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DESCRIPCION
Composiciones y procedimientos para mejorar la funcién del factor VIII de coagulacion.
Campo de la invencion

La presente invencion se refiere a los campos de la medicina y la hematologia. Mas especificamente, la
invencion proporciona nuevas variantes del factor VIII de coagulacion tal como se definen en las reivindicaciones.

Antecedentes de la invencion

Se citan varias publicaciones y documentos de patentes a lo largo de la memoria descriptiva a fin de describir el
estado de la técnica a la que pertenece la presente invencion.

La hemofilia A (HA) es una enfermedad hemorragica ligada a X que es consecuencia de una deficiencia
funcional del FVIII y afecta a 1:5000 varones en todo el mundo. Durante varias décadas, el modelo de perro HA
ha sido el mas utilizado para estudios preclinicos (1). En particular, en dos cepas de perros, la mutacion
subyacente consiste en una inversién en el intrén 22 del gen FVIIl que es analoga a la mutacién humana mas
comun (2). Este modelo replica fielmente la enfermedad humana tanto a niveles genotipicos como fenotipicos (3,
4). Hasta la fecha no existe ninguna caracterizacion de la proteina cFVIII debido a las dificultades para purificar
grandes cantidades de plasma canino y al rendimiento relativamente bajo en sistemas de expresiéon de FVIII
recombinante en general. Aunque la secuencia de ADNc de cFVIIl tiene una alta identidad de secuencia con el
FVIII humano (hFVIII) (5), los perros adultos con HA desarrollan respuestas inmunitarias al exponerlos al hFVIII
que impiden la evaluacién de la eficacia y la seguridad de posibles tratamientos novedosos para HA. En
particular, entre los seres humanos, incluso pequefios cambios de nucledtidos en el gen hFVIII pueden
predisponer a la formacion de inhibidores (6).

La identificacion de variantes de hFVIII que muestren propiedades de coagulacion superiores es muy deseable.
Es un objetivo de la invencion proporcionar dichas proteinas para su utilizacién como agentes terapéuticos.

Sumario de la invenciéon

Por lo tanto, segun la presente invencion, se proporciona una variante del factor VIII (FVIII) que muestra una
capacidad mejorada para modular la hemostasia tal como se define en las reivindicaciones. La variante del FVIII
puede ser una variante humana, que carece de la mayor parte del dominio B, que comprende una sustitucion de
aminoacido R1645H y que muestra una actividad y una estabilidad especificas aumentadas con respecto al
FVIII-BDD humano que carece de dicha sustitucion. Las variantes que comprenden eliminaciones vy
modificaciones adicionales en el sitio de escision de PACE/FURINA y que muestran un aumento de 3 veces en la
actividad especifica y una estabilidad mejorada en comparacion con el FVIII humano con el dominio B eliminado
(BDD) que carece de dicha sustituciéon también estan dentro del alcance de la invencidon. También se
proporcionan acidos nucleicos que codifican las variantes descritas en la presente memoria. Dichos acidos
nucleicos se clonan opcionalmente en un vector de expresion. Las células hospedadoras que comprenden
dichos vectores de expresion también estan abarcadas por la presente invencion.

En otro aspecto mas, se proporciona una composicion farmacéutica que comprende la variante del factor VIII
descrita anteriormente en un vehiculo biolégicamente compatible.

En la presente memoria también se describe un procedimiento para el tratamiento de un trastorno relacionado
con la hemostasia en un paciente con necesidad de ello, que comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de la variante de FVIII procoagulante descrita en la presente memoria en un vehiculo
bioldgicamente aceptable. Dichos trastornos incluyen, de manera no limitativa, hemofilia A, hemofilia A con
inhibidor, enfermedades de von Willebrand, sujetos sin hemofilia con inhibidores del FVIIl, trastornos de
plaquetas, enfermedades relacionadas con ADAMTS13, hemorragia asociada con traumatismo, coagulopatia por
lesién y coagulacion intravascular diseminada (DIC).

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: Analisis por inmunotransferencia Western de anticuerpos monoclonales cFVIII-BDD. Se
cribaron anticuerpos monoclonales mediante inmunotransferencia Western utilizando cFVIII-BDD y cFVIII-
BDD activado por trombina para determinar su especificidad para la cadena pesada (HC) o la cadena ligera
(LC). Se carg6 un microgramo de cFVIIl o cFVIII activado en un gel reductor NuPage al 4-12% con el
marcador Seablue Plus 2 (Invitrogen, Carlsbad, CA), se sometié a 200 V durante 50 minutos y se transfiri6 a
una membrana de nitrocelulosa. Se detectd cFVIII utilizando el anticuerpo monoclonal de ratén (4 ug/ml),
operacion seguida de la deteccion con IgG anti-raton de conejo IRDye 800CW (H&L) (Rockland
Immunochemicals, Inc., Gilbertsville, PA) y se analizé6 en un sistema de toma de imagenes infrarrojas
Odyssey (LI-COR Biociencias, Lincoln, NE).
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Figura 2: Caracterizacion bioquimica de FVIII-BDD. (Figura 2A) El FVIII-BDD canino (c) se sintetiza
predominantemente como una proteina monocatenaria de 160 kD, procesandose en una proporcién menor
como un heterodimero. La trombina (lla) escinde cFVIII-BDD en los sitios indicados para producir cFVIII
activado. (Figura 2B) La pureza de la proteina se evalu6 cargando 4 ug de FVIII-BDD humano (H) y cFVIII-
BDD (C) en una SDS-PAGE reductora, operacion seguida de tincion con azul de Coomassie (izquierda; -lla).
Los FVIII-BDD (H o C; 800 nM) se incubaron con lla (+lla; 5 nM) durante 10 min y el FVIII activado resultante
se sometié a una SDS-PAGE reductora (derecha, +lla). Se indican los diversos dominios de FVIII: SC:
monocatenario, HC: cadena pesada, LC: cadena ligera, A3-C1-C2 (73 kDa), A1 (50 kDa) y A2 (43 kDa).
(Figura 2C) La actividad especifica de cFVIII-BDD y hFVIII-BDD se compard utilizando un aPTT de una o dos
etapas en plasma humano deficiente. Para el ensayo de dos etapas (+lla), se activaron FVIII-BDD (humano o
canino; 20 nM) en Hepes 20 mM/NaCl 150 mM/CaCl, 5 mM/0.01% de Tween 80, pH 7.4 (tampdn de ensayo)
intencionadamente con lla (40 nM) durante 30 segundos a 25°C. El FVIII activado se diluyé inmediatamente
en un tampon de ensayo con albumina al 0.1% y después se afiadid subsiguientemente al ensayo de
coagulacion aPTT. En cualquiera de los aPTT de una (-lla) o dos etapas (+lla), la actividad especifica de
cFVIII-BDD fue 3 veces mayor que la de hFVIII-BDD. El cociente de activacion fue 22 para cFVIIl y 28 para
hFVIII. (Figura 2D) Se utilizé un ensayo de Xasa purificada para evaluar la estabilidad del dominio A2. El
ensayo de Xasa se realizdé mediante la activacion de cFVIII-BDD o hFVIII-BDD 20 nM con lla 40 nM durante
30 segundos a 25°C. La reaccion se detuvo mediante la adicién de hirudina 60 nM. En varios puntos
temporales después de la activacion, se afiadié FVllla (0.2 nM, final) al complejo Xasa [hFIXa (2 nM), hFX
(300 nM) y fosfolipidos (20 uM, fosfatidilcolina/fosfatidilserina; 75:25] y se midi6 la activacion mediante el
seguimiento de la generacion de FXa utilizando un sustrato cromogénico.

Figura 3. El FVIII-BDD canino es funcional y no induce una respuesta inmunitaria en perros HA. Figura
3A) Tiempo de coagulacion de sangre completa (WBCT) después de tres inyecciones de cFVIII-BDD en un
perro con HA (media + SD). El WBCT se acortd dentro de un periodo de 5 minutos desde la infusién de
proteinas desde > 45 minutos (referencia) a 13-16.5 min (intervalo normal: 8-12 min). Figura 3B) Antigeno de
FVIII (lineas azules) y actividad de coagulacion (linea roja) después de inyeccion IV de cFVIII-BDD. Para una
infusion de proteinas del mismo perro, la actividad de cFVIII se determiné mediante el ensayo Coatest y los
niveles de antigenos se determinaron mediante ELISA especifico para la cadena pesada (HC) o ligera (LC)
de cFVIIl. El Coatest se realizé utilizando cFVIII purificado como patréon. Una unidad se define como 100
ng/ml. Figura 3C) Supervision de la formacion de anticuerpos e inhibidores de cFVIII-BDD en perros HA.
Ademas de los perros adultos, los animales no tratados previamente neonatales que no habian sido
expuestos previamente a plasma canino normal se trataron con cFVIII-BDD. IgG representa tanto datos de
IgG1 como de IgG2.

Figura 4. Recuperacion de FVIIl después de la exposicion a anticuerpos anti-hFVIIl. Se incubaron
diferentes concentraciones de cFVIII-BDD o hFVIII-BDD con plasma humano que contiene anticuerpos
neutralizantes especificos de hFVIIl (11 B.U.) (George King Biomedical, Inc., Overland Park, KS) y la
actividad residual de FVIII se midié inmediatamente o después de la incubacién a 37°C durante 2 horas. Una
unidad se define como 100 ng/ml.

Figura 5. FVIIl humano (WT) o FVIIl variante 1645H y FVIII canino (WT) o cFVIll variante H1637R. SDS-
PAGE seguido de tincion con azul de Coomassie (izquierda; +activacion de trombina-lla). EI FVIII-BDD
(humano o canino; 800 nM) se incubd con lla (+lla; 5 nM) durante 10 minutos y el FVIII activado resultante se
sometié a una SDS-PAGE reductora (derecha, +lla). Los diversos dominios de FVIII estan indicados: SC:
monocatenario, HC: cadena pesada, LC: cadena ligera, A3-C1-C2 (73 kDa), A1 (50 kDa) y A2 (43 kDa).

Figura 6. Estabilidad en el dominio A2 del FVIIl humano (WT) y FVIIl variante RH. El ensayo de Xasa se
realizé activando 20 nM de las formas de hFVIII-BDD con lla 40 nM durante 30 segundos a 25°C. La reaccion
se detuvo mediante la adicién de hirudina 60 nM. En varios puntos temporales después de la activacion, se
afiadié FVllla (0.2 nM, final) al complejo Xasa [hFIXa (2 nM), hFX (300 nM) y fosfolipidos (20 pM,
fosfatidilcolina/fosfatidilserina; 75:25] y se midi6 la activaciéon mediante el seguimiento de la generacion de
FXa utilizando un sustrato cromogénico.

Figura 7. Estudios de lentivirus PAGhF8™". (A) Nivel antigénico de phF8 en plaquetas a partir de ratones
F8™" reconstituidos con médula de la linea de ratones hF8.38/F8™" (#38) o de ratones F8™" transfectados
con lentivirus PhF8 o PhF8~" controlado por el promotor PF4 (figura 2C). (B) Estudios de lesién de la arteria
carétida con FeCl; de ratones F8™" reconstituidos con médula transducida con un lentivirus vacio FPW o
hBF8, cBF8 o hBF8™" controlados por PF4. Cada conjunto de 3 barras va de izquierda (claro) a derecha
(oscuro): 20%, 15% y 10% de FeCls, lesiones de 3 min. N = 3-5 ratones por rama. Se muestra la media + 2
SE. * = p < 0.01 en comparacion con FPW. (C) Estudios de lesion con laser de arteriola de cremaster de
ratones WT, F8™°, PhF8/F8™" y PhF8™"/F8™" . Se muestra la acumulacién de fibrina (rojo) y plaquetas
(verde) a lo largo de los 3 minutos. Se indican el numero de lesiones y ratones estudiados.
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Descripcion detallada de la invencién

La produccién de factor VIII canino con el dominio B eliminado (cFVII-BDD) recombinante reveld
inesperadamente rendimientos proteicos superiores con un aumento de 3 veces de la actividad especifica y la
estabilidad con respecto al FVIII-BDD humano (hFVIII-BDD). EI cFVII-BDD es eficaz en la inducciéon de
hemostasia en plasma humano que contiene inhibidores de FVIIIl. La infusién de cFVIII-BDD en perros con
hemofilia A dio como resultado la correccion del fenotipo de la enfermedad con un perfil farmacocinético similar a
la experiencia clinica con hFVIII-BDD. En particular, las provocaciones de tolerancia inmunitaria con cFVIII-BDD
en hemofilia A en jévenes y adultos no indujeron la formacion de anticuerpos neutralizantes o no neutralizantes
para cFVIIl. Estos datos indican que la variante de FVIII descrita en la presente memoria debera mostrar una
mayor eficacia y una mayor seguridad en estudios preclinicos de nuevos tratamientos para la hemofilia A.

|. Definiciones:

Se han utilizado en la presente memoria anteriormente y también se utilizan a lo largo de la memoria descriptiva
y las reivindicaciones varios términos relacionados con las moléculas bioldgicas de la presente invencion.

La frase "factor VIII variante (FVIII)" se refiere a un FVIII modificado que se ha alterado genéticamente de tal
forma que la proteina codificada muestre un aumento de 3 veces en la actividad especifica y una estabilidad
mejorada en comparacion con el FVIII sin modificar. Las secuencias de nucleétidos descritas en la presente
memoria pueden obtenerse facilmente de GenBank. Para FVIII humano, ver el nimero de acceso NG-011403.1.
Para FVIII canino, ver el nUmero de acceso NM-001003212-1. cFVIII-BDD se refiere a una variante de FVIII que
carece del dominio B.

La frase "trastorno relacionado con la hemostasia" se refiere a trastornos hemorragicos, tales como hemofilia A,
pacientes con hemofilia A con anticuerpos inhibidores, deficiencias en factores de coagulacion VI, VIII, IX y X,
XI, V, Xll, ll, factor de von Willebrand, deficiencia en FV/FVIII combinados, deficiencia de vitamina K epdxido
reductasa C1, deficiencia de gamma-carboxilasa; hemorragia asociada a traumatismo, lesién, trombosis,
trombocitopenia, apoplejia, coagulopatia, coagulacién intravascular diseminada (DIC); sobreanticoagulacion
asociada con heparina, heparina de bajo peso molecular, pentasacarido, warfarina, antitrombéticos de molécula
pequefia (es decir, inhibidores de FXa); y trastornos plaquetarios tales como el sindrome de Bernard Soulier,
tromblastemia de Glanzman y deficiencia de acumulacion de almacenamiento.

Haciendo referencia a los acidos nucleicos de la invencion, algunas veces se utiliza la expresion "acido nucleico
aislado". Esta expresion, cuando se aplica al ADN, se refiere a una molécula de ADN que esta separada de las
secuencias con las que esta inmediatamente contigua (en las direcciones 5'y 3') en el genoma de origen natural
del organismo del que se origina. Por ejemplo, el "acido nucleico aislado" puede comprender una molécula de
ADN o ADNc insertada en un vector, tal como un plasmido o un vector virico, o integrada en el ADN de un
procariota o eucariota.

Con respecto a las moléculas de ARN de la invencién, la expresion "acido nucleico aislado" se refiere
principalmente a una molécula de ARN codificada por una molécula de ADN aislada tal como se ha definido
anteriormente. Alternativamente, la expresion puede referirse a una molécula de ARN que se ha separado
suficientemente de las moléculas de ARN con las que estaria asociada en su estado natural (es decir, en células
o tejidos), de forma que esté presente en una forma "sustancialmente pura" (la expresion "sustancialmente pura"
se define mas adelante).

Con respecto a la proteina, la expresion "proteina aislada" o "proteina aislada y purificada" se utiliza algunas
veces en la presente memoria. Esta expresion se refiere principalmente a una proteina producida por la
expresion de una molécula de acido nucleico aislada de la invencién. Alternativamente, esta expresion puede
referirse a una proteina que se ha separado suficientemente de otras proteinas con las que se asociaria de
forma natural, para presentarse en forma "sustancialmente pura".

La expresion "region promotora" se refiere a las regiones reguladoras de la transcripcion de un gen, que se
pueden encontrar en el extremo 5' o 3' de la region de codificacion, o dentro de la region de codificacion, o dentro
de los intrones.

El término "vector" se refiere a una pequefia molécula de ADN portadora en la que se puede insertar una
secuencia de ADN para introducirla en una célula hospedadora en la que se replicara. Un "vector de expresion"
es un vector especializado que contiene un gen o una secuencia de acido nucleico con las regiones reguladoras
necesarias para la expresion en una célula hospedadora.

La expresion "unido operativamente" significa que las secuencias reguladoras necesarias para la expresion de
una secuencia de codificacion se disponen en la molécula de ADN en las posiciones apropiadas con respecto a
la secuencia de codificacion para efectuar la expresién de la secuencia de codificacion. Esta misma definicion se
aplica a veces a la disposicion de secuencias de codificacion y elementos de control de la transcripcion (por
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ejemplo, promotores, potenciadores y elementos de terminacion) en un vector de expresion. Esta definicion
también se aplica algunas veces a la disposicion de secuencias de acido nucleico de una primera y una segunda
molécula de acido nucleico en la que se genera una molécula de acido nucleico hibrida.

La expresion "sustancialmente pura" se refiere a una preparacion que comprende al menos el 50-60% en peso
del compuesto de interés (por ejemplo, acido nucleico, oligonucleétido, proteina, etc.). De forma mas preferida, la
preparacion comprende al menos el 75% en peso, y de forma mas preferida el 90-99% en peso, del compuesto
de interés. La pureza se mide mediante procedimientos apropiados para el compuesto de interés (por ejemplo,
procedimientos cromatograficos, electroforesis en gel de agarosa o de poliacrilamida, analisis por HPLC vy
similares).

La frase "que consiste esencialmente en", cuando se refiere a una secuencia de nucleétidos o una secuencia de
aminoacidos particular, significa una secuencia que tiene las propiedades de una SEQ ID NO:. Por ejemplo,
cuando se usa con referencia a una secuencia de aminoacidos, la frase incluye la secuencia de por si y las
modificaciones moleculares que no afectarian a las caracteristicas basicas y novedosas de la secuencia.

El término "oligonucledtido”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a cebadores y sondas, y se
define como una molécula de acido nucleico que consta de dos o mas ribonucleétidos o desoxirribonucleétidos,
preferentemente mas de tres. El tamafio exacto del oligonucledtido dependera de varios factores y de la
aplicacion particular para la que se utiliza el oligonucleoétido. El término "sonda", tal como se utiliza en la presente
memoria, se refiere a un oligonucledtido, polinucledtido o acido nucleico, ya sea ARN o ADN, tanto de origen
natural como en un producto de digestién con enzimas de restriccion purificado o producido sintéticamente, que
sea capaz de hibridarse o hibridarse especificamente con secuencias de acido nucleico complementarias a la
sonda. Una sonda puede ser monocatenaria o bicatenaria. La longitud exacta de la sonda dependera de muchos
factores, incluida la temperatura, la fuente de la sonda y el procedimiento de uso. Por ejemplo, para aplicaciones
de diagnéstico, dependiendo de la complejidad de la secuencia objetivo, la sonda oligonucleotidica contiene
tipicamente 15-25 nucledétidos o mas, aunque puede contener menos nucleotidos.

Las sondas del presente documento se seleccionan para que sean "sustancialmente" complementarias a
diferentes cadenas de una secuencia de acido nucleico diana particular. Esto significa que las sondas deben ser
suficientemente complementarias para poder "hibridarse especificamente" o hibridarse con sus respectivas
cadenas diana en un conjunto de condiciones predeterminadas. Por lo tanto, no es necesario que la secuencia
de la sonda refleje la secuencia complementaria exacta de la diana. Por ejemplo, un fragmento de nucleétido no
complementario se puede unir al extremo 5' o 3' de la sonda, siendo el resto de la secuencia de la sonda
complementaria a la cadena diana. Alternativamente, se pueden intercalar bases no complementarias o
secuencias mas largas en la sonda, siempre que la secuencia de la sonda tenga suficiente complementariedad
con la secuencia del acido nucleico diana para hibridarse especificamente con la misma.

La expresiéon "hibridarse especificamente" se refiere a la asociacion entre dos moléculas de acido nucleico
monocatenarias de secuencia lo suficientemente complementaria como para permitir dicha hibridacion en
condiciones predeterminadas generalmente utilizadas en la técnica (a veces denominadas "sustancialmente
complementarias"). En particular, la expresion se refiere a la hibridacion de un oligonucleétido con una secuencia
sustancialmente complementaria contenida dentro de una molécula de ADN o ARN monocatenaria de la
invencion, para la exclusion sustancial de la hibridacion del oligonucleétido con acidos nucleicos monocatenarios
de secuencia no complementaria.

El término "cebador”, tal como se utiliza en la presente memoria, se refiere a un oligonucledtido, ya sea ARN o
ADN, bicatenario o monocatenario, derivado de un sistema biolégico, generado por digestion con enzimas de
restriccion, o producido sintéticamente que, cuando se dispone en el entorno adecuado es capaz de actuar
funcionalmente como un iniciador de la sintesis de acidos nucleicos dependiente de plantilla. Cuando se
presenta con una plantilla de acido nucleico apropiada, precursores adecuados de nucleédsido trifosfato de acidos
nucleicos, una enzima polimerasa, cofactores adecuados y condiciones tales como una temperatura y un pH
adecuados, el cebador puede extenderse en su extremo 3' mediante la adicién de nucleétidos mediante la accién
de una polimerasa o una actividad similar para producir un producto de extension de cebador.

El cebador puede variar en longitud dependiendo de las condiciones particulares y los requerimientos de la
aplicacion. Por ejemplo, en aplicaciones de diagnostico, el cebador oligonucleotidico tiene tipicamente una
longitud de 15-25 nucledtidos o mas. El cebador debe ser lo suficientemente complementario con la plantilla
deseada para cebar la sintesis del producto de extensién deseado, es decir, para poder hibridarse con la cadena
de la plantilla deseada de una forma suficiente para proporcionar el resto hidroxilo 3' del cebador en una
yuxtaposicion apropiada para su uso en la iniciacion de la sintesis mediante una polimerasa o enzima similar. No
se requiere que la secuencia del cebador represente un complemento exacto de la plantilla deseada. Por
ejemplo, una secuencia de nucleétidos no complementaria se puede unir al extremo 5' de un cebador por lo
demas complementario. Alternativamente, pueden intercalarse bases no complementarias dentro de la secuencia
del cebador oligonucleotidico, siempre que la secuencia del cebador tenga suficiente complementariedad con la
secuencia de la cadena de plantilla deseada como para proporcionar funcionalmente un complejo de plantilla-
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cebador para la sintesis del producto de extension.

La expresion "porcentaje idéntico" se utiliza en la presente memoria con referencia a comparaciones entre
secuencias de acidos nucleicos o aminoacidos. Las secuencias de acidos nucleicos y aminoacidos a menudo se
comparan utilizando programas informaticos que alinean secuencias de nucleicos o aminoacidos, definiendo asi
las diferencias entre los dos. Para los fines de la presente invencion, las comparaciones de secuencias de acido
nucleico se realizan utilizando el paquete GCG Wisconsin version 9.1, disponible en Genetics Computer Group
en Madison, Wisconsin. Por conveniencia, los parametros predeterminados (penalizacion de creacion de hueco =
12, penalizacion de extension de hueco = 4) especificados por ese programa se destinan al uso en la presente
memoria para comparar la identidad de secuencia. Alternativamente, el programa Blastn 2.0 proporcionado por el
National Center for Biotechnology Information (que se encuentra en Internet en ncbi.nlm.nih.gov/blast/); Altschul
et al., 1990, J Mol Biol 215: 403-410) que utiliza una alineaciéon con huecos con parametros predeterminados,
puede utilizarse para determinar el nivel de identidad y similitud entre las secuencias de acido nucleico y las
secuencias de aminoacidos.

Il. Preparacién de moléculas de acido nucleico que codifican FVIII variante y polipéptidos

A. Moléculas de acido nucleico

Pueden prepararse moléculas de acido nucleico que codifican las moléculas de FVIII variante de la invenciéon
utilizando procedimientos de tecnologia de ADN recombinante. La disponibilidad de informacion de la secuencia
de nucledtidos permite la preparacion de moléculas de acido nucleico aisladas de la invencién mediante una
diversidad de medios. Por ejemplo, las secuencias de acido nucleico que codifican un polipéptido FVIII variante
pueden aislarse de fuentes bioldgicas apropiadas usando protocolos estandar bien conocidos en la técnica.

Los acidos nucleicos de la presente invencion pueden mantenerse como ADN en cualquier vector de clonaciéon
conveniente. Los clones pueden mantenerse en un vector de expresion/clonacién de plasmidos, tal como
pBluescript (Stratagene, La Jolla, CA), que se propaga en una célula hospedadora de E. coli adecuada.
Alternativamente, los acidos nucleicos pueden mantenerse en un vector adecuado para la expresion en células
de mamiferos. En los casos en los que la modificaciéon postraduccional afecta a la funcién de la coagulacion, se
prefiere expresar la molécula en células de mamiferos.

Las moléculas de acido nucleico que codifican FVIII variante de la invencion incluyen ADNc, ADN genémico,
ARN, y también se describen en la presente memoria fragmentos de los mismos que pueden ser monocatenarios
o bicatenarios. Por lo tanto, también se proporcionan en la presente memoria oligonucleétidos (cadenas de ADN
o ARN sentido o antisentido) que tienen secuencias capaces de hibridarse con al menos una secuencia de una
molécula de acido nucleico de la presente invencion. Dichos oligonucledtidos son utiles como sondas para
detectar la expresion de FVIIL.

B. Proteinas

Un polipéptido FVIII con el dominio B eliminado de la presente invencién se puede preparar de diversas
maneras, segun procedimientos conocidos. La proteina puede purificarse a partir de fuentes apropiadas, por
ejemplo, células o tejidos cultivados bacterianos o animales transformados que expresan FVIII disefado
genéticamente mediante purificacion por inmunoafinidad.

La disponibilidad de moléculas de acido nucleico que codifican un polipéptido FVIII variante permite la produccién
de FVIII utilizando procedimientos de expresion in vitro conocidos en la técnica. Por ejemplo, un ADNc o un gen
puede clonarse en un vector de transcripcion in vitro apropiado, tal como pSP64 o pSP65, para la transcripcion in
vitro, seguida de traduccion libre de células en un sistema de traduccion libre de células adecuado, tal como
germen de trigo o lisados de reticulocitos de conejo. Los sistemas de transcripcion y traduccion in vitro estan
disponibles comercialmente, por ejemplo, de Promega Biotech, Madison, Wisconsin o BRL, Rockville, Maryland.

Alternativamente, pueden producirse mayores cantidades de FVIII por expresion en un sistema de expresion
procariota o eucariota adecuado. Por ejemplo, parte o la totalidad de una molécula de ADN que codifica un factor
VIII variante, por ejemplo, puede insertarse en un vector plasmidico adaptado para la expresion en una célula
bacteriana, tal como E. coli, o una célula de mamifero tal como las células CHO o Hela. Alternativamente,
pueden generarse proteinas de fusion marcadas que comprenden FVIII. Dichas proteinas de fusién marcadas
con FVIII estan codificadas por parte o la totalidad de una molécula de ADN, ligada en el marco de lectura del
codén correcto a una secuencia de nucleétidos que codifica una parte o la totalidad de una etiqueta polipeptidica
deseada que se inserta en un vector plasmidico adaptado para la expresién en una célula bacteriana, tal como E.
coli, o una célula eucariota, tal como, pero sin limitacion, células de levadura y de mamifero. Vectores tales como
los descritos anteriormente comprenden los elementos reguladores necesarios para la expresion del ADN en la
célula hospedadora posicionados de tal forma que permitan la expresién del ADN en la célula hospedadora.
Dichos elementos reguladores requeridos para la expresion incluyen, pero sin limitacion, secuencias promotoras,
secuencias de iniciacion de la transcripcion y secuencias potenciadoras.
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Las proteinas FVIIl variantes, producidas mediante expresion génica en un sistema procariota o eucariota
recombinante pueden purificarse segun procedimientos conocidos en la técnica. Por ejemplo, se puede utilizar
un sistema de expresién/secrecion disponible comercialmente, con el que se expresa la proteina recombinante y
después se secreta de la célula hospedadora, para purificarla facilmente a partir del medio circundante. Si no se
utilizan vectores de expresidn/secrecion, un enfoque alternativo implica la purificacién de la proteina
recombinante mediante separacion por afinidad, tal como mediante interaccion inmunolégica con anticuerpos
que se unen especificamente a la proteina recombinante o columnas de niquel para el aislamiento de proteinas
recombinantes marcadas con 6-8 residuos de histidina en su extremo N-terminal o C-terminal. Etiquetas
alternativas pueden comprender el epitopo FLAG, GST o el epitopo de hemaglutinina. Dichos procedimientos se
utilizan de forma comun por los expertos.

Las proteinas FVIII, preparadas mediante los procedimientos mencionados anteriormente, pueden analizarse
segun procedimientos estandar. Por ejemplo, dichas proteinas pueden evaluarse para determinar propiedades
de coagulacion alteradas segun procedimientos conocidos.

Tal como se ha abordado anteriormente, una forma conveniente de producir un polipéptido segun la presente
invencion es expresar el acido nucleico que lo codifica, mediante el uso del acido nucleico en un sistema de
expresion. Una diversidad de sistemas de expresion de utilidad para los procedimientos de la presente invencion
son bien conocidos por los expertos en la técnica.

En consecuencia, la presente invencion comprende asimismo un procedimiento para producir un polipéptido (tal
como se divulga), incluyendo el procedimiento la expresion del acido nucleico que codifica el polipéptido
(generalmente acido nucleico). Esto puede lograrse convenientemente cultivando una célula hospedadora, que
contiene dicho vector, en condiciones apropiadas que causan o permiten la produccién del polipéptido. Los
polipéptidos también se pueden producir en sistemas in vitro.

. Utilizaciones de proteinas FVIIl y acidos nucleicos que codifican FVIII

Pueden utilizarse segun la presente invencion acidos nucleicos de FVIII variante que codifican polipéptidos que
tienen actividades de coagulacion alteradas, por ejemplo, como agentes terapéuticos y/o profilacticos (proteina o
acido nucleico) que modulan la cascada de coagulacion de la sangre o como un transgén en estrategias basadas
en genes o en células para la expresion continua de FVIIl y sus variantes en pacientes con hemofilia A. En el
contexto de la presente invencion se han descubierto modificaciones de moléculas de FVIII que dan como
resultado un aumento de la actividad de coagulacién y una mayor estabilidad, mejorando asi la hemostasia.

A. Polipéptidos de FVIII variante

Los polipéptidos de FVIII variante pueden administrarse a un paciente mediante infusién en un vehiculo
biol6gicamente compatible, preferementemente mediante inyeccion intravenosa. El FVIII variante de la invencion
se puede encapsular opcionalmente en liposomas o mezclar con otros fosfolipidos o micelas para aumentar la
estabilidad de la molécula. El FVIII se puede administrar solo o en combinacién con otros agentes que se sabe
que modulan la hemostasia (por ejemplo, factor V, factor Va o derivados de los mismos). Un profesional médico
puede determinar una composicién apropiada para administrar polipéptidos FVIII considerando una diversidad de
variables fisiolégicas, que incluyen, entre otras, la condicién del paciente y el estado hemodinamico. Una
diversidad de composiciones muy adecuadas para diferentes aplicaciones y vias de administracion son bien
conocidas en la técnica y se describen a continuacion.

La preparacion que contiene el analogo de FVIII purificado contiene una matriz fisioldgicamente aceptable y
preferentemente se formula como una preparacion farmacéutica. La preparacion se puede formular utilizando
procedimientos sustancialmente conocidos de la técnica anterior, se puede mezclar con un tampén que contiene
sales, tales como NaCl, CaCl,, y aminoacidos, tales como glicina y/o lisina, y en un intervalo de pH de 6 a 8.
Hasta que sea necesario, la preparacion purificada que contiene el analogo de FVIII se puede almacenar en
forma de una solucion terminada o en forma liofilizado o ultracongelada. Preferentemente, la preparacion se
almacena en forma liofilizada y se disuelve en una solucién visualmente transparente utilizando una solucién de
reconstitucion apropiada.

Alternativamente, la preparacion segun la presente invencion también puede estar disponible como una
preparacion liquida o como un liquido que esta ultracongelado.

La preparacion segun la presente invencion es especialmente estable, es decir, se puede dejar reposar en forma
disuelta durante un periodo prolongado antes de su administracion.

La preparacion segun la presente invencion puede estar disponible como una preparacion farmacéutica con
actividad de FVIII en forma de una preparacién de un componente o en combinaciéon con otros factores en forma
de una preparacion de multiples componentes. Antes de procesar la proteina purificada en una preparacion
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farmacéutica, la proteina purificada se somete a los controles de calidad convencionales y se configura en una
forma terapéutica de presentacion. En particular, durante la fabricacion recombinante, la preparacion purificada
se somete a ensayo para detectar la ausencia de acidos nucleicos celulares y acidos nucleicos que se derivan
del vector de expresion, preferentemente utilizando un procedimiento tal como se describe en el documento EP 0
714 987.

La preparacion de proteina farmacéutica se puede utilizar en dosis de entre 30 y 100 Ul/kg (Una Ul es de 100
ng/ml) en una sola inyeccioén diaria o hasta 3 veces al dia durante varios dias. Los pacientes pueden tratarse
inmediatamente después de su presentacion en la clinica con una hemorragia. Alternativamente, los pacientes
pueden recibir una infusion en embolada cada ocho a doce horas, o si se observa una mejoria suficiente, una
infusién una vez al dia del FVIII variante descrito en la presente memoria.

B. Acidos nucleicos que codifican FVIII

Pueden utilizarse acidos nucleicos que codifican FVIII para una diversidad de fines segun la presente invencion.
Por ejemplo, se proporciona un vehiculo de suministro de acido nucleico (es decir, un vector de expresion) para
modular la coagulacién sanguinea, en el que el vector de expresién comprende una secuencia de acido nucleico
que codifica un polipéptido FVIII variante, o un fragmento funcional del mismo tal como se describe en la
presente memoria. La administracion de vectores de expresiéon que codifican FVIII a un paciente da como
resultado la expresion del polipéptido FVIII que sirve para alterar la cascada de coagulaciéon. Segun la presente
invencién, una secuencia de acido nucleico que codifica FVIII puede codificar un polipéptido FVIII tal como se
describe en la presente memoria cuya expresion aumenta la hemostasia. Una secuencia de acido nucleico de
FVIII puede codificar una variante de polipéptido FVIII humano.

Los vectores de expresién que comprenden secuencias de acido nucleico de FVIII variante pueden administrarse
solos, 0 en combinacién con otras moléculas Utiles para modular la hemostasia. Los vectores de expresion o la
combinacién de agentes terapéuticos pueden administrarse al paciente solos o en una composicion
farmacéuticamente aceptable o biolégicamente compatible.

El vector de expresiéon que comprende secuencias de acido nucleico que codifican las variantes de FVIII variante
puede ser un vector virico. Los vectores viricos que pueden utilizarse en la presente invencion incluyen, pero sin
limitacién, vectores adenoviricos (con o sin promotores/potenciadores especificos de tejido), vectores de virus
adenoasociados (AAV) de multiples serotipos (por ejemplo, AAV-1 a AAV-12 y otros) y vectores AAV hibridos,
vectores de lentivirus y vectores de lentivirus pseudotipados [por ejemplo, virus del Ebola, virus de la estomatitis
vesicular (VSV) y virus de inmunodeficiencia felina (VIF)], vectores del virus del herpes simple, vectores del virus
vacuna, vectores retroviricos, vectores lentiviricos, vectores no viricos y otros.

También se proporcionan en la presente memoria procedimientos para la administracién de un vector virico que
comprende secuencias de acido nucleico que codifican un FVIII variante, o un fragmento funcional del mismo.
Los vectores de AAV y los vectores lentiviricos tienen una amplia utilidad en los procedimientos descritos en la
presente memoria y, preferentemente, no incluyen ningun gen virico asociado con la patogénesis. De la forma
mas preferida, solo se incluyen las partes esenciales del vector, por ejemplo, los elementos ITR y LTR,
respectivamente. La administracion directa de vectores o la transduccién ex vivo de células humanas y después
de la infusién en el cuerpo dara como resultado la expresion de FVIII variantes, ejerciendo asi un efecto
terapéutico beneficioso sobre la hemostasia. En el contexto del factor VIII variante descrito en la presente
memoria, dicha administracién mejora la actividad de procoagulacion.

Los vectores de AAV Yy lentiviricos recombinantes han encontrado una amplia utilidad para una diversidad de
aplicaciones de terapia génica. Su utilidad para dichas aplicaciones se debe en gran parte a la alta eficacia de
transferencia de genes in vivo lograda en una diversidad de contextos de érganos.

Pueden utilizarse particulas de AAV Yy lentiviricos como vehiculos para la liberacion eficaz de genes. Dichos
viriones poseen una serie de caracteristicas deseables para tales aplicaciones, incluido tropismo para dividir y no
dividir células. La experiencia clinica inicial con estos vectores también ha demostrado que la toxicidad no
sostenida y las respuestas inmunitarias eran minimas o indetectables. Se sabe que los AAV infectan a una
amplia diversidad de tipos de células in vivo e in vitro por endocitosis mediada por receptor o por transcitosis.
Estos sistemas de vectores se han sometido a ensayo en humanos dirigiéndolos al epitelio retiniano, el higado,
el muasculo esquelético, las vias aéreas, el cerebro, las articulaciones y células troncales hematopoyéticas. Es
probable que los vectores no viricos basados en ADN plasmidico o minicirculos sean también vectores de
transferencia génica adecuados para un gen grande como el que codifica FVIII.

Es deseable introducir un vector que pueda proporcionar, por ejemplo, multiples copias de un gen deseado y, por
lo tanto, mayores cantidades del producto de ese gen. Los vectores de AAV vy lentiviricos mejorados y los
procedimientos para producir estos vectores se han descrito en detalle en una serie de referencias, patentes y
solicitudes de patentes, que incluyen: Wright J.F. (Hum Gene Ther 20: 698-706, 2009) que es la tecnologia
utilizada para la produccion de vectores de grado clinico en nuestras instalaciones en el Children's Hospital of
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Philadelphia. El vector lentiviral se puede producir en CHOP y los otros vectores estan disponibles a través del
laboratorio central de produccion de vectores de lentivirus mediante el programa NHLBI Gene Therapy Resource
Program (GTRP) - Lentivirus Vector Production Core Laboratory. Para algunas aplicaciones, un constructo de
expresion puede comprender ademas elementos reguladores que sirven para dirigir la expresion en una célula o
tipo de tejido particular. Dichos elementos reguladores son conocidos por los expertos en la materia y se tratan
en profundidad por Sambrook et al. (1989) y Ausubel et al. (1992). La incorporaciéon de elementos reguladores
especificos de tejido en los constructos de expresion de la presente invencidn proporciona un tropismo de tejido
al menos parcial para la expresion de los FVIII variantes o fragmentos funcionales de los mismos. Por ejemplo,
se pueden emplear secuencias de acido nucleico que codifican el FVIII variante bajo el control de un promotor de
citomegalovirus (CMV) para la expresion del musculo esquelético o el hAAT-ApoE y otros para la expresion
especifica del higado. También se pueden utilizar promotores especificos hematopoyéticos en vectores
lentiviricos.

Procedimientos ejemplificativos para producir vectores de AAV

El AAV para la expresion génica recombinante se ha producido en la linea celular de rifidn embrionario humano
293 y ha sido revisado recientemente por el Director de Clinical Vector Core en CHOP, Dr. J. F. Wright (Hum
Gene Ther 20: 698-706,2009). En resumen, los vectores de AAV se construyen genéticamente a partir de AAV
de tipo silvestre, un virus de ADN monocatenario que no es patégeno. El virus principal no es patégeno, los
vectores tienen un amplio rango de huéspedes y pueden infectar tanto células en division como no en division. El
vector se construye genéticamente a partir del virus eliminando los genes rep y cap y reemplazandolos por el
transgén de interés bajo el control de un promotor especifico. Para la preparacion de AAV recombinante, el limite
de tamafio superior de la secuencia que se puede insertar entre las dos ITR es de ~5.0 kb. Los plasmidos que
expresan FIX canino o humano bajo el control del promotor/potenciador de CMV y un segundo plasmido que
suministra funciones auxiliares de adenovirus junto con un tercer plasmido que contiene los genes rep y cap de
AAV-2 se utilizaron para producir vectores AAV-2, mientras que un plasmido que contiene genes cap de AAV-1,
AAV-6 o AAV-8 y el gen rep de AAV-2 e ITR se utiliza para producir los vectores de serotipo alternativo
respectivos (Gao et al., (2002) Proc. Natl Acad. Sci. USA 99: 11854-11859; Xiao et al., (1999) J. Virol. 73: 3994-
4003; Arruda et al., (2004) Blood 103: 85-92.). Los vectores de AAV se purifican mediante centrifugacion en
gradiente de densidad de CsCl repetida y el titulo de los vectores purificados se determina mediante hibridacion
de inmunotransferencia por puntos (“dot-blot”) cuantitativa. Los vectores utilizados para experimentos en perros y
ratones presentados en la presente memoria se prepararon por Vector Core en The Children's Hospital of
Philadelphia.

En la presente memoria se describe asimismo un procedimiento para modular la hemostasia que comprende
proporcionar células de un individuo con un vehiculo de suministro de acido nucleico que codifica un polipéptido
FVIII variante y permitir que las células crezcan en condiciones en las que se expresa el polipéptido FVIII.

A partir de la exposicidn anterior, se puede observar que los polipéptidos FVIII y vectores de acido nucleico que
expresan el polipéptido FVIII pueden utilizarse en el tratamiento de trastornos asociados con una coagulacion
sanguinea anormal.

C. Composiciones farmacéuticas

Los vectores de expresion de la presente invencion pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas que
pueden administrarse a un sujeto para permitir la produccion de una proteina biolégicamente activa (por ejemplo,
un polipéptido FVIII variante o un fragmento funcional o derivado del mismo) o para inducir la expresion continua
del transgén del FVIII in vivo mediante tratamientos basados en genes y células o mediante la modificacion ex
vivo de las células del paciente o el donante. Por ejemplo, las composiciones farmacéuticas que comprenden
material genético suficiente para permitir que un receptor produzca una cantidad terapéuticamente eficaz de un
polipéptido FVIII variante pueden influir en la hemostasia en el sujeto. Alternativamente, tal como se ha expuesto
anteriormente, puede infundirse directamente una cantidad eficaz del polipéptido factor VIII variante en un
paciente con necesidad de ello. Las composiciones se pueden administrar solas o en combinacién con al menos
otro agente, tal como un compuesto estabilizante, que puede administrarse en cualquier vehiculo farmacéutico
biocompatible estéril, que incluye, pero sin limitacién, solucién salina, solucidon salina tamponada, dextrosa y
agua. Las composiciones pueden administrarse a un paciente solas, o en combinacion con otros agentes (por
ejemplo, cofactores) que influyen en la hemostasia.

Las composiciones farmacéuticas también pueden contener un excipiente farmacéuticamente aceptable. Dichos
excipientes incluyen cualquier agente farmacéutico que no induzca por si mismo una respuesta inmunitaria
perjudicial para el individuo que recibe la composicién, y que se pueda administrar sin una toxicidad indebida.
Los excipientes farmacéuticamente aceptables incluyen, pero sin limitacion, liquidos tales como agua, solucion
salina, glicerol, azlcares y etanol. También pueden incluirse sales farmacéuticamente aceptables, por ejemplo,
sales de acidos minerales tales como clorhidratos, bromhidratos, fosfatos, sulfatos y similares; y las sales de
acidos organicos tales como acetatos, propionatos, malonatos, benzoatos y similares. Ademas, en dichos
vehiculos pueden estar presentes sustancias auxiliares, tales como agentes humectantes o emulsionantes,
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sustancias de amortiguacion del pH y similares. Una discusion completa de los excipientes farmacéuticamente
aceptables esta disponible en Remington's Pharmaceutical Sciences (Mack Pub. Co., 182 edicion, Easton, Pa.
[1990)).

Las formulaciones farmacéuticas adecuadas para administracion parenteral pueden formularse en soluciones
acuosas, preferentemente en tampones fisioldgicamente compatibles, tales como solucién de Hanks, solucion de
Ringer o solucion salina tamponada fisiologicamente. Las suspensiones para inyeccion acuosas pueden
contener sustancias que aumentan la viscosidad de la suspensién, tales como carboximetilcelulosa sddica,
sorbitol o dextrano. Ademas, las suspensiones de los compuestos activos pueden prepararse como
suspensiones para inyeccion oleosas apropiadas. Los disolventes o vehiculos lipéfilos adecuados incluyen
aceites grasos tales como aceite de sésamo, o ésteres de acidos grasos sintéticos, tales como oleato de etilo o
triglicéridos, o liposomas. Opcionalmente, la suspensién también puede contener estabilizantes adecuados o
agentes que aumentan la solubilidad de los compuestos para permitir la preparacion de soluciones altamente
concentradas.

La composicion farmacéutica se puede proporcionar en forma de una sal y se puede formar con muchos acidos,
incluidos, pero sin limitacion, clorhidrico, sulfdrico, acético, lactico, tartarico, malico, succinico, etc. Las sales
tienden a ser mas solubles en agua u otros disolventes proténicos que las correspondientes formas de base libre.
En otros casos, la preparacion preferida puede ser un polvo liofilizado que puede contener cualquiera o la
totalidad de los siguientes: histidina 1-50 mM, 0.1%-2% de sacarosa y 2-7% de manitol, en un intervalo de pH de
4.5 a 5.5, que se combina con tampoén antes de su uso.

Después de que se hayan preparado las composiciones farmacéuticas, se pueden disponer en un recipiente
apropiado y etiquetar para el tratamiento. Para la administracién de vectores o polipéptidos que contienen FVIII,
dicho etiquetado incluiria la cantidad, la frecuencia y el procedimiento de administracion.

Las composiciones farmacéuticas adecuadas para su uso en la invencion incluyen composiciones en las que los
ingredientes activos estan contenidos en una cantidad eficaz para lograr el fin terapéutico deseado. La
determinacion de una dosis terapéuticamente eficaz se encuentra dentro de la capacidad de un profesional
médico utilizando las técnicas y la orientacion proporcionadas en la presente invencion. Las dosis terapéuticas
dependeran, entre otros factores, de la edad y el estado general del sujeto, la gravedad del fenotipo anormal de
coagulacion sanguinea y la fuerza de las secuencias de control que regulan los niveles de expresion del
polipéptido FVIII variante. Por lo tanto, una cantidad terapéuticamente eficaz en seres humanos se encontrara en
un intervalo relativamente amplio que puede determinar un médico basandose en la respuesta de un paciente
individual al tratamiento con FVIIl basado en vectores.

D. Administracion

Los polipéptidos del factor VIl variante, solos o en combinacidon con otros agentes, pueden infundirse
directamente en un paciente en un vehiculo bioldgico apropiado tal como se ha descrito anteriormente en la
presente memoria. Los vectores de expresion de la presente invencidon que comprenden secuencias de acido
nucleico que codifican FVIII variante, o fragmentos funcionales del mismo, pueden administrarse a un paciente
mediante una diversidad de medios (véase a continuacion) para lograr y mantener un nivel profilacticamente y/o
terapéuticamente eficaz del polipéptido FVIIl. Un experto en la materia podria determinar facilmente protocolos
especificos para utilizar los vectores de expresion que codifican FVIII de la presente invencion para el tratamiento
terapéutico de un paciente particular. Los protocolos para la generacién de vectores adenoviricos y la
administracion a pacientes se han descrito en las patentes US n°® 5.998.205; 6.228.646; 6.093.699; 6.100.242; y
las solicitudes internacionales de patente n°® WO 94/17810 y WO 94/23744.

Los vectores adenoviricos que codifican FVIII variante de la presente invencién puede administrarse a un
paciente por cualquier medio conocido. La administracion directa de las composiciones farmacéuticas in vivo
generalmente se puede realizar mediante inyeccién utilizando una jeringa convencional, aunque estan previstos
otros procedimientos de administracion, tales como la administracion potenciada por conveccion (ver, por
ejemplo, la patente US n° 5.720.720). En este sentido, las composiciones pueden administrarse por via
subcutanea, epidérmica, intradérmica, intratecal, intraorbital, intramucosa, intraperitoneal, intravenosa,
intraarterial, oral, intrahepatica o intramuscular. Otros modos de administracion incluyen administracion oral y
pulmonar, supositorios y aplicaciones transdérmicas. Un médico especializado en el tratamiento de pacientes
con trastornos de la coagulacion de la sangre puede determinar la ruta optima para la administracion de los
vectores adenoviricos que comprenden secuencias de acido nucleico de FVIII en funcién de varios criterios,
entre los que se incluyen, pero de manera no limitativa: el estado del paciente y el propdsito del tratamiento (por
ejemplo, aumento o reduccion de la coagulacién sanguinea).

La presente invencidon comprende asimismo unos vectores de AAV que comprenden una secuencia de acido
nucleico que codifica un polipéptido FVIII variante.

También se proporcionan vectores de lentivirus o de lentivirus pseudotipado que comprenden una secuencia de
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acido nucleico que codifica un polipéptido FVIII variante.

Se incluyen asimismo unos plasmidos desnudos o vectores de expresion que comprenden una secuencia de
acido nucleico que codifica un polipéptido FVIII variante.

Los materiales y procedimientos siguientes se proporcionan para facilitar la puesta en practica del ejemplo .

Purificacién de FVIII-BDD canino y humano:

Se introdujeron unos plasmidos que codifican hFVIII-BDD o cFVIII-BDD en células de rifion de hamster recién
nacido (BHK) y se establecieron clones estables de alta produccién tal como se describe utilizando técnicas
estandar (Toso et al. (2004) J. Biol. Chem. 279: 21643-21650). Las células se expandieron en matraces triples y
se cultivaron en medio DMEM/F12 (sin rojo fenol) suplementado con ITS, CaCl; 2.5 mM y 1.0 mg/ml de Albumax
(Invitrogen, Carlsbad, CA). Se generaron variantes de FVIII que contenian sustituciones de aminoacidos
utilizando mutagénesis dirigida al sitio. Los medios acondicionados se recogieron diariamente durante 4-6 dias,
se centrifugaron y se afiadieron inhibidores (APMSF 10 pM y benzamidina 1 mM). Para la purificacién, los
medios se procesaron diariamente y se cargaron en una columna SPSepharoseFF de ~70 ml (Amersham
Biosciences, Piscataway, NJ) equilibrada con MES 20 mM, NaCl 0.15 M, CaCl; 5 mM, 0.01% de Tween-80, pH
6.8. La columna se lavé con el mismo tampon y se eluyé con MES 20 mM, NaCl 0.65 M, CaCl; 5 mM, 0.01% de
Tween-80, pH 6.8. Las fracciones que contenian cFVIII-BDD (supervisadas mediante un ensayo de coagulacion)
se almacenaron a -80°C. Después de sucesivas ejecuciones diarias de la columna SP-Sepharose, todas las
fracciones que contenian actividad se agruparon y se diluyeron con MES 20 mM/CaCl; 5 mM/Tween-80 al
0.01%, pH 6.8, y después se cargaron en una columna Poros HS/20 (10 x 100 mm; Applied Biosystems, Foster
City, CA) equilibrada con el mismo tampén. La columna se lavé con MES 20 mM, CaCl; 2 mM, pH 6.0, y después
se eluyo con un gradiente de NaCl 0-1.0 M. Las fracciones que contenian cFVIII-BDD se agruparon y después se
diluyeron con HEPES 20 mM/CaCl, 5 mM, pH 7.4, y después se cargaron en una columna Poros HQ/20 (4.6 x
100 mm; Applied Biosystems, Foster City, CA) equilibrada con el mismo tampén. La columna se lavé con HEPES
20 mM/CaCl, 5 mM, pH 7.4 y después se eluyo con un gradiente de NaCl 0-65 M. Las fracciones que contenian
actividad se dializaron frente a Hepes 20 mM, CaCl; 2 mM, pH 7.4, durante 2 horas y la proteina se almacend a -
80°C en partes alicuotas pequefas.

La actividad especifica de la proteina se determind mediante el tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT)
con modificaciones secundarias (12). El decaimiento de la actividad de FVIII activado se supervis6 mediante un
ensayo de componentes purificados utilizando el complejo Xasa de factor humano reconstituido y los modelos de
plasma descritos anteriormente (11). La secuenciacion N-terminal se determiné en el laboratorio del Dr.
Alexander Kurosky y el Dr. Steven Smith en UTMB (Galveston, TX). La escision enzimatica de glucanos unidos a
N se llevé a cabo utilizando N-glicosidasa F recombinante (Boehringer Mannheim, Indianapolis, IN) tal como se
expuso anteriormente (13).

ELISA antigénico de cFVIII-BDD

Se utilizé La proteina cFVIII-BDD para la generacion de una serie de anticuerpos policlonales anti-cFVIII-BDD de
conejo y anti-cFVIII monoclonales murinos (Green Mountain Antibodies, Burlington, VT) (ver la figura 1). Los
anticuerpos anti-cFVIll se detectaron mediante el ensayo Bethesda (14) o mediante anticuerpos IgG especificos
de cFVIIl por ELISA. Un anticuerpo monoclonal para la cadena ligera (clon 2C4.1C3) o cadena pesada (clon
4B1.2C8) para capturar la proteina (2 pg/ml) seguido de un anticuerpo policlonal de conejo anti-cFVIII-BDD como
anticuerpo secundario (2 pg/ml). EI cFVIII-BDD se detectd con un anticuerpo anti-conejo de cabra conjugado con
peroxidasa de rabano picante a una dilucién de 1:15,000 (Jackson ImmunoResearch Laboratories, Inc., West
Grove, PA). La curva estandar se generd utilizando una dilucién seriada de cFVIII-BDD recombinante. La
semivida y la recuperacion se calcularon tal como se ha descrito anteriormente (15, 16).

ELISA de IgG especifica anti-cFVIII

Se utilizé ELISA para detectar anticuerpos IgG especificos de cFVIII utilizando proteina cFVIII-BDD purificada (1
pg/ml) para capturar anticuerpos IgG1 o IgG2 en suero de perro. Se utilizé suero de referencia canino (Bethyl
Laboratories Inc., Montgomery, TX) con concentraciones conocidas de IgG1 e IgG2 como patréon mediante
recubrimiento con diluciones seriadas del suero canino. Las muestras de suero canino se diluyeron en tampén de
LowCross (Candor Bioscience GmbH, Alemania). La IgG se detecté con IgG1 anti-canina de cabra conjugada
con peroxidasa de rabano picante o IgG2 anti-canina de oveja conjugada con peroxidasa de rabano picante
(Bethyl Laboratories Inc., Montgomery, TX) diluida 1:1000 en tampo6n de LowCross (Candor, Bioscience GmbH,
Weissensberg, Alemania).

Los siguientes ejemplos se proporcionan para ilustrar determinadas formas de realizacion de la invencion. No
pretenden limitar la invenciéon de ningun modo.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2717902 T3

Ejemplo 1

El FVIIl con el dominio B eliminado canino recombinante muestra una actividad especifica alta y es
seguro en el modelo A de hemofilia canina

Utilizando sistemas de expresion idénticos, encontramos que cFVIII-BDD proporciona tipicamente 0.5 mg/l, que
es una cantidad 3 veces mas alta que hFVIII-BDD (0.16 mg/l). En particular, el cFVIII-BDD purificado existia
predominantemente como una proteina monocatenaria (> 75% del total), mientras que, como se esperaba, el
hFVI1I-BDD era principalmente un heterodimero (figura 2A, B). La secuencia de reconocimiento de aminoacidos
para el PACE/furina en cFVIII (HHQR) (17) difiere del FVIII humano y porcino (RHQR) y puede explicar la forma
monocatenaria predominante de cFVIIl (17). Después del tratamiento con trombina, el cFVIII-BDD se activd
adecuadamente y no se observaron diferencias importantes entre hFVIII-BDD y cFVIII-BDD (figura 2B). El patron
de migracion del dominio A1 difiere entre las dos especies de FVIIl. No obstante, la eliminacion del glicano unido
a N dio como resultado una migracién similar de los dominios A1 (datos no mostrados). Estos datos indican que
la estructura de glicosilacion en los dominios A1 es diferente o que posiblemente solo un sitio en el dominio A1
humano esté glicosilado. Ademas, la secuenciacion N-terminal de la banda relevante produce los resultados
esperados (datos no mostrados). Usando un aPTT de una etapa, la actividad especifica de cFVIII-BDD (33,926 +
675 U/mg) fue ~3 veces mayor que la de hFVIII-BDD (12,345 + 787 U/mg) (p < 0.001). Se obtuvieron hallazgos
similares después de la activacion de trombina de FVIII canino y humano en el aPTT de dos etapas (756,754 +
60,592 frente a 343,066 + 2090 U/mg, p < 0.003) proporcionando un cociente de activacion (AQ) de 28 y 22 para
humanos y caninos, respectivamente (figura 2, panel C). Normalmente, un AQ bajo representa la contaminacion
con formas activadas de la proteina y da como resultado una falsa actividad de proteina elevada. Estos hallazgos
fueron coherentes utilizando tres preparaciones separadas de cFVIII-BDD. Tomados en conjunto, estos datos
utilizando la proteina FVIII purificada apoyan las conclusiones de que el cFVIII tiene una actividad especifica
intrinseca elevada.

Después de la activacion, el FVllla pierde rapidamente la actividad debido a la disociacion del dominio A2 del
heterotrimero A1/A2/A3-C1-C2. El cFVIII-BDD o el hFVI1II-BDD purificados se activaron rapidamente (~30 s) con
trombina y la actividad residual del cofactor se supervis6 con respecto al tiempo. Utilizando un ensayo de
componente purificado (figura 2, panel D) o un ensayo de coagulacién (datos no mostrados), encontramos que la
semivida de cFVIIl era 3 veces mas prolongada que la de hFVIIl. Estos hallazgos sugieren que cFVllla muestra
una afinidad aumentada por el dominio A2 en comparacién con hFVIlla. Si bien estos datos podrian, en parte,
explicar la alta actividad especifica del cFVIII, tanto el FVIII-BDD porcino (17) como el murino (11) tienen también
una mayor estabilidad del dominio A2 en comparacion con el hFVIII, pero aparentemente tienen una actividad
especifica equivalente al hFVIII. Por lo tanto, es posible que la mayor actividad especifica de cFVIII sea debida a
la proteina monocatenaria con una mayor estabilidad.

Para evaluar la eficacia y la seguridad del cFVIII-BDD, inyectamos HA a una serie de perros adultos y neonatos.
En estos perros, no se detectd antigeno de FVIII circulante, lo que es coherente con los humanos con la
mutacién analoga de FVIII. En perros normales, los niveles de cFVIII son 80-130 ng/ml, que es comparable a los
niveles humanos (100-200 ng/ml) y a los niveles de cFVIII descritos anteriormente (18).

Los perros HA recibieron cFVIII-BDD en dosis de 2.5 ug/kg cada 30 dias durante 2-4 meses y se recogieron
muestras seriadas de plasma hasta cuatro semanas después de cada inyeccién de proteina. El cFVIII-BDD fue
funcional como lo demuestra el acortamiento del tiempo de coagulacion de la sangre completa (WBCT) y el
aumento de la actividad de coagulacion del cFVIIl (figura 3). La recuperacion de la proteina medida a los 5-10
minutos (n = 5 infusiones) después de la inyeccion fue excelente, alcanzando niveles del 71.8% + 9.2%. Hubo
una buena correlacion entre la actividad de cFVIIl y los niveles de antigeno (figura 3B). Los niveles de cFVIII
disminuyeron lentamente después de la infusion y volvieron a los valores de referencia dentro de un periodo de
48 a 56 horas con una semivida calculada de 12 a 14 horas. No hubo toxicidad local o sistémica ni evidencia de
activacion patolégica de coagulacion. Conjuntamente, estos datos demuestran que el cFVIII-BDD es seguro y
eficaz para inducir hemostasia sostenida in vivo y tiene una semivida de proteina comparable a la
farmacocinética de hFVIII-BDD en perros HA y a partir de la experiencia clinica en humanos (19).

El uso de estos perros HA inmunocompetentes no consanguineos proporciona un modelo ideal para analizar la
inmunogenicidad de la proteina cFVIII-BDD tanto en perros recién nacidos sin tratamiento previo como en
adultos previamente expuestos al cFVIIl derivado del plasma. Estos perros no desarrollan anticuerpos contra
cFVIII tras la infusion de cFVIII derivado de plasma. A este respecto, en perros adultos, no se detectaron
anticuerpos contra cFVIII-BDD mediante el ensayo Bethesda o IgG especificas de cFVIIl después de la
exposicion repetitiva a la proteina (figura 3C). Ademas, los perros recién nacidos (n = 3) expuestos
exclusivamente a cFVIII-BDD o pequefias cantidades de FVIII derivado de plasma (n = 2) tampoco desarrollaron
anticuerpos contra cFVIII. En un perro HA con un inhibidor del cFVIII derivado de plasma, los titulos de inhibidor
de 4 B.U. corresponden a 3000-4000 ng/ml de IgG2. Estos datos contrastan con las fuertes respuestas
inmunitarias de los perros adultos con HA contra hFVIII caracterizadas por anticuerpos de larga duracién contra
hFVIII después de la exposicion a la proteina o después de la administracion del gen hFVIIl o los tratamientos
basados en células (1, 16, 19, 20). Por lo tanto, el cFVIII-BDD no presenta inmunogenicidad en este modelo
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pivotal de perros HA, que es esencial para determinar la eficacia y la seguridad a largo plazo de nuevas
estrategias terapéuticas para HA.

Intentamos comparar las tasas de inactivacion de cFVIII-BDD con hFVIII-BDD en plasma humano que contiene
inhibidores de FVIII. La recuperacion de cFVIII después de la incubacién con inhibidores fue el 40-45% mas alta
que hFVIII (ver la figura 4). La mayor supervivencia de cFVIIl en presencia de inhibidores humanos apoya aun
mas la investigacion de cFVIIl como una posible estrategia de derivacion para la hemofilia.

La expresion recombinante de cFVIII-BDD nos permiti6 generar grandes cantidades de proteina (> 20 mg),
desarrollar anticuerpos valiosos y comenzar a desentrafar las propiedades intrinsecas de la proteina que pueden
afectar al desarrollo del tratamiento contra la hemofilia. La actividad biolégica mejorada de cFVIII podria ser
consecuencia parcialmente de la secrecion de cFVIII como una proteina monocatenaria y las variantes de hF VIl
con sitios de escision de PACE/furina caninos pueden ayudar a definir si estas modificaciones mejorarian la
produccion y la estabilidad de la proteina recombinante. Ademas, un analisis detallado del conjunto del complejo
Xasa en la caracterizacion cinética con FVllla canino arrojara luz sobre su aparente actividad especifica
aumentada en comparacion con hFVIII.

Los datos de eficacia y seguridad de los estudios en perros HA no propensos a inhibidores demuestran que
cFVIII-BDD es una opcion atractiva para el tratamiento de hemorragias y para la prevencion en perros durante
procedimientos complejos o invasivos. La capacidad para detectar anticuerpos IgG no neutralizantes, ademas de
anticuerpos neutralizantes, proporciona la oportunidad de dilucidar hallazgos conflictivos en el tratamiento
basado en células o genes en estos perros (21-24). Una caracterizacion fenotipica mas completa de los perros
con HA es ahora factible y mejora aun mas la relevancia de los estudios preclinicos para una nueva generacion
de tratamientos basados en genes y en células para la hemofilia.

Ejemplo 2
Generacion de FVIII humano y canino mutante con sitios de escision PACE-furina modificados.

Utilizando las mismas técnicas descritas anteriormente, se generé BDD-FVIII humano con las proteinas WT vy
R1645H mutante. Los productos purificados se sometieron a una SDS-PAGE. La secuencia de reconocimiento
de aminoacidos del FVIII canino para la escision intracelular por PACE/furina (HHQR) difiere de la del FVIII
humano y porcino (RHQR). Analizamos el posible papel de este sitio de escision en la estabilidad y la actividad
aumentadas de la cadena sencilla de cFVIIl. Las sustituciones simples de R — H en FVIIl humanoy H — R en
una posicion homadloga en FVIII canino dieron como resultado un cambio de ~2-3 veces en la relacion de FVIII
monocatenario a escindido en el material secretado en la direccion anticipada. Ver la figura 5. Ademas, el
hFVIIR'®*" activado tuvo un aumento de 3 veces en su semivida en comparacion con hBFVIII WT. Ver la figura
6. En particular, en la figura 6, la disociacion del dominio A2 del FVIII R1645H humano mutante es similar a la del
cFVIII de tipo silvestre y el FVIII porcino. Estos estudios sugieren que una Unica sustitucion de aminoacidos en la
posicion 1645 mejora la actividad de la funcion biologica del FVIII humano.

Efectos de la variante del FVIII humano R1650H en microcirculacién y macrocirculacion.

Como se expone anteriormente, el FVIIl canino tiene una mayor actividad, en parte debido a su mayor
estabilidad, ya que se expresa predominantemente como una sola cadena, probablemente involucrando una sola
sustitucion R1650H (RH) en el sitio PACE/furina en cFVIIl. Los estudios de pFVIIl de Lenti/BMT que expresan
phBFVIIIRH mostraron que la variante de FVIII que contenia esta sustitucion de aminoacido y la eliminacién del
dominio B se expresaba a niveles comparables a los observados en ratones A con hemofilia transgénica que
expresaban FVIII humano de tipo silvestre. Ademas, la variante de FVIII fue mas eficaz en varios modelos de
hemorragia, incluyendo hemostasias casi normales en el modelo de lesidon por laser en cremaster
(microcirculacién) o en el modelo de arteria carotida (macrocirculacion) en ratones receptores de hemofilia A. Ver
la figura 7. Este es el primer raton HA que expresa lenti/BMT pFVIIl con hemostasia casi normal. Los conteos
preliminares de megacariocitos y estudios de apoptosis muestran que phBFVIIIRH no es perjudicial para los
megacariocitos tal como se observé por otros cuando se expresd FVIII de tipo silvestre en estas células. Estos
estudios proporcionan informacién nueva e importante sobre la eficacia de pF8 para el tratamiento de la hemofilia
A.

La variante de hFVIII 1645H muestra una mayor estabilidad debido a la lenta disociacién del dominio A2. En
consecuencia, esta variante se puede utilizar para aprovechar la lesion tisular con el fin de mejorar la generacion
y la duracién de la formacion de coagulos, proporcionando asi una hemostasia mas eficaz. Las alteraciones
adicionales del sitio de escisién PACE-furina deberian producir variantes de FVIII resistentes similares. Dichas
alteraciones incluyen, sin limitacion, la eliminacién de uno o mas aminoacidos dentro del sitio de escision y la
sustitucién de la R en la secuencia humana por un aminoacido tal como serina, lisina, metionina, cisteina, prolina
y tirosina. En segundo lugar, cualquiera de estas variantes sera util para combinar con otras formas de FVIII,
incluyendo, sin limitacion, IR8 que es resistente a la inactivacion por la proteina C activada. Esta combinacion del
hFVIIl 1645 (u otras formas de resistencia a PACE-furina) con la variante IR8 puede mejorar ain mas la eficacia
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del FVIII para inducir la hemostasia. Finalmente, el producto proteico descrito en la presente memoria también
podria utilizarse para la pegilacion especifica de sitio destinada a aumentar la semivida de la proteina o
encapsularse con varios compuestos para mejorar la eficacia mientras se mantienen los parametros de
seguridad apropiados.

La(s) variante(s) de FVIII que mejor funcionan se utilizaran para (a) la produccion de proteinas para el
tratamiento de la hemorragia, ya sea de forma preventiva o en respuesta a una hemorragia, (b) en transgenes
para el suministro directo de genes por vectores viricos o no viricos al higado, musculo esquelético o piel.
Ademas, estos vectores y vectores retroviricos, lentiviricos pueden emplearse para dirigirse a células troncales
hematopoyéticas para la expresidon en células de la médula ésea. También se pueden utilizar para dirigir la
expresion de FVIII variantes en células progenitoras inducidas (iPS) o células troncales embrionarias humanas o
no humanas. Dichas células se pueden transducir ex vivo y después devolverse al paciente mediante una
inyeccion intravenosa o local, siempre que no se modifique la identidad genética de la linea germinal del ser
humano. En un enfoque, las células se derivan del paciente. En otro, las células pueden obtenerse de un
donante inmunolégicamente compatible.
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Aunque se han descrito y ejemplificado especificamente anteriormente algunas de las formas de realizacion
preferidas de la presente invencion, no se pretende que la invencion se limite a dichas formas de realizacion. Se
pueden introducir varias modificaciones a la misma sin apartarse del alcance y el espiritu de la presente
invencion, tal como se establece en las reivindicaciones siguientes.
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REIVINDICACIONES
1. Variante de factor VIII humano (FVIII) que modula la hemostasia, en la que dicha variante

(i) carece de la mayor parte del dominio B, comprende una sustituciéon de aminoacido R1645H en el sitio de
escision PACE/FURINA y presenta unas actividad especifica y estabilidad aumentadas con respecto al
FVIII humano con el dominio B eliminado (BDD) que carece de dicha sustitucion;

(ii) es la variante de (i) que comprende unas eliminaciones y modificaciones adicionales respecto al sitio de
escision PACE/FURINA y presenta un aumento de 3 veces en la actividad especifica y una estabilidad
mejorada en comparacion con el FVIII humano con el dominio B eliminado (BDD) que carece de dicha
sustitucion; o

(iii) presenta una eliminacién de uno o mas de los aminoacidos RHQR en el sitio de escision PACE/FURINA.
2. Acido nucleico que codifica la variante de FVIII segun la reivindicacion 1.
3. Vector de expresion que comprende el acido nucleico segun la reivindicacion 2.
4. Célula hospedadora que comprende el vector de expresion segun la reivindicacion 3.

5. Composicion farmacéutica que comprende la variante de factor VIII segun la reivindicacién 1 en un vehiculo
bioldgicamente compatible.

6. Vector segun la reivindicacion 3, seleccionado de entre el grupo que consiste en un vector adenovirico, un
vector asociado a adenovirus, un vector retrovirico, un plasmido y un vector lentivirico.

7. Variante de factor VIII humano segun la reivindicacion 1 para su utilizacion en el tratamiento de un trastorno
relacionado con la hemostasia, en un vehiculo bioldgicamente aceptable, en la que dicha variante presenta una
actividad especifica y una estabilidad aumentadas con respecto al FVIII-BDD humano que carece de dicha
sustitucion y eliminaciones.

8. Variante de factor VIII humano para su utilizacion segun la reivindicacion 7, en la que dicha variante es un
procoagulante y dicho trastorno es seleccionado de entre el grupo que consiste en hemofilia A, enfermedades de
von Willebrand y hemorragia asociada con traumatismo, lesién, trombosis, trombocitopenia, accidente
cerebrovascular, coagulopatia, coagulacion intravascular diseminada (DIC) y trastornos del tratamiento de
sobreanticoagulacion.

9. Variante de factor VIII humano para su utilizacién segun la reivindicaciéon 7 o 8, en la que dicha variante esta
encapsulada en un liposoma o mezclada con fosfolipidos o micelas.
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Exposicion
previa a . Dosis; .
Perro con ° Proteina ° IgG anti Titulo de
hemofilia A | N deperros | plasma canina _ N°de CFVIII Bethesda
canino infusiones
normal
Adulto BDD 2,5 pg/kg;
(6-9 anos) 2 * recombinante | 5 infusiones No No
_ BDD 2 po/kg;
3 recombinante | 15 infusiones No No
Neonatos . 50 cc de
Derivado de ;
2 - plasma; No No
plasma : .
8 infusiones
Figura 3C
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