente la sustituciéon de aminoacido K265T en combinacion con una sustitucion de
aminoacido seleccionada entre 1383V, V1811, 1290L, E388G, N34D, F25Y, F353Y y/o R358A.

6. Una variante del factor IX (F. IX), que esta caracterizada porque tiene un aumento en la actividad coagulante
en presencia de su cofactor en comparacion con la natural,

en la que el cofactor es el factor VIII (F. VIII) o el factor VIII activado (F. Vllla).

que comprende preferentemente al menos una sustitucién de aminoacido en una posicién seleccionada entre el
grupo de 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277,

que comprende mas preferentemente al menos una sustitucién de aminoacido seleccionada entre R338A,
R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A.

7. La variante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacién 1, 2 0 6,

en la que la variante esta caracterizada porque tiene actividad coagulante en ausencia del cofactor F. VIIl y un
aumento en la actividad coagulante en presencia del cofactor F. VIl en comparacion con la natural, que
comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265, 338,
377, 4, 86, 217 ylo 277,

que comprende preferentemente la sustitucion de aminoacido K265T en combinacién con una sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277,

que comprende mas preferentemente la sustituciéon de aminoacido K265T en combinacion con una sustitucion de
aminoacido seleccionada entre R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A o

que comprende al menos una sustitucion de aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 265,
383, 181, 290, 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277,

que comprende preferentemente la sustitucion de aminoacido K265T en combinacién con una sustitucion de
aminoacido en una posicion seleccionada entre el grupo de 383, 181, 290, 338, 377, 4, 86, 217 y/o 277,

que comprende mas preferentemente la sustitucion de aminoacido K265T en combinacion con una sustitucion de
aminoacido seleccionada entre 1383V, V1811, 1290L, R338A, R338L, S377W, G4Y, V86A, V217L y/o E277A.

8. Lavariante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 7 seleccionada entre

la variante K265T,

la variante K265T / V181,

la variante K265T / 1383V,

la variante K265T / V1811 / 1383V,

la variante K265T / V1811 /1383V / R338A / S377W,
la variante K265T / V1811 / 1383V / E388G,

la variante K265T / V1811 /1290L / 1383V,

la variante K265T / V1811 /1290L / 1383V / E388G,
las variantes que comprenden R338A y S377W,

preferentemente

la variante K265T,

la variante K265T / V181,

la variante K265T / 1383V,

la variante K265T / V1811 / 1383V, o

la variante K265T / V1811 /1383V / R338A / S377W.

La variante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 7 seleccionada entre
la variante K265T o una variante con una sustitucion de aminoacido en la posicion 265 (seleccionada
preferentemente entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D),
preferentemente en combinacion con una sustitucion de aminoacido en la posicién 181 y/o 383 (preferentemente
V1811 y/o 1383V), mas preferentemente

la variante K265T / V1811 / 1383V,
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la variante K265A / V1811 / 1383V,
la variante K265G / V1811 / 1383V,
la variante K265V / V1811 / 1383V,
la variante K265N / V1811 /1383V o
la variante K265D / V1811 /1383V.

10. La variante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 9, que comprende un compuesto o
fraccion adicional, preferentemente unido covalentemente a la variante, tal como una proteina, un marcador y/o
un polimero.

11.  Un acido nucleico que codifica la variante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacién 1 a 10,
preferentemente unido operativamente a una secuencia promotora y/o de terminacion,

que es mas preferentemente un plasmido de expresion, una construccion de terapia génica, un vector virico o no
virico o un molde para la reparacién génica.

12.  Una composicién farmacéutica que comprende al menos una variante del factor IX (F. IX) de cualquiera de
las formas de realizacion 1 a 10 o al menos un acido nucleico de la forma de realizacién 11, y opcionalmente
portador(es) y/o excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s).

13.  Una variante del factor IX (F. IX) de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 10, un acido nucleico de la
forma de realizacién 11 o una composicion farmacéutica de la forma de realizacion 12

para su uso en el diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento de enfermedades.

14. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composicidon farmacéutica de la forma de realizacion
13, en los que la enfermedad es un trastorno hemorragico o una hemorragia,

en los que el trastorno hemorragico es preferentemente la hemofilia A, hemofilia causada o complicada por
anticuerpos inhibidores contra el factor F. VIIl o el F. Vllla, la hemofilia B,

y/o en los que el trastorno hemorragico o la hemorragia es un trastorno hemorragico en el que se usan agentes
de derivacion, incluyendo, por ejemplo, coagulopatias neonatales; enfermedad hepatica grave; procedimientos
quirargicos de alto riesgo; pérdida de sangre por un traumatismo; trasplante de médula dsea; trombocitopenias y
trastornos en la funcion de las plaquetas; reversion urgente de la anticoagulacion oral; deficiencias congénitas en
los factores V, VII, X y XI; y la enfermedad de von Willebrand con inhibidores contra el factor de von Willebrand,
pérdida de sangre en relacidon con lesiones amplias, hemorragias cerebrales, trastornos en la funcién de los
trombocitos.

15. La variante del factor IX (F. 1X), el acido nucleico o la composicion farmacéutica de la forma de realizacion
13 0 14, para la terapia celular, la terapia génica, la terapia de infusion de proteinas.

16. La variante del factor IX (F. 1X), el &cido nucleico o la composicion farmacéutica de cualquiera de la forma
de realizacion 13 a 15, en los que la variante del factor IX (F. IX) es la variante K265T o segun se define en
cualquiera de las formas de realizacién 3, 4,507,

y en los que la enfermedad es la hemofilia A o la hemofilia causada o complicada por anticuerpos inhibidores
contra el factor F. VIl o el F. Vllla.

17. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composiciéon farmacéutica de cualquiera de las
formas de realizacion 13 a 15, en los que la variante del factor IX (F. IX) es segun se define en cualquiera de las
formas de realizacion 3a 7,

y en los que la enfermedad es la hemofilia B.

18. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composiciéon farmacéutica de cualquiera de las
formas de realizacion 13 a 16, en los que la variante del factor IX (F. IX) es segun se define en la forma de
realizacion 5

para minimizar riesgos trombogénicos.

19. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composiciéon farmacéutica de cualquiera de las
formas de realizacion 13 a 18, en los que la variante del factor IX (F. IX) es segun se define en cualquiera de las
formas de realizacion 3,4,507

para su uso en el diagnéstico, la prevencion y/o el tratamiento de la hemofilia A o de la hemofilia causada o
complicada por anticuerpos inhibidores contra el factor F. VIl o la hemofilia B.

20. Procedimiento para el cribado de anticoagulantes, preferentemente de sustancias que inhiben directamente
el F. IXa, que comprende el uso de una variante del factor IX de cualquiera de las formas de realizacion 1 a 10.

Los siguientes ejemplos y dibujos ilustran la presente invencion sin limitar, sin embargo, la misma a los mismos.
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Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Secuencias de aminoacidos y de nucledtidos del Factor IX. Las mutaciones introducidas estan
resaltadas.

Figura 2 Actividad coagulante del factor IX natural (WT) o de la variante del F. IX que contiene las
sustituciones FFT (FFT) en plasma deficiente en F. IX, F. X y F. VIII.

(A) plasma deficiente en F. IX.
(B) plasma deficiente en F. X.
(C) plasma deficiente en F. VIILI.

Los valores representan la actividad (%) dividida segun los niveles de antigeno de F. IX (%) (+/- desviacion
estandar). Como se esperaba, el F. IX natural tiene un cociente de 1 cuando se ensay6 la actividad en
plasma deficiente en F. IX (véase A), pero no tiene actividad en plasma deficiente en F. X o en F. VIII (véanse
ByC).

La variante que contiene las sustituciones FFT (FTT) muestra una actividad del 2% en plasma deficiente en
F. VIII al 100% (5.000 ng/ml) de niveles de antigeno de F. IX (véase C), mientras que la actividad en plasma
deficiente en F. X era insignificante (véase B).

Figura 3

Casetes de expresion del F. IX para la expresion del F. IX en cultivo tisular (A) o la expresion especifica
hepatica en ratones (B). Se introdujeron mutaciones para crear variantes del F. IX mediante mutagénesis
dirigida, resaltada para la sustitucion de aminoacidos K265T.

Figura 4 Ensayo en una etapa del F. VIII basado en aPTT en plasma de pacientes con una forma adquirida
de hemofilia A causada por altos titulos de anticuerpos inhibidores del F. VIII.

Se mezclaron plasma de control normal, F. IX natural o variantes K265T (T) o V1811 / K265T / 1383V (ITV) en
plasma de pacientes a unos volimenes iguales (1:1). La mezcla se incubé a 37°C durante dos horas y
después se determind la actividad coagulante en plasma deficiente en F. VIII. Mientras que el plasma de
control normal no normalizé los tiempos de coagulacion, o lo hizo insuficientemente, las variantes del F. IX T
e ITV dieron lugar a una reduccion significativa de los tiempos de coagulacién a unos niveles del 50% o del
100% de los niveles normales del antigeno de F. IX humano, respectivamente. La funcion de coagulacién
observada en presencia de anticuerpos inhibidores anti-F. VIII esta en buena concordancia con los valores
mencionados previamente en plasma deficiente en F. VIII. El grafico muestra los valores medios con el error
estandar de la media como barras de error. * Prueba de la t de Student en comparacién con el F. IX natural
con p<0,05

Figura 5 Las variantes del F. IX corrigen parcialmente los tiempos de coagulacién en ratones con los genes
del F. VIl inactivados

Se inyectaron vectores minicirculares no viricos para la expresion derivada hepatica del F. IX a unas dosis de
entre 10 y 50 pg/ratén, tanto natural como variante [K265T (T), V1811 / K265T / 1383V (ITV) o V1811 / K265T /
R338A / S377W / 1383V (ITAWV)], en ratones con los genes del F. VIll inactivados mediante una técnica de
inyeccion hidrodinamica. En el dia 3 tras la inyeccion se extrajo sangre de los ratones para realizar
mediciones de la actividad de puenteo del antigeno de F. IX (ELISA) y de F. VIII (ensayo en una etapa en
plasma deficiente en F. VIII) en el plasma de ratdén. Mientras que los ratones que expresaban el F. IX natural
mostraron una actividad de puenteo alrededor de la linea de base en todos los niveles de expresion, se midié
una actividad de puenteo del F. VIII de hasta el 35% de actividad normal del F. VIII para las variantes a altos
niveles de expresion (de aproximadamente 20 mg/ml). Habia una buena correlacion entre los niveles de
antigeno de F. IX y la actividad de puenteo del F. VIII para todas las variantes, mostrando el F. IX con ITAWV
la mayor y el F. IX con T la menor actividad de puenteo del F. VIIl. Cada punto de dato representa una
medicion de un Unico raton.

Figura 6 Las variantes del F. IX detienen las hemorragias en ratones con los genes del F. VIl inactivados.

Se expusieron ratones con el gen del F. VIl inactivado que expresaban el F. IX natural o variantes [K265T
(T), V1811 / K265T / 1383V (ITV) o V181l / K265T / R338A / S377W / 1383V (ITAWV)] después de una
transferencia génica no virica, mediante un ensayo de pinzamiento en la cola. Brevemente, los ratones fueron
anestesiados y la cola se precalenté a 37°C en una disolucion salina. Después las colas se cortaron a un
diametro de 1,5 mm (A) o de 3 mm (B) y se recogio la sangre en disolucion salina templada. Después de diez
minutos, las colas de los ratones se suturaron y se cauterizaron para detener la hemorragia. La pérdida de
sangre se cuantific6 mediante una medicion por densidad optica (DO a 492 nm) de la pérdida de
hemoglobina en la disolucién salina. Se produjo una reduccioén significativa en la pérdida de sangre para
todos los grupos de ratones tratados con la variante del F. IX en comparaciéon con los ratones que
expresaban el F. IX natural o no tratados con el vector en ambos modelos de hemorragia. Esta mejora era
una correccion parcial, como se observa en el modelo mas provocador de 3 mm en comparacién con ratones
hemostaticamente normales C57BL/6. Se muestran las cifras de los ratones y los niveles de expresion
medios para cada grupo de ratones por debajo del grafico. Cada columna representa los valores medios de la
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pérdida de sangre con el error estandar de la media como barras de error. * Prueba de la t de Student en
comparacioén con el F. IX natural con p < 0,05.

Figura 7 Las variantes del F. IX detienen las hemorragias en ratones con los genes del F. VIl inactivados con
altos titulos de anticuerpos inhibidores contra el F. VIII.

Se indujeron anticuerpos inhibidores contra el F. VIl en ratones con el gen del F. VIl inactivado mediante una
transferencia génica no virica en el higado usando una transferencia génica del F. VIII con un vector
plasmidico. La transferencia génica fue determinada mediante una medicién del F. VIl el dia 3 tras la
inyeccion. 6 semanas después confirmamos la presencia de unos elevados titulos (entre 20.000 y 100.000
ng/ml) de anticuerpos anti-FVIIl y la ausencia de antigeno residual de F. VIl y la actividad mediante un
ensayo en una etapa y un ELISA. Después los ratones se trataron mediante transferencia génica minicircular
para la expresion del F. IX natural o variante y se expusieron mediante un ensayo de pinzamiento de cola tres
dias después. El numero de ratones de cada grupo y los niveles de expresién media del F. IX se muestran
por debajo del grafico. Aunque habia una cierta variacion en la pérdida de sangre entre los grupos de control
(ratones sin vector y tratados con F. IX natural), la pérdida de sangre en los tres grupos con variantes [K265T
(T), V1811 / K265T / 1383V (ITV) o V181l / K265T / R338A / S377W / 1383V (ITAWV)] estaba
significativamente reducida. Cada columna representa los valores medios de la pérdida de sangre con el error
estandar de la media como barras de error. * Prueba de la t de Student p < 0,05.

Figura 8 La posicion 265 es el principal determinante para la actividad de puenteo del F. VIII de las variantes
del F. IX.

Para investigar el papel de la posicidon 265 en las variantes del F. IX con una actividad independiente del F.
VIII, se introdujeron todos los aminoacidos proteindgenos en esta posicion en una molécula de F. IX que tenia
las sustituciones adicionales V181l y 1383V. Las variantes fueron expresadas en células HEK 293, se
determinaron los niveles de antigeno de F. IX mediante ELISA, y la actividad del F. IX en plasma deficiente
en F. IX y en F. VIl se determindé mediante un ensayo en una etapa, como se ha descrito anteriormente.
Cada punto representa el valor medio de una Unica variante con los errores estandar de la media como
barras de error. Los experimentos se realizaron por triplicado y se repitieron al menos dos veces.

El tipo natural (WT) se refiere a V181 / K265 / 1383, ITV se refiere a V1811 / K265T / 1383V, IAV se refiere a
V1811 / K265A /1383V.

El eje Y muestra la actividad especifica del F. IX (la actividad del F. IX dividida por el antigeno de F. IX en
porcentaje), estableciendo el F. IX natural como el 100%. El eje X muestra la misma proporcion, pero esta vez la
medicién de la actividad se realizé en plasma deficiente en F. VIII. La reversion del residuo 265 desde Treonina a
hasta la Lisina natural (V1811 / 265K / 1383V, IKV) dio como resultado una pérdida practicamente completa de la
actividad independiente del F. VIII. Sorprendentemente, otra sustituciéon de aminoacidos, especialmente en las
variantes K265A / V1811 / 1383V, K265G / V1811 / 1383V, K265V / V1811 / 1383V, K265N / V1811 / 1383V, o K265D /
V1811 / 1383V, dio como resultado una actividad de puenteo del F. VIII similar a la de K265T / V1811 / 1383V, siendo
la mayor para K265A / V1811 / I1383V. Este resultado era inesperado, dado que la actividad independiente del F. VIII
para una variante del factor IX portadora de una Unica sustitucion K265A que habia sido previamente descrita estaba
en un intervalo bastante menor (Kolkman y Mertens, 2000).

Ejemplos
Ejemplo 1

Los inventores exploraron la prétesis de que la modificacion de la conformacion del sitio activo del F. IX hacia un
estado observado mas probablemente cuando se ensambla en el complejo de tenasa daria como resultado una
proteina con una actividad aumentada en ausencia del F. VIILI.

Las mutaciones se eligieron basandose en los estudios estructurales de comparacion y sustitucion de los residuos
del F. IX por el F. X disponibles en la bibliografia (Hopfner y col., 1997; Sichler y col., 2003).

Los inventores introdujeron en primer lugar las mutaciones Y259F / K265T / Y345T (FTT) en el F. IX y expresaron la
proteina en cultivo tisular. Basicamente no se observd ningun efecto sobre la actividad especifica del F. IX; sin
embargo, la actividad en plasma deficiente en F. VIl aumenté drasticamente. Dado que esta actividad es todavia
una pequefia fraccion de la actividad especifica del F. 1X (el 100% del antigeno de F. IX se corresponde con un 2%
de la actividad "de tipo F. VIII"), los inventores concentraron las proteinas variantes hasta unas concentraciones de
entre 20.000 y 40.000 ng/ml (un 400 - 800% de la concentracion plasmatica normal). A esta concentracion pudieron
medirse actividades del "de tipo F. VIII" de hasta mas del 30%, mientras que no se detectd actividad para el F. IX
natural ni en los controles negativos.

La comparacion de las actividades de la variante FTT en plasma deficiente en F. VIIl, en F. IX 0 en F. X en
comparacion con la proteina natural (WT) se muestra en la Figura 2.
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Ejemplo 2

Para mejorar adicionalmente las propiedades de la variante FTT, los inventores combinaron la variante FTT con
otras diversas mutaciones con objeto de generar moléculas de F. IX con diferentes propiedades.

La Tabla 1 proporciona una visidon general de las mutaciones ensayadas y de la actividad de las variantes en plasma
deficiente en F. VIl o en F. IX.

Ejemplo 3

Dado que (13) describia un afecto aumentado del F. IX truncado (rf9) sobre sustratos cromégenos Unicamente
cuando las tres sustituciones (Y94F, K98T y Y177T, numeracion de la quimotripsina) de la variante FTT estaban
presentes al mismo tiempo, los inventores usaron inicialmente la variante combinada para los experimentos.

Sin embargo, los inventores también ensayaron las mutaciones individuales y sorprendentemente averiguaron que la
Unica sustitucion necesaria es la variante K265T (es decir K98T) y que las demas empeoraban incluso la actividad
de proteasa en presencia y en ausencia del F. VIl (Tabla 1).

Ejemplo 4

Los inventores ensayaron adicionalmente las variantes y sus combinaciones para obtener moléculas con una
elevada actividad del F. IX en presencia del F. VIII.

La Tabla 3 muestra varias mutantes con un incremento en la actividad de mas de 10 veces. También se aprecia a
partir de esta tabla el hecho de que la combinaciéon de las mutaciones con el aumento de actividad deseado conduce
a variantes combinadas con los mayores niveles de actividad. También se ensayaron algunas de las variantes, como
R338A / S377W, para comprobar su actividad en ausencia del F. VIII (Tabla 1). Sin embargo, Gnicamente junto con
la variante K265T puede observarse un aumento en el efecto de la actividad del F. IX independiente del F. VIII.

Ejemplo 5

Para construir variantes con las propiedades deseadas los inventores combinaron mutaciones individuales con un
efecto deseado para obtener variantes con unas altas actividades deseadas adicionalmente aumentadas. Por
ejemplo, la variante K265T tiene una actividad del 6,6% en ausencia del F. VIl y una actividad del 191% en
presencia del F. VIII. Para obtener la mayor actividad posible en ausencia del F. VIII pero ningin aumento o
moderado en presencia del F. VIII, los inventores combinaron la mutacién K265T bien con la mutacién 1383V o bien
con la V181I. Las variantes resultantes V1811 / K265T y K265T / 1383V tenian una actividad del 9,0% y del 8,7% en
ausencia del F. VIII, y una actividad del 219% y del 139% en presencia del F. VIIl. Este aumento moderado en la
actividad en ausencia del F. VIII podria mejorarse adicionalmente significativamente combinando las tres mutaciones
en la variante V181l / K265T / 1383V sin aumentar la actividad en presencia del F. VIIl al 16,4% y al 209%,
respectivamente.

En la Tabla 1 se muestra un resumen de las combinaciones ensayadas, y los efectos de las variantes individuales se
resumen en la Tabla 2.

Ejemplo 6
Las variantes del F. IX corrigen el tiempo de coagulacién en presencia de anticuerpos inhibidores

Para confirmar la funcionalidad de las variantes del F. IX en presencia de anticuerpos inhibidores dirigidos contra el
F. VIII realizamos ensayos en una etapa del F. VIIl basados en aPTT en plasma de pacientes con una forma
adquirida de hemofilia A (Figura 4). Se mezclaron plasma normal de control, F. IX natural o variantes K265T (T) o
V1811 / K265T / 1383V (ITV) en plasma de pacientes a unos volimenes iguales (1:1). La mezcla se incub6 a 37°C
durante dos horas y después se determiné la actividad coagulante en plasma deficiente en F. VIII. Mientras que el
plasma normal de control no normalizé los tiempos de coagulacién o lo hizo suficientemente, las variantes T e ITV
del F. IX condujeron a un acortamiento significativo de los tiempos de coagulacién a unos niveles del 50% o del
100% de los niveles normales del antigeno F. IX humano, respectivamente. La funcion coagulante observada en
presencia de anticuerpos inhibidores anti-F. VIl estd en buena concordancia con los valores previamente
mencionados en plasma deficiente en F. VIII (Tabla 1). Los resultados confirman por lo tanto la funcién de las
variantes ensayadas del F. IX también en presencia de altos titulos de inhibidores del F. VIII.

Ejemplo 7
Las variantes del F. IX corrigen la coagulacion in vivo

En los siguientes experimentos aspirdbamos a ensayar si las variantes del F. IX podrian mejorar de hecho la
hemostasia in vivo y proporcionar por lo tanto una prueba del concepto para la viabilidad de una metodologia que
use variantes del F. IX como compuestos terapéuticos de puenteo. Para el ensayo usamos un sistema de vector
minicircular no virico para la expresion derivada en higado del F. IX. Se inyectaron vectores para el F. IX natural o la
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variante [K265T (T), V1811 / K265T / 1383V (ITV) o V1811 / K265T / R338A / S377W / 1383V (ITAWV)] en las venas
de la cola de ratones con el gen del F. VIl inactivado usando una técnica de inyeccion hidrodinamica. En el dia 3
tras la inyeccion se extrajo sangre de los ratones para las mediciones de la actividad de puenteo del antigeno F. IX
(ELISA) y de F. VIII (ensayo en una etapa en plasma deficiente en F. VIII) en plasma de raton. Mientras que los
ratones que expresaban el F. IX natural mostraron una actividad de puenteo alrededor de la linea de base en todos
los niveles de expresion, se midié una actividad de puenteo del F. VIII de hasta el 35% de la actividad normal del F.
VIl para las variantes a altos niveles de expresion (de aproximadamente 20 ug/ml). Habia una buena correlacion
entre los niveles de antigeno de F. IX y la actividad de puenteo de F. VIl para todas las variantes del F. IX con
ITAWV que mostraban la mayor actividad de puenteo del F. IX T y la menor del F. VIII (Figura 5). Estos resultados
confirman la funcionalidad de las variantes también en el sistema murino. Entonces expusimos diferentes grupos de
ratones al ensayo de pinzamiento de la cola. Después las colas se cortaron a un diametro de bien 1,5 mm (Figura 6
A) o de 3 mm (Figura 6 B) y se recogioé sangre. Después de diez minutos se detuvo la hemorragia y se cuantificé la
sangre perdida. Habia una significativa reduccion en la pérdida de sangre para todos los grupos de ratones tratados
con la variante del F. IX en comparacion con los ratones que expresaban el F. IX natural o no tratados con el vector
en ambos modelos de hemorragia. Esta mejora era una correccion parcial, segun se observa en el modelo mas
provocador de 3 mm en comparacion con ratones C57BL/6 no hemofilicos. Esta era la primera prueba de que las
variantes del F. IX podian servir de hecho como compuestos terapéuticos hemostaticamente activos in vivo.

Ejemplo 8
Las variantes del F. IX detienen la hemorragia en presencia de anticuerpos inhibidores

A continuacién se confirmé la funcionalidad de las variantes del F. IX en presencia de altos titulos de anticuerpos
inhibidores contra el F. VIII. Por lo tanto, fueron inducidos anticuerpos anti-F. VIII en ratones con el gen del F. VI
inactivado usando el modelo de induccién de inhibidor introducido por C. Miao y colaboradores (Ye y col., 2004). Se
obtuvo la expresion inicial del F. VIl usando una transferencia génica hepatica no virica del F. VIl usando un vector
plasmidico. Seis semanas después confirmamos la presencia de elevados titulos (entre 20.000 y 100.000 ng/ml) de
anticuerpos anti-F. VIII y la ausencia de antigeno y actividad residual del F. VIIl mediante ensayos en una etapa y
ELISA. Entonces los ratones se trataron mediante transferencia génica minicircular para la expresion del F. IX
natural o de la variante, y se expusieron a un ensayo de pinzamiento de la cola al tercer dia (Figura 7). La sangre
perdida en los grupos de control (ratones sin vector y tratados con F. IX natural) era significativamente mayor en
comparacion con la hemorragia en los grupos tratados con las tres variantes [K265T (T), V1811 / K265T / 1383V (ITV)
o V1811 / K265T / R338A / S377W / 1383V (ITAWV)]. Por lo tanto, se confirmo la funcionalidad de las variantes del F.
IX tanto en ausencia como en presencia de anticuerpos inhibidores del F. VIII.

Ejemplo 9

En un experimento adicional, los inventores ensayaron diferentes aminoacidos en la posicion 265, en los que el
constructo usado contenia adicionalmente mutaciones en las posiciones 181 y 383 (a saber, V181l y 1383V). El
constructo de vector usado era pAAV-CMV-hF. IX. Las variantes fueron expresadas en células HEK 293, los niveles
del antigeno de F. IX se determinaron mediante ELISA, y la actividad de F. IX en plasma deficiente en F. X y en F.
VIII se determind mediante un ensayo en una etapa, como se ha descrito anteriormente. La reversion del residuo
265 desde Treonina a la natural Lisina (V1811 / 265K / 1383V, IKV) dio como resultado una pérdida practicamente
completa de la actividad independiente del F. VIII. Sorprendentemente, otras sustituciones de aminoacidos,
especialmente en las variantes K265A / V1811 / 1383V, K265G /V1811/ 1383V, K265V / V1811 / 1383V, K265N / V181I
/ 1383V, o0 K265D / V1811 / 1383V, dieron como resultado una actividad de puenteo del F. VIII similar que las K265T /
V1811 / 1383V, siendo las mayores para K265A / V1811 / 1383V. Los resultados se muestran en la Tabla 4 y en la
Figura 8. Como puede observarse, las mutantes con los residuos de aminoacidos pequefios en la posicion 265
muestran una mayor actividad coagulante, en las que las mutaciones K265T y K265A muestran el mayor aumento
en la actividad coagulante. Este resultado era inesperado, dado que la actividad independiente del F. VIl para una
variante del factor IX portadora de una Unica sustitucion K265A que habia sido descrita previamente estaba en un
intervalo bastante menor (Kolkman y Mertens, Biochemistry 2000, 39, 7398 - 7405)

Material y procedimientos
Constructos plasmidicos y vectores no viricos

En los experimentos se emplearon dos vectores de expresion diferentes para las variantes del F. IX. Los vectores
para cultivo tisular (Figura 3 A) consistian en el F. IX con un intrén 1 truncado de 1,4 kb dirigido por un promotor de
CMV segun se describié previamente (Schuettrumpf y col., 2005). Los cambios en los nucleétidos que codifican para
las variantes deseadas se introdujeron en este plasmido mediante mutagénesis dirigida estandar.

El vector de expresion para la transferencia génica dirigida al higado (Figura 3 B) consistia en la regién 1 de control
del locus hepatico, el promotor de la alfa-1 anti-tripsina humana, el mini-gen del F. IX que contenia el intrén 1
truncado de 1,4 kb y una sefial de poliadenilacion de la hormona de crecimiento bovina (HCR/hAAT - F. IX) segun se
describe (Miao y col., 2000) con modificaciones menores. El casete de expresidon se introdujo en un plasmido
productor de minicirculo amablemente proporcionado por Mark Kay (Chen y col., 2005). Este sistema permite la
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eliminacién de la secuencia del esqueleto del plasmido bacteriano para vectores circulares de ADN. Brevemente, se
hace crecer un plasmido completo que contiene el casete de expresion del F. IX flanqueado por las secuencias de
reconocimiento de la integrasa en bacterias de E. coli. Una integrasa inducible del fago ®C31 y la endonucleasa
inducible I-Scel junto con su sitio de reconocimiento estan ubicados en la otra parte (parental) del plasmido.
Después de una noche de crecimiento, la integrasa es activada mediante la adicién de arabinosa. La activacion de la
integrasa da lugar a la formacién de dos circulos, uno que contiene Unicamente el casete de expresion y otro que
contiene el resto del plasmido. Entonces se ajustan las condiciones (pH, temperatura y contenido en sodio) para la
endonucleasa, que fue inducida de una forma similar por la arabinosa. Esta enzima corta el esqueleto del plasmido
bacteriano, pero no el casete de expresion contenido en el minicirculo, de forma que el minicirculo permanece en las
bacterias, mientras que el resto del plasmido es degradado. Entonces los minicirculos se purificaron en una columna
de afinidad regular de una etapa y los contaminantes residuales del ADN bacteriano de las preparaciones se
eliminaron mediante la linealizacion del esqueleto bacteriano con una digestion con la enzima de restriccion Nrul
seguido de una degradacion exonucleolitica con DNasa dependiente de ATP Plasmid-Safe (Epicentre
Biotechnologies, Madison, WI). Finalmente, aislamos el ADN episomal a partir de los digeridos mediante una
extraccion con fenol-cloroformo, dando como resultado la recuperacion del minicirculo altamente puro (MC-
HCR/hAAT - F. IX).

Se construy6 el vector de expresion del F. VIl para la induccion del inhibidor tras una transferencia génica dirigida al
higado en ratones, similar al constructo HCR/hAAT - F. IX, con la diferencia de que el F. IX se intercambié por el gen
del F. VIl con el dominio B delecionado. Ademas, se empled un vector plasmidico que contenia el esqueleto de
pSL1180 en lugar de un vector un minicircular.

Expresion del F. IX in vitro para el ensayo de la variante

Se transfectaron HEK-293 con el plasmido CMV - F. IX mediante un método de transfecciéon estandar con fosfato
calcico, y se mantuvieron en medio exento de suero con la adicion de 10 ug/ ml de vitamina K. 48 horas después de
la transfeccion se extrajo el sobrenadante de las células y se recogieron las células. Se tomdé una alicuota del
sobrenadante y se ensay6 para comprobar los niveles y la actividad del antigeno de F. IX. Para las mutantes con
una actividad sospechosa de F. VIII, se concentré el resto del sobrenadante usando el método de concentracion
Vivaspin 20® (Viva Science AG, Hannover, Alemania). Con este método se obtienen facilmente unas
concentraciones de 25.000 ng/ml (un 500% de la actividad plasmatica normal). Esto permiti6 ensayar de forma
precisa la actividad de proteasa en plasma deficiente en F. VIII. Cada vez que se realiza el experimento, se usan F.
IX natural, F. IX S365R (sin actividad) y células no transfectadas como controles. Todos los experimentos se
repitieron al menos una vez y se realizaron por triplicado.

Ensayos del inhibidor de F. VIII, F. IX y F. Vil

Las concentraciones de F. IX se determinaron usando un enzimoinmunoensayo de adsorcion (ELISA) en el que se
us6 un anticuerpo monoclonal contra el F. IX humano, clon HIX-1 (Sigma, St Louis, MO), como anticuerpo de
captura a una dilucidon de 1:800; y como anticuerpo de deteccion, se usd policlonal de cabra anti-F. IX humano
conjugado con peroxidasa (Affinity Biologicals, Hamilton, ON) a una dilucién de 1:1.000. La actividad funcional del F.
IX se determind mediante un ensayo modificado del factor en una etapa incubando 25 pl de plasma humano
deficiente en F. IX 0 en F. VIIl con 25 pl de reactivo automatizado de tromboplastina parcial activada (aPTT) (Dade
Behring, Marburg, Alemania), y un total de 25 pl de una muestra de prueba que estaba sin diluir (o cuando se
requeria, las muestras se diluyeron en tampoén de imidazol durante 3 minutos a 37°C). Después se afiadieron 25 pl
de CaCl2 25 mM y se midi6 el tiempo hasta la formacién del coagulo mediante el uso de un fibrometro. Los
anticuerpos contra el F. VIIl se midieron mediante un ELISA especifico contra las subclases (IgG1 y 1gG2) de
inmunoglobulina G (IgG) murina, segun se describe (Schuettrumpf y col., 2005) con modificaciones menores,
mediante el recubrimiento de placas con 1 ug/ml de F. VIII recombinante purificado (Cogenate, Bayer HealthCare,
Leverkusen, Alemania). La actividad del F. VIII en plasma del inhibidor del F. VIII se determiné mediante el uso del
ensayo Chromogenic FVIII:C (Haemochrom Diagnostica, Essen, Alemania). La determinacién de los niveles de
antigen del F. VIII se realizé usando un kit ELISA de American Diagnostica (Pfungstadt, Alemania).

Modelos de raton

Todos los procedimientos con animales fueron aprobados por las autoridades locales de cuidado, proteccion y uso
animal. Se obtuvieron ratones deficientes en F. VIl en The Jackson Laboratory (Bar Harbour, Maine, EE.UU.). Los
ratones C57B1/6 se adquirieron en Harlan (Indianapolis, Indiana). Para el gen no virico, el vector de transferencia se
administré6 mediante una técnica de inyeccion hidrodinamica segun se describié previamente (Schuettrumpf y col.,
2008). En resumen, se inyectaron vectores no viricos a unas dosis de entre 10 y 50 pg por ratén en un volumen de 2
ml de disolucién salina fisiolégica en la vena de la cola de los ratones en entre 5 y 8 segundos. Durante los
siguientes experimentos se recogié entonces sangre de los ratones bien mediante un sangrado retro-orbital o bien
un desangrado posterior al corte de la cola.
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Ensayos de pérdida de sangre

Se provocaron hemorragias en la cola sin conocer el vector inyectado. Los ratones fueron anestesiados, se corto la
cola distal (de 1,5 o de 3 mm de diametro) e inmediatamente se sumergié en disolucion salina 37°C. La pérdida de
sangre se determind midiendo la absorbancia de la hemoglobina (A492 nm) en la disolucion salina la que se habia
colocado la cola, segun se refiere. Schuettrumpf y col., 2005.

Tabla 1 Actividades coagulantes de las variantes del factor IX en ausencia y en presencia del F. VIII. Los valores se
muestran en porcentaje, siendo el 100% la actividad del factor IX natural en plasma humano normal agrupado con
unos niveles normales de ambos F. IX y F. VIII humanos. Error estandar de la media (E.E.M.)

Variantes A"sti'x'gf“slfl%) E.E.M. A‘(’:tc')‘r’"‘;';'f“\’n(;;ﬁ’) E.E.M.
R338A + S377W 0,0 0.1 1086,6 1255
Tipo natural 0,0 0,1 100,0 3,7
Y259F 0,0 0,1 96,9 111
Y345T 0,0 0,0 50,9 8,1
S365R 0,0 0,0 0,0 0,3
E245K + K265T 0,2 0,1 21,6 7,1
G4Y + Y259F + K265T + Y345T 1,2 0.3 110,5 12,0
N34D + Y259F + K265T + Y345T 18 0,1 36,7 0,8
Y250F + K265T + Y345T + R358A 2.0 0,2 54,6 6,2
Y250F + K265T + Y345T 2.0 0,1 73,2 6,3
Y259F + K265T + Y345T + E388G 2.1 0.8 24.4 2,1
Y259F + K265T + Y345T + F353Y 2.1 0,4 57,1 6,8
F25Y + Y259F + K265T + Y345T 23 0,1 45,6 13
Y250F + K265T + Y345T + S377W 26 0,2 94,9 10,4
Y259F + K265T + 1290L + Y345T 28 0.7 60,1 8,4
Y250F + K265T + Y345T + S360A 28 0,2 64,4 3,6
Y250F + K265T + Y345T + 1383V + E388G 3,1 13 39,7 3,5
V217L + Y259F + K265T + Y345T 3,2 0.5 62,3 8,3
Y259F + K265T + Y345T + 1383V 35 0.3 67,1 5,3
Y250F + K265T + R338A + T340S + Y345T 3,9 0.3 214.,6 21,9
V181l + Y259F + K265T + Y345T 40 0.6 50,9 2,0
D85A + K265T 5,2 13 188,1 37,5
K265T + S360A + 1383V 5,3 13 104,2 23,1
V2531 + K265T 55 0.8 187,2 29,3
Y259F + K265T 5,9 0.9 141,0 20,5
K265T + S360A 5,9 0.5 187,0 19,8
V217L + K265T 6.0 0.9 250,9 39,2
K265T 6,6 0,7 191,1 14,0
R338A + K265T 7.1 0.6 6582 86,4
K265T + R338A + 1383V 8,1 14 480,2 80,9
K265T + 1383V 8,7 11 1387 15,8
V181l + K265T 9,0 0.8 219,2 22,4
V1811 + K265T + 1383V 16,4 2.1 204,9 28,9
V1811 + K265T + R338A + S377W + 1383V 21,9 3,9 1637,9 335,9
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Tabla 2 Variantes del factor IX para el tratamiento de la hemofilia B. Las proteinas muestran una actividad especifica
alterada del factor IX (en porcentaje comparado con el F. IX natural). La actividad del F. IX en ausencia del F. VI
esta por debajo de los limites de deteccion mediante el procedimiento de ensayo en una etapa. Error estandar de la

media (E.E.M.)

Variantes Actividad del F. IX (%) E.E.M.
G4Y + V10K 41 3
G4Y + R37T 54 4
S340T + R338A + Y345T 87 13
WT 100 5
G4Y 101 8
G4Y + Y1A 102 12
S377TW 218 27
R338A 552 68
R338A + S377TW 841 138
S360A + R338A + S377W 938 94
V86A + R338A + S377TW 1076 77
G4Y + R338A + S377TW 1284 335

Tabla 3 Efecto de las mutaciones adicionales a K265T sobre la actividad coagulante del F. IX en ausencia o en
presencia del F. VIII.

U: actividad coagulante hacia arriba; D: actividad coagulante hacia abajo;

N: sin cambios en la actividad coagulante, en la que N (U): tendencia hacia arriba o N (D): tendencia hacia abajo.

Mutacion Actividad sin F. VIII Actividad con F. VIII
R338A U U
V181l U N (U)
1383V U D
V86A N (U) U
S377TW N (U) U
V217L N (U) N (U)
1290L N (U) N (D)
F25Y N (U) D
F353Y N (U) D
D85A N (D) N (D)
V253l N (D) N (D)
Y259F N (D) N (D)
E388G N (D) D
N34D N (D) D
R358A N (D) D
S360A N N (D)
T340S N N
Y345T D D
G4y D U
E245K D D
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Tabla 4 Actividades coagulantes de las variantes del factor IX en ausencia y en presencia del F. VIII. Los valores se
muestran en porcentaje, siendo el 100% la actividad del factor IX natural en plasma humano normal agrupado con
unos niveles normales de ambos F. IX 'y F. VIII humanos. Error estandar de la media (E.E.M.)

aPTT
Mutacion Actividad del F, IX [%] + EEM Actividad de puenteo del F, VIl [%] + EEM

WT 1003 0,52+0,7
ITv 230+14 10,4+1,85
IAV 204 +7 12,51+ 0,61
IKV 52+3 1,49+ 0,07
ICV 33+6 1,97 +£0,14
IDV 213127 7,63+1,52
IEV 181119 5,8+0,72
IFV 155118 6,42+ 0,44
IGV 201+£12 7,96 + 0,47
IHV 1528 7,66 £ 0,95
v 172110 5,51+0,53
ILV 94 + 11 2,41+0,29
IMV 89120 2,78+0,4
INV 184 £ 17 9,21+0,62
IPV 29%3 2,7+0,5
Qv 1058 2,71+£0,25
IRV 46 £ 11 0,73+£0,2
ISV 1127 597+0,77
Ivv 134+ 15 8,49+1,23
Iwv 16+£2 2,44 £ 0,37
YV 83+9 2,56 + 0,29

Tipo natural (WT) se refiere a V181 / K265/ 1383, ITV se refiere a V1811 / K265T / 1383V, IAV se refiere a

V1811 / K265A / 1383V y asi sucesivamente.

Actividad del F. IX se refiere a la actividad con F. VIII;

Actividad de puenteo del F. VIII se refiere a la actividad sin F. VI

Las caracteristicas desveladas en la descripcion anterior, en las reivindicaciones y/o en los dibujos anexos pueden,
tanto por separado como en cualquier combinacion de las mismas, ser el material para la realizacién de la de
invencion en diversas formas de la misma.
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REIVINDICACIONES

1. Una variante del factor IX (F. IX) o del factor IX activado (F. 1Xa), que esta caracterizada porque tiene actividad
coagulante en ausencia de su cofactor,

en la que el cofactor es el factor VIII (F. VIII) o el factor VI activado (F. Vllla),

que comprende al menos una sustitucién de aminoacido en la posicién 265 en combinaciéon con la sustitucion de
aminoacido 1383V y la sustitucién de aminoacido V181I.

2. La variante del factor IX de la reivindicacion 1, en la que la sustitucion de aminoacido en la posicion 265 es
seleccionada de entre K265T, K265A, K265D, K265E, K265F, K265G, K265H, K2651, K265N, K265S y K265V.
es seleccionada preferentemente de entre K265T, K265A, K265G, K265V, K265N y K265D.

3. La variante del factor IX de la reivindicacion 1 o 2, que comprende adicionalmente una sustitucién de aminoacido
en la posicion 338 y/o 377, preferiblemente que comprende adicionalmente una sustitucion de aminoacido
seleccionada de entre R338A, R338L y S377W.

4. La variante del factor IX de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, seleccionada de entre
la variante K265T / V1811 / 1383V,

la variante K265T / V1811 / 1383V / R338A / S377W,

la variante K265A / V1811 /1383V, o

la variante K265A / V1811 / 1383V / R338A / S377W

5. La variante del factor IX de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 seleccionada de entre una variante con una
sustitucién de aminoacido en la posicién 265, preferiblemente seleccionada de entre K265T, K265A, K265D, K265E,
K265F, K265G, K265H, K265I, K265N, K265S y K265V, mas preferiblemente seleccionada de entre K265T, K265A,
K265G, K265V, K265N y K265D, en combinacién con la sustitucion de aminoacido 1383V, en combinacién con el
aminoacido V181I, preferiblemente seleccionada de entre

la variante K265T / V1811 / 1383V,

la variante K265A / V1811 / 1383V,

la variante K265G / VI811/ 1383V,

la variante K265V / V1811 / 1383V,

la variante K265N / V1811 / 1383V,

la variante K265D / V1811 / 1383V,

la variante K265E / V1811 / 1383V,

la variante K265F / V1811 / 1383V,

la variante K265H / V1811 / 1383V,

la variante K2651 / V1811 /1383V, o

la variante K265S / V1811 / 1383V.

6. La variante del factor IX de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, que comprende un compuesto o una fraccién
adicional, unida covalentemente a la variante.

7. La variante del factor IX de la reivindicacién 6, en la que el compuesto o la fraccién adicional es una proteina, un
marcador y/o un polimero.

8. Un acido nucleico que codifica para la variante del factor IX de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6,
preferiblemente unido operativamente a una secuencia promotora y/o de terminacion,

que es mas preferiblemente un plasmido de expresion, un constructo de terapia génica, un vector virico o no virico o
un molde para la reparacién génica.

9. Una composicion farmacéutica que comprende al menos una variante del factor IX (F. IX) de cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 7 o al menos un acido nucleico de la reivindicacion 8, y opcionalmente portador(es) y/o
excipiente(s) farmacéuticamente aceptable(s).

10. Una variante del factor IX (F. IX) de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, un acido nucleico de la
reivindicacion 8 o una composicion farmacéutica de la reivindicacion 9, para su uso en el diagndstico, la prevencion
y/o el tratamiento de enfermedades.

11. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composicion farmacéutica para su uso segun la
reivindicacion 10, en la que la enfermedad es una alteracion hemorragica o una hemorragia.

12. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composicion farmacéutica para su uso segun la
reivindicacion 11, en la que la alteracion hemorragica es la hemofilia A, hemofilia causada o complicada por
anticuerpos inhibidores contra el factor F. VIll o F. Vllla, hemofilia B,

13. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composicion farmacéutica para su uso segun la
reivindicacion 11, en la que la alteracion hemorragica o la hemorragia es una alteracion hemorragica en la que se
usan agentes de puenteo, incluyendo, por ejemplo, coagulopatias neonatales; enfermedad hepatica grave;
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procedimientos quirirgicos de alto riesgo; pérdida de sangre traumatica; trasplante de médula 6&sea;
trombocitopenias y alteraciones en la funcién plaquetar; reversion urgente de una anticoagulacién oral; deficiencias
congénitas en los factores V, VII, X, y XI; y enfermedad de von Willebrand con inhibidores contra el factor de von
Willebrand, pérdida de sangre relacionada con grandes heridas, hemorragias cerebrales, alteraciones en las
funciones de los trombocitos.

14. La variante del factor IX (F. IX), el acido nucleico o la composicién farmacéutica para su uso segun cualquiera de
las reivindicaciones 10 a 13, para terapia celular, terapia génica, terapia de infusién de proteinas.
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Figura 2
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Figura 3

A. Casete de expresion para la expresion en cultivo celular

n — ——
" Promotor/potenciador del CMV lexon 1 HEW exones 2 - 8 del F. IX humano !
_ . . g

B. Casete de expresion para la expresion especifica hepatica en ratones

HCRTE ] o L exones 2 - 8 del F. IX humano

FIX-WT WYV
kst (oo

264 265 266
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Figura 4

65 1

60

(s) IIA “d/L1de

100 50 100

100 50 100

F.IX:Ag (%)

37



ES 2 628 688 T3

Figura 5
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Figura 6
A
o
o 4
2 *
o *
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Tipo
|Sin vector natural T v  ITAWV
N 8 S 8 9 8
FiX: Ag(ug/ml) 16 9 12 8
B 2,5 - mMCS57BL/6
E WHA
g 2 a
o 4 =
8 1,5
S @ITv
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| csTaugsin vector TP T iV ITAW a
N 7 9 7 8 8 4
FIX: Ag(pg/mi) % 9 15 14

39



ES 2 628 688 T3

Figura 7
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Figura 8
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Variantes pAAV - CMV - hF. IX - ITV
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