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DESCRIPCION

Factor IX modificado, y composiciones, métodos y utilizaciones para la transferencia génica a células, érganos y
tejidos

Introduccién

Los trastornos genéticos, causados por la ausencia o un defecto en un gen deseable (pérdida de funcién) o la
expresién de un gen no deseable o defectuoso (ganancia de funcién) conducen a una variedad de enfermedades.
Un ejemplo de un trastorno por pérdida de funcién genética es la hemofilia, un trastorno hemorragico hereditario
que esta causado por una deficiencia en el factor de coagulacién VIII (FVIII, hemofilia A) o en el factor IX (FIX,
hemofilia B). Un ejemplo de un trastorno de ganancia de funcién genética es la enfermedad de Huntington, una
enfermedad causada por un gen “HTT” patolégico (codifica la proteina huntingtina) que codifica una proteina
mutada que se acumula dentro de las neuronas y conduce a la destruccién gradual de las mismas, particularmente
en los ganglios basales y en el cértex cerebral.

El tratamiento actual para la hemofilia consiste en la administracién intravenosa del factor de coagulacién
recombinante a demanda, en el caso de que ocurra un sangrado, o profilacticamente. Sin embargo, este enfoque
terapéutico adolece de varias desventajas, tales como la necesidad de infusiones repetidas, el coste del
tratamiento, el riesgo de desarrollar respuestas inmunitarias de factor antiterapéuticas, y el riesgo de sangrados
potencialmente mortales. Estas limitaciones han llevado al desarrollo de terapias de tipo génico para la hemofilia.
Con este fin, la hemofilia es ideal para la terapia basada en la transferencia génica, ya que 1) la ventana terapéutica
es muy amplia, ya que los niveles de tan solo 1 % sobre lo normal ya puede resultar en un cambio en el fenotipo
de grave a moderado, y los niveles de 100 % no estan asociados a ningun efecto secundario, 2) la expresion
especifica de tejido del transgén terapéutico no resulta estrictamente necesaria, y 3) existe una experiencia
considerable en la medicién de los criterios de valoracidn de la eficacia terapéutica.

Actualmente, los vectores de virus adenoasociados (AAV) son reconocidos como los vectores de transferencia
génica de eleccidon, ya que presentan el mejor perfil de seguridad y eficacia para la administracién de genes in
vivo. De los serotipos de AAV aislados hasta el momento, se haN utilizado AAV2 y AAV8 con diana en el higado
en seres humanos afectados por hemofilia B grave.

Sumario

La presente invencién se define mediante las reivindicaciones adjuntas. De esta manera, en un primer aspecto, la
presente invencion se refiere a un vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un genoma
y una cépside, en el que el genoma de dicho vector de rAAV comprende un acido nucleico que comprende una
secuencia de nucledtidos no natural que codifica la proteina factor IX humano, en el que dicha secuencia de
nucleétidos codifica la misma proteina factor IX humano que esta codificada por la secuencia de nucleétidos SEC
ID n° 10 y es por lo menos 85 % idéntica a la secuencia de nucledtidos SEC ID n° 10, y en el que la capside de
dicho vector de rAAV comprende la proteina VP1 que comprende la secuencia de aminoécidos SEC ID n°: 4.

En una forma de realizacién preferida, dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proteina factor IX humano
es por lo menos 90 % idéntica a la secuencia de nucleétidos SEC ID n°: 10.

En una forma de realizacion preferida adicional, dicha secuencia de nucleétidos no natural que codifica la proteina
factor IX humano presenta un nimero reducido de dinucledtidos CpG en comparacion con la secuencia de tipo
salvaje que codifica el factor IX humano.

En una realizacién preferida adicional, dicho acido nucleico comprende, ademas, por lo menos un elemento
seleccionado de entre el grupo que consiste en: repeticién terminal invertida (ITR) de virus adenoasociado (AAV),
un elemento de control de la expresidn ligado operablemente a dicha secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina factor IX humano, un relleno (“stuffer”) polinucleotidico y un terminador de transcripcién.

En una forma de realizacién preferida adicional, dicho elemento de control de la expresidn confiere la expresién en
el higado y comprende un promotor y, opcionalmente, un potenciador.

En una forma de realizacién preferida adicional, dicho acido nucleico comprende una ITR del serotipo AAV2, un
promotor y un potenciador que confiere la expresién en el higado ligado funcionalmente a dicha secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina factor IX humano, una secuencia de poliadenilacién, un terminador de
transcripcién, y opcionalmente una segunda ITR del AAV2, en el que la ITR de AAV2 esta situada en 5’ del promotor
y del potenciador, o en 3’ del terminador de transcripcién.

En una forma de realizacién preferida adicional, dicha secuencia de nucledtidos que codifica la proteina factor IX
humano esta interrumpida por un intrén.
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En una forma de realizacién preferida adicional, dicho &cido nucleico comprende, ademés, un relleno
polinucleotidico. En una forma de realizacién preferida adicional, dicho promotor es un promotor alfa1-antitripsina
(AAT) humano y dicho potenciador es un potenciador HCR-1 o HCR-2 de apolipoproteina E (ApoE).

En una forma de realizacién preferida adicional, dicho promotor comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID
n° 15.

En una forma de realizacién preferida adicional, dicho potenciador comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID
n° 14.

En una forma de realizacidn preferida adicional, dicha ITR del AAV2 comprende cualquiera de las secuencias de
ITR del AAV2 observadas en la secuencia de nucleétidos SEC ID n°: 26.

En una forma de realizacién preferida adicional, dicho intrén comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n°
17.

En una forma de realizacién preferida adicional, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina factor IX
humano y el intrén comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n®: 25.

En una forma de realizacién preferida adicional, el vector de rAAV de la invencién comprende, en orden, un
potenciador HCR-1 de ApoE, un promotor de AAT, la secuencia de nucleétidos no natural que codifica la proteina
factor IX humano, una secuencia de poliadenilacién, un ITR del AAV2 en 5 del potenciador o en 3’ de la secuencia
de poliadenilacién, y opcionalmente una segunda ITR del AAV2 en la posicidn contraria.

En una forma de realizacién preferida adicional, la secuencia de nucleétidos de dicho potenciador HCR-1 de ApoE
comprende los nucleétidos 152 a 472 de SEC ID n® 12, la secuencia de nucleétidos de dicho promotor de AAT
comprende los nucleétidos 482 a 878 de SEC ID n° 12, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina factor
IX humano comprende los nucleétidos 908 a 995 y 2434 a 3731 de SEC ID n°: 12, la secuencia de nucleétidos de
dicha secuencia de poliadenilacién comprende los nucleétidos 3820 a 4047 de SEC ID n° 12, y la secuencia de
nucleétidos de dicho ITR de AAV2 comprende cualquiera de las secuencias de ITR del AAV2 tal como se encuentra
en la secuencia de nucleétidos SEC ID n°: 26.

En una forma de realizacion preferida adicional, el vector de AAVR de la invencién comprende los nucleétidos 142
a 4096 de SEC ID n°: 12.

En determinadas formas de realizacién todavia méas preferidas, dicha secuencia de nucleétidos que codifica la
proteina factor IX humano esta interrumpida por un intrén.

En una forma de realizacién preferida adicional, dicho intrén comprende la secuencia de nucleétidos SEC ID n°
17.

En una forma de realizacién preferida adicional, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina factor IX
humano y el intrén comprenden la secuencia de nucleétidos SEC ID n®: 25.

En una forma de realizacién preferida adicional, el genoma de dicho vector de rAAV es de cadena sencilla.

En una forma de realizacidn preferida adicional, dicha secuencia de nucledtidos que codifica la proteina factor IX
humano es por lo menos 90 % idéntica a la secuencia de nucleétidos SEC ID n°: 10.

En un segundo aspecto, la presente invencidn se refiere a una composicién farmacéutica que comprende el vector
de rAAV segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores para la utilizacién en el tratamiento de la hemofilia B.

Breve descripcién de los dibujos
La figura 1 representa la secuencia de aminoacidos de VP1 Rh74.
La figura 2 representa la secuencia de aminoacidos de VP2 Rh74.
La figura 3 representa la secuencia de aminoacidos de VP3 Rh74.
La figura 4 representa la secuencia de aminoacidos de la proteina VP1 variante de capside 4-1.
La figura 5 representa la secuencia de aminoécidos de la variante de capside 15-1.

La figura 6 representa la secuencia de aminoéacidos de la variante de capside 15-2.
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La figura 7 representa la secuencia de aminoacidos de la variante de capside 15-3/15-5.
La figura 8 representa la secuencia de aminoécidos de la variante de capside 15-4.

La figura 9 representa la secuencia de aminoéacidos de la variante de capside 15-6.

La figura 10 representa la secuencia de acido nucleico de FIX39.

La figura 11 representa la secuencia de acido nucleico de FIX19.

La figura 12A representa la secuencia del plasmido FIX39.

La figura 12B representa la secuencia del plasmido phFIX39v2.

La figura 13 representa el mapa del plasmido FIX39.

La figura 14 representa la secuencia de acido nucleico del intrén A.

La figura 15 representa la secuencia de acido nucleico de FIX39 + intrén A.

La figura 16 representa la eficiencia de transduccién de la variante de capside AAV-4-1 (SEC ID n®: 4) analizada
en un contexto in vitro.

La figura 17 representa los niveles de hFIX en el plasma de ratones de tipo salvaje tras la inyeccién intravenosa
en la semana 8 de vida de 1x10" o 1x10"? gv/kg de AAV-FIX39-Padua (cuadrados/circulos) y de AAV-FIX19-
Padua (rombos/hexagonos). Los niveles plasmaticos de FIX humano se sometieron a ensayo mediante ELISA
y presentan multiples mediciones, obtenidas mediante sangrado en serie, en el mismo grupo de animales
durante el curso del estudio (n=5 ratones en cada cohorte). Las barras de error denotan el error estandar de la
media.

La figura 18 representa los niveles circulantes de FIX humano en plasma de ratdn 24 horas después de la
inyeccién hidrodindmica en la vena de la cola de 5 pg de pldsmido pFIX19-Padua o pFIX39-Padua. P=0,3337.

La figura 19 representa un resumen de los datos de cuatro pacientes humanos de hemofilia B a los que se
habia administrado una sola infusién de un vector portador de la variante de AAV-FIX Padua (FIX39) segln la
invencién, y la actividad (%) de FIX durante los periodos de evaluacién siguientes (183, 102, 69 y 50 dias,
respectivamente).

La figura 20A representa los datos de actividad (%) de FIX del primer paciente humano de hemofilia B al que
se habia administrado la infusién Unica de vector portador de la variante AAV-FIX Padua (FIX39), durante el
periodo de evaluacidén de 183 dias.

La figura 20B representa los datos del ensayo de funcién hepatica (enzimas ALT, AST y LDH) del primer
paciente humano de hemofilia B al que se habia administrado la infusién Unica de vector portador de la variante
AAV-FIX Padua (FIX39), durante el periodo de evaluacion de 183 dias. Los valores de LDH representados
graficamente (LDH") se han dividido por 10 con el fin de mostrarlos junto a los valores de ALT y AST.

La figura 21A representa los datos de actividad de FIX (%) del segundo paciente humano de hemofilia B al que
se habia administrado una sola infusién del vector portador de la variante AAV-FIX Padua (FIX39), durante el
periodo de evaluacidén de 102 dias.

La figura 21B representa los datos del ensayo de funcién hepatica (enzimas ALT, AST y LDH) del segundo
paciente humano de hemofilia B al que se habia administrado la infusién Unica de vector portador de la variante
AAV-FIX Padua (FIX39), durante el periodo de evaluacion de 102 dias. Los valores de LDH representados
graficamente (LDH") se han dividido por 10 con el fin de mostrarlos junto a los valores de ALT y AST.

La figura 22A representa los datos de actividad (%) de FIX del tercer paciente humano de hemofilia B al que
se habia administrado la infusién Unica de vector portador de variante AAV-FIX Padua (FIX39), durante el
periodo de evaluacién de 69 dias.

La figura 22B representa los datos del ensayo de funcién hepética (enzimas ALT, AST y LDH) del tercer
paciente humano de hemofilia B al que se habia administrado la infusién Unica de vector portador de la variante
AAV-FIX Padua (FIX39), durante el periodo de evaluacién de 69 dias. Los valores de LDH representados
graficamente (LDH") se han dividido por 10 con el fin de mostrarlos junto a los valores de ALT y AST.
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La figura 23A representa los datos de actividad de FIX (%) del cuarto paciente humano de hemofilia B al que
se habia administrado la infusién Unica de vector portador de la variante AAV-FIX Padua (FIX39), durante el
periodo de evaluacién de 50 dias.

La figura 23B representa los datos de ensayo de la funcién hepatica (enzimas ALT, AST y LDH) del cuarto
paciente humano de hemofilia B al que se habia administrado la infusién Unica de vector portador de la variante
AAV-FIX Padua (FIX39), durante el periodo de evaluacién de 50 dias. Los valores de LDH representados
graficamente (LDH") se han dividido por 10 con el fin de mostrarlos juntos a los valores de ALT y AST.

La figura 24A representa el perfil de baja inmunogenicidad de AAV-FIX39-Padua en sujetos humanos.

La figura 24B representa un perfil de inmunogenicidad comparativo de AAV-FIX39-Padua y AAV8-FIX19 en
sujetos humanos.

Descripcion detallada

La invencién se basa, por lo menos en parte, en el desarrollo de secuencias de é&cido nucleico modificadas
codificantes de proteinas, tales como la proteina FIX humana. En diversas formas de realizacién, un 4cido nucleico
modificado presenta un nimero reducido de dinucleétidos CpG (citosina-guanina) en comparacién con una
secuencia de acido nucleico de referencia que codifica factor |1X, tal como una secuencia natural (de tipo salvaje)
que codifica factor IX humano. Dichos acidos nucleicos modificados que presentan un numero reducido de
dinucleétidos CpG en comparacién con un acido nucleico que codifica el factor IX de referencia (por ejemplo, una
secuencia natural que codifica factor IX humano) pueden incluirse dentro de vectores de expresién (por ejemplo,
genomas de vector) o plasmidos.

La invencién incluye, ademas, composiciones, tales como composiciones que incluyen una secuencia de acido
nucleico modificada que codifica FIX humano, en la que se entiende que solo dichas composiciones tal como se
definen segun el segundo aspecto de la invencién estan cubiertas por la invencién reivindicada. En dichas
composiciones, un acido nucleico modificado puede presentar un nimero reducido de dinucleétidos CpG respecto
a una secuencia de referencia, tal como una secuencia natural (de tipo salvaje) que codifica el factor IX humano.
Entre las composiciones se incluyen, ademas, vectores de expresidén (por ejemplo, vectores viricos/genomas de
vector) y plasmidos que incluyen dichas secuencias de acido nucleico modificadas que codifican la proteina FIX
humana que presentan un nidmero reducido de dinucleétidos CpG.

Una secuencia de 4cido nucleico que codifica la proteina FIX humana puede presentar 1 a 5 menos dinucleétidos
CpG que la secuencia natural que codifica el factor IX humano, o puede presentar 5 a 10 menos dinucleétidos
CpG que la secuencia natural (de tipo salvaje) que codifica el factor IX humano, o puede presentar 10 a 15
dinucleétidos CpG menos que la secuencia natural (de tipo salvaje) que codifica el factor IX humano, o puede
presentar 15 a 20 dinucledtidos CpG menos que la secuencia natural (de tipo salvaje) que codifica el factor IX
humano, o puede presentar 20 a 25 dinucleétidos CpG menos que la secuencia natural (de tipo salvaje) que
codifica el factor IX humano, o puede presentar 25 a 30 dinucledtidos CpG menos que la secuencia natural (de
tipo salvaje) que codifica el factor IX humano, o puede presentar 30 a 40 dinucleétidos CpG menos que la secuencia
natural (de tipo salvaje) que codifica el factor IX humano, o puede presentar 40 a 55 dinucleétidos CpG menos que
la secuencia natural (de tipo salvaje) que codifica el factor IX humano, o puede carecer por completo de ningln
dinucleétido CpG.

Los acidos nucleicos modificados que codifican el factor IX, tales como FIX con un nimero reducido de
dinucleétidos CpG, pueden incluir, ademas, uno o0 mas elementos en cis adicionales. Entre los elementos en cis
representativos se incluyen, aunque sin limitacién, elementos de control de la expresién, intrones, ITR, codones
de parada, secuencias de poliA, y/o secuencias polinucleotidicas de llenado. Dichos elementos de accién en cis
asimismo pueden ser modificados. Por ejemplo, los elementos de accién en cis, tales como los elementos de
control de la expresion, intrones, ITR, secuencias poliA y/o secuencias polinucleotidicas de llenado pueden
presentar un nimero reducido de dinucleétidos CpG. Uno 0 mas elementos de accién en cis, tales como elementos
de control de la expresién, intrones, ITR, secuencias poliA y/o secuencias polinucleotidicas de llenado, pueden
carecer de dinucleétidos CpG. Uno o0 méas elementos de accién en cis, tales como elementos de control de la
expresion, intrones, ITR, secuencias de poli-A y/o secuencias polinucleotidicas de llenado pueden presentar1a 5
dinucleétidos CpG menos que un elemento de accidn en cis de referencia, o pueden presentar 5 a 10 dinucleétidos
CpG menos que un elemento de accidn en cis de referencia, o pueden presentar 10 a 15 dinucleétidos CpG menos
que un elemento de accién en cis de referencia, o pueden presentar 15 a 20 dinucleétidos CpG menos que un
elemento de accién en cis de referencia, o pueden presentar 15 a 20 dinucleétidos CpG menos que un elemento
de accién en cis de referencia, o pueden presentar 20 a 25 dinucleétidos CpG menos que un elemento de accidén
en cis de referencia, o pueden presentar 25 a 30 dinucleétidos CpG menos que un elemento de accién en cis de
referencia, o pueden presentar 30 a 40 dinucleé6tidos CpG menos que un elemento de accién en cis de referencia,
o pueden presentar 40 a 55 dinucleétidos CpG menos que un elemento de accién en cis de referencia, o pueden
carecer de ningun dinucleétido CpG.
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En la presente memoria se describen en términos generales, ademas, vectores viricos que incluyen una secuencia
de é&cido nucleico modificada que codifica la proteina FIX humana, tal como FIX con un nimero reducido de
dinucleétidos CpG, en los que solo dichos vectores viricos estdn comprendidos en la invencién reivindicada segun
se define en las reivindicaciones adjuntas. En general, un vector puede incluir un vector lentivirico o parvovirico,
tal como un vector adenovirico. Una secuencia de acido nucleico modificada que codifica la proteina FIX humana,
tal como FIX con un nimero reducido de dinucledtidos CpG, puede estar comprendida en un vector de virus
adenoasociado (AAV).

Entre los vectores de virus adenoasociado (AAV) pueden incluirse capsides derivadas de AAV1, AAV2, AAV3,
AAV4, AAV5, AAVE, AAVT, AAVE, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 y AAV-2i8, asi como variantes (por ejemplo,
variantes de cépside, tales como inserciones, adiciones y sustituciones de aminoécidos) de los mismos. Tal como
apreciara el experto ordinario en la materia, las capsides de AAV pueden incluir una proteina VP1 y dos proteinas
més cortas, denominadas VP2 y VP3, que esencialmente son truncados aminoterminales de VP1. Dependiendo
de la capside y otros factores conocidos por el experto ordinario, las tres proteinas de capside VP1, VP2 y VP3 se
encuentran habitualmente presentes en una capside en una proporcién aproximada de 1:1:10, respectivamente,
aunque esta proporcién, particularmente de VP3, puede variar significativamente.

Entre las variantes de AAV se incluyen variantes AAV-Rh74, por ejemplo variantes de cépside de AAV de la
secuencia de capside VP1 Rh74 (SEC ID n°: 1, figura 1), incluyendo, aunque sin limitacién, las variantes 4-1, 15-
1, 15-2, 15-3/15-5, 15-4 y 15-6 indicadas en la tabla 1. Las secuencias de aminoé&cidos de VP2 Rh74 y VP3 Rh74
se proporcionan en SEC ID n°: 2 (figura 2) y en SEC ID n°: 3 (figura 3), respectivamente.

Tabla 1. Variantes de capside de AAV

Variante Sustituciones de aminoécidos y posiciones indicadas Identificador de Figura
en la capside de la VP1 Rh74 secuencia

4-1 G195A-L199V-S201P-G202N SEC ID n°: 4 Figura 4

15-1 G195A-L199V-5201P-G202N SECIDn® 5 Figura 5
K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/169/547)R

15-2 G195A-L199V- S201P-G202N SEC ID n°: 6 Figura 6
K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/169)R

15-3/15-5 G195A-1199V- 5201P-G202N SEC ID n%: 7 Figura 7

K(137/259/333/530/552/565/38/51/77/163/547)R
{variante 15-3)

G195A-L199V- 5201P-G202N
K{137/259/333/530/552/565/38/51/77/547/163}R
{variante 15-5)

15-4 G195A-L199V- S201P-G202N SEC ID n° 8 Figura 8
K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/163/668)R
15-6 G195A-L199V- S201P-G202N SEC IDn°: 9 Figura 9

K(137/259/333/530/552/569/38/51/77/547/688)R

La variante 4-1 (SEC ID n°: 4) presenta una sustitucién de una alanina, una valina, una prolina y una asparagina
en las posiciones de aminoacido 195, 199, 201 y 202, respectivamente, de la VP1 de capside. La secuencia de
aminodacidos de capside de VP1 variante 4-1, con los residuos sustituidos a, v, p y n, subrayados y en negrita se
muestra en la figura 4 (SEC ID n°: 4). Para la variante 4-1, la secuencia de VP2 consiste en la SEC ID n% 27,y la
secuencia de VP3 consiste en la SEC ID n®: 3, respectivamente.

Las variantes 15-1, 15-2, 15-3, 15-4, 15-5 y 15-6 asimismo presentan una sustitucién de alanina, una valina, una
prolina y una asparagina en las posiciones de aminoacidos 195, 199, 201 y 202, respectivamente, de la VP1 de
capside. Ademas, dichas variantes presentan multiples sustituciones de arginina por lisina en diversas posiciones.
La secuencia de aminoécidos de capside de VP1 variante 15-1 (SEC ID n® 5) se muestra en la figura 5; la
secuencia de aminoacidos de capside de VP1 variante 15-2 (SEC ID n°: 6) se muestra en la figura 6; la secuencia
de aminoacidos de capside de VP1 variante 15-3/15-5 (SEC ID n° 7) se muestra en la figura 7; la secuencia de
aminoécidos de céapside de VP1 variante 15-4 (SEC ID n®: 8) se muestra en la figura 8; la secuencia de aminoacidos
de capside de VP1 variante 15-6 (SEC ID n° 9) se muestra en la figura 9. Entre los ejemplos de cépsides se
incluyen, aunque sin limitacién, los indicados en la publicacién de patente US n°® 2015/0023924.

De acuerdo con lo anteriormente expuesto, se proporcionan vectores lentiviricos y parvoviricos, tales como
vectores AAV y vectores viricos variantes, tales como AAV variantes (por ejemplo, variantes de capside, tales
como 4-1, 15-1, 15-2, 15-3/15-5, 15-4 y 15-6) que incluyen (encapsidan o empaquetan) genoma de vector que
incluye secuencia de acido nucleico modificada que codifica la proteina FIX humana, tal como FIX con un namero
reducido de dinucleétidos CpG.
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En estudios ejemplificativos, la transferencia/entrega génica mediada por AAV-rh74 produjo niveles de expresién
de proteina que eran significativamente superior a los de varios otros serotipos. En particular, el vector de AAV-
Rh74 y las variantes de céapside (por ejemplo, 4-1) presentan como diana genes para el suministro en el higado
con eficiencia por lo menos comparable al estdndar de oro para la transduccién hepatica, AAV8, en perros y/o
ratones y/o macacos con hemofilia B.

Como se expone en la presente memoria, algunos vectores viricos, tales como los vectores lentiviricos y
parvoviricos, incluyendo serotipos y variantes de AAV, proporcionan un medio para el suministro de secuencias
polinucleotidicas en células ex vivo, in vitro e in vivo, que pueden codificar proteinas de manera que las células
expresan las proteinas codificadas. Por ejemplo, un vector de AAV recombinante puede incluir un polinucledtido
heterélogo que codifica una proteina o péptido deseado (por ejemplo, el factor IX). Por lo tanto, el suministro o la
administracién de vector en un sujeto (por ejemplo, un mamifero) proporciona proteinas y péptidos codificados al
sujeto. De esta manera, pueden utilizarse vectores viricos, tales como vectores lentiviricos y parvoviricos,
incluyendo serotipos y variantes de AAV, tales como variantes de céapside (por ejemplo, 4-1) para
transferir/suministrar polinucleétidos heter6logos para la expresién, y opcionalmente para el tratamiento de una
variedad de enfermedades.

Un vector recombinante (por ejemplo, AAV) puede ser un vector parvovirico. Los parvovirus son virus pequefios
con un genoma de ADN de cadena sencilla. Los “virus adenoasociados” (AAV) pertenecen a la familia de los
parvovirus.

Los parvovirus, incluyendo AAV, son virus Utiles como vectores de terapia génica, ya que pueden penetrar en las
células e introducir acido nucleico/material genético de manera que el acido nucleico/material genético pueda
mantenerse establemente en las células. Ademas, dichos virus pueden introducir 4cido nucleico/material genético
en sitios especificos, por ejemplo, tal como un sitio especifico en el cromosoma 19. Debido a que los AAV no estan
asociados a enfermedades patogénicas en el ser humano, los vectores AAV son capaces de suministrar
secuencias polinucleotidicas heterélogas (por ejemplo, proteinas y agentes terapéuticos) en pacientes humanos
sin provocar una patogénesis o enfermedad de AAV sustancial.

Los serotipos (por ejemplo, secuencias de VP1, VP2 y/o VP3) de AAV y variantes de AAV (por ejemplo, variantes
de cépside, tales como 4-1) pueden ser o no diferentes de otros serotipos de AAV, incluyendo, por ejemplo, AAV1-
AAV11, Rh74 o Rh10 (por ejemplo, diferente de secuencias de VP1, VP2 y/o VP3 de cualquiera de los serotipos
AAV1-AAV11, Rh74 o Rh10).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “serotipo” es una distincién utilizada para referirse a un AAV
que presenta una céapside que es séricamente diferente de otros serotipos de AAV. La diferencia sérica se
determina basandose en la falta de reactividad cruzada entre anticuerpos contra un AAV en comparacién con otro
AAV. Dichas diferencias de reactividad cruzada habitualmente se deben a diferencias en secuencias
proteicas/determinantes antigénicos de capside (por ejemplo, debido a diferencias en la secuencia de VP1, VP2
y/o VP3 entre serotipos de AAV). A pesar de la posibilidad de que las variantes de AAV, incluyendo las variantes
de capside, no sean séricamente diferentes de un AAV de referencia u otro serotipo de AAV, difieren por lo menos
en un nucleétido o residuo aminoéacido en comparacién con el serotipo de referencia u otro serotipo de AAV.

Bajo la definicion tradicional, un serotipo significa que el virus de interés ha sido sometido a ensayo frente a suero
especifico para todos los serotipos existentes y caracterizados para actividad neutralizadora y no se ha encontrado
ningun anticuerpo que neutralice el virus de interés. A medida que se identifican mas aislados viricos naturales y/o
se generan mutantes de capside, podrian identificarse o no diferencias séricas respecto a cualquiera de los
serotipos existentes actualmente. De esta manera, en casos en que el nuevo virus (por ejemplo, AAV) no presenta
diferencia sérica, este nuevo virus (por ejemplo, AAV) seria un subgrupo o variante del serotipo correspondiente.
En muchos casos, los ensayos séricos para actividad neutralizadora no se han realizado todavia en virus mutantes
con modificaciones de la secuencia de cépside para determinar si son de otro serotipo segln la definicién
tradicional de serotipo. De acuerdo con lo anterior, por conveniencia y para evitar repeticiones, el término “serotipo”
se refiere en términos amplios tanto a virus séricamente diferentes (por ejemplo, AAV), como a virus (por ejemplo,
AAV) que no son séricamente diferentes que pueden encontrarse dentro de un subgrupo o una variante de un
serotipo dado.

Entre los plasmidos de vector recombinante (por ejemplo, AAV), genomas de vector (por ejemplo, AAV), asi como
métodos y utilizaciones de los mismos, se incluyen cualquier cepa o serotipo virico. A titulo de ejemplo no limitativo,
un plasmido de vector recombinante (por ejemplo, AAV) o genoma de vector (por ejemplo, AAV) puede estar
basado en cualquier genoma de AAV, tal como AAV-1, -2, -3, -4, -5, -6, -7,- 8, -9, -10, -11, -rh74, -rh10 o0 AAV-2i8,
por ejemplo. Dichos vectores pueden estar basados en la misma cepa o serotipo (o subgrupo o variante), o ser
diferentes entre si. A titulo de ejemplo no limitativo, un plasmido de vector recombinante (por ejemplo, AAV) o
genoma de vector (por ejemplo, AAV) basado en el genoma de un serotipo puede ser idéntico a una o més de las
proteinas de cépside que empaquetan el vector. Ademas, un plasmido vector recombinante (por ejemplo, AAV) o
genoma de vector (por ejemplo, AAV) puede estar basado en un genoma de serotipo de AAV (por ejemplo, AAV2)
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diferente de la proteina o proteinas de capside que empaquetan el vector, en cuyo caso por lo menos una de las
tres proteinas de capside podria ser un AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAVE, AAV7, AAVE, AAV9, AAV10,
AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8 o variante, tal como una variante AAV-Rh74 (por ejemplo, variantes de capside,
tales como 4-1, 15-1, 15-2, 15-3/15-5, 15-4 y 15-6), por ejemplo.

Por lo tanto, entre los vectores AAV se incluyen secuencias génicas/proteicas idénticas a las secuencias
génicas/proteicas caracteristicas para un serotipo particular. Tal como se utiliza en la presente memoria, un “vector
de AAV relacionado con AAV1” se refiere a una o més proteinas de AAV (por ejemplo, secuencias de VP1, VP2
y/o VP3) que presenta una identidad de secuencia sustancial respecto a una o mas secuencias polinucleotidicas
o polipeptidicas que comprende AAV1. Analogamente, un “vector de AAV relacionado con AAV8” se refiere a una
0 mas proteinas de AAV (por ejemplo, secuencias de VP1, VP2 y/o VP3) que presenta una identidad de secuencia
sustancial respecto a uno 0 mas secuencias polinucleétidas o polipeptidicas que comprenden AAV8. Un “vector
de AAV relacionado con AAV-Rh74” se refiere a una o més proteinas de AAV (por ejemplo, secuencias de VP1,
VP2 ylo VP3) que presenta una identidad de secuencia sustancial respecto a una o mas secuencias
polinucleotidicas o polipeptidicas que comprende AAV-Rh74 (ver, por ejemplo, VP1, VP2 y VP3 de las figuras 1 a
3). Dichos vectores AAV relacionados con otro serotipo, por ejemplo, AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVSE,
AAV7, AAVE, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8, por lo tanto, pueden presentar una o méas secuencias
diferentes de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS5, AAVB, AAV7, AAVSE, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-
2i8, aunque pueden mostrar una identidad de secuencia sustancial respecto a uno o més genes y/o proteinas, y/o
presentar una o mas caracteristicas funcionales de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAVB, AAV7, AAVS, AAVY,
AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8 (por ejemplo, tal como tropismo celularftisular). Entre las variantes de AAV-
Rh74 y variantes de AAV relacionadas ejemplificativas no limitativas, tales como AAV-Rh74 o AAV relacionados,
tales como secuencias de variantes de AAV-Rh74 (por ejemplo, variantes de capside, tales como 4-1, 15-1, 15-2,
15-3/15-5, 15-4 y 15-6) se incluyen VP1, VP2 y/o VP3 indicadas en la presente memoria, por ejemplo, en las figuras
1a09.

Un vector de AAV relacionado con un serotipo de referencia puede presentar un polinucleétido, polipéptido o
subsecuencia del mismo que incluya o consista en una secuencia por lo menos 80 % o méas (por ejemplo, 85 %,
90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %, etc.) idéntica a uno 0 méas de AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS,
AAVE, AAV7, AAVSE, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8 (por ejemplo, tal como las secuencias de VP1,
VP2 y/o VP3 de AAV-Rh74 indicadas en las figuras 1 a 9).

Entre los métodos y las utilizaciones se incluyen secuencias de AAV (polipéptidos y nucleétidos), secuencias de
AAV-Rh74 (polipéptidos y nucledtidos) y subsecuencias de las mismas que muestran una identidad de secuencia
inferior a 100 % respecto a un serotipo de AAV de referencia, tal como AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS, AAVE,
AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8, por ejemplo, una secuencia génica o proteina de
AAV-Rh74 (por ejemplo, las secuencias de VP1, VP2 y/o VP3 indicadas en las figuras 1 a 9), aunque son diferentes
y no idénticas a los genes o proteinas de AAV conocidos, tales como los genes o proteinas, etc. de AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAVS, AAVB, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8. Un polipéptido de AAV
0 subsecuencia del mismo puede incluir o consistir en una secuencia por lo menos 80 % o més idéntica, por
ejemplo, 85 %, 85 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91 %, 92 %, 93 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 %, 99 %, 99,5 %,
etc., es decir, hasta 100 % idéntica a cualquier secuencia de AAV de referencia o subsecuencia de la misma, tal
como AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAV5, AAVE, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8 (por
ejemplo, las secuencias de VP1, VP2 y/o VP3 indicadas en las figuras 1 a 9), Una variante de AAV puede presentar
una, dos, tres o cuatro de las cuatro sustituciones de aminoacido (por ejemplo, las variantes de capside 4-1, 15-1,
15-2, 15-3/15-5, 15-4 y 15-6).

Pueden construirse vectores recombinantes (por ejemplo, AAV), incluyendo AAV1, AAV2, AAV3, AAV4, AAVS,
AAVE, AAVT, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8, y secuencias variantes, relacionadas, hibridas
y quiméricas, utilizando técnicas recombinantes que son conocidas por el experto en la materia, para incluir una o
més secuencias polinucleotidicas heterélogas (transgenes) flanqueadas por una o mas secuencias de ITR de AAV
funcionales. Dichos vectores pueden presentar uno o més de los genes de AAV de tipo salvaje eliminados total o
parcialmente, por ejemplo, un gen rep y/o cap, aunque retienen por lo menos una secuencia funcional de ITR
flanqueante, en caso necesario para el rescate, replicacién y empaquetamiento del vector recombinante en una
particula virica de AAV. Por lo tanto, un genoma de vector de AAV incluiria secuencias requeridas en cis para la
replicacion y el empaquetamiento (por ejemplo, secuencias de ITR funcionales).

Los términos “polinucleétido” y “acido nucleico” se utilizan intercambiablemente en la presente memoria para
referirse a todas las formas de acido nucleico, oligonucleétidos, incluyendo acido desoxirribonucleico (ADN) y acido
ribonucleico (ARN). Entre los polinucledtidos se incluyen ADN genémico, ADNc y ADN antisentido, y ARNm
procesado o no procesado, ARNr, ARNt y ADN o ARN inhibidor (ARNi, por ejemplo, ARN de horquilla corta o
pequefia (ARNhc), ARN interfiriente pequefio o corto (ARN(ip)), ARN transprocesamiento o ARN antisentido). Entre
los polinucleétidos se incluyen polinucledtidos naturales, sintéticos y deliberadamente modificados o alterados (por
ejemplo, que presentan menos dinucleétidos CpG). Los polinucledtidos pueden ser de cadena sencilla, de doble
cadena o de triple cadena, lineales o circulares, y pueden presentar cualquier longitud. En la exposicién de los
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polinucleétidos, una secuencia o estructura de un polinucleétido particular puede describirse en la presente
memoria de acuerdo con la convencién de proporcionar la secuencia en la direccién 5 a 3.

Un polinucleétido “heter6logo” se refiere a un polinucleétido insertado en un vector (por ejemplo, AAV) para los
fines de la transferencia/entrega mediada por vector del polinucleétido en una célula. Los polinucleétidos
heterélogos normalmente son diferentes del acido nucleico de vector (por ejemplo, AAV), es decir, son no naturales
con respecto al acido nucleico virico (por ejemplo, de AAV). Una vez transferido/entregado en el interior de la
célula, puede expresarse (por ejemplo, transcribirse y traducirse, en su caso) el polinucleétido heterélogo,
contenido dentro del vector. Alternativamente, un polinucledtido heterélogo transferido/entregado en una célula,
contenido dentro del vector, podria no expresarse necesariamente. Aunque el término “heter6logo” no se utiliza
siempre en la presente memoria para referirse a polinucleétidos, la referencia a un polinucleétido incluso en
ausencia del modificador “heterélogo” pretende incluir los polinucleétidos heterélogos a pesar de la omisiéon. Un
ejemplo de una secuencia heterbloga seria un &cido nucleico que codifica el factor IX, por ejemplo, un é&cido
nucleico modificado que codifica el factor IX, tal como un acido nucleico que presente menos dinucleétidos CpG
que una secuencia de &cido nucleico de referencia.

Los “polipéptidos”, “proteinas” y “péptidos” codificados por las “secuencias polipeptidicas” incluyen secuencias
naturales de longitud completa, al igual que con las proteinas naturales, asi como subsecuencias funcionales,
formas modificadas o variantes de secuencia, con la condicién de que la subsecuencia, forma modificada o variante
retenga algin grado de funcionalidad de la proteina de longitud completa natural. Dichos polipéptidos, proteinas y
péptidos codificados por las secuencias polinucleétidos pueden ser, aunque ellos no necesariamente, idénticas a
la proteina endégena que es defectuosa o cuya expresién es insuficiente o deficiente en el mamifero tratado.

Los vectores lentiviricos y parvoviricos, tales como un vector adenovirico y vectores AAV, incluyendo AAV1, AAV2,
AAV3, AAV4, AAVS, AAVB, AAV7, AAVS, AAVY, AAV10, AAV11, Rh10, Rh74 o AAV-2i8, y variantes de AAV
relacionadas, tales como variantes de AAV-Rh74 (por ejemplo, variantes de capside, tales como 4-1, 15-1, 15-2,
15-3/15-5, 15-4 y 15-6) pueden utilizarse para introducir/suministrar polinucleétidos estable o transitoriamente en
el interior de células y progenie de las mismas. El término “transgén” se utiliza en la presente memoria para referirse
convenientemente a dicho polinucleétido heterélogo que se pretende introducir, o que ha sido introducido, en una
célula u organismo. Entre los transgenes se incluyen cualquier polinucleétido, tal como un gen que codifica un
polipéptido o proteina (por ejemplo, el factor [X).

Por ejemplo, en una célula que presenta un transgén, el transgén ha sido introducido/transferido mediante
“transduccién” o “transfeccién” de la célula con un vector, tal como AAV. Los términos “transducir’ y “transfectar’
se refieren a la introduccién de una molécula, tal como un polinucleétido, en una célula u organismo hospedador.

Una célula en la que se ha introducido el tfransgén se denomina “célula transducida”. De acuerdo con ello, una
célula “transducida” (por ejemplo, en un mamifero, tal como una célula, tejido o célula de un érgano), se refiere a
un cambio genético en una célula tras la incorporaciéon de una molécula exégena, por ejemplo, un polinucleétido o
proteina (por ejemplo, un transgén) en la célula. De esta manera, una célula “transducida” es una célula, o progenie
de la misma, en la que se ha introducido una molécula exégena, por ejemplo. Las célula o células pueden
propagarse y la proteina introducida puede expresarse o transcribirse el acido nucleico. Para los usos y métodos
de terapia génica, la célula transducida puede encontrarse en un sujeto.

El polinucleétido introducido puede estar o no integrado en el 4cido nucleico de la célula u organismo receptor. En
el caso de que un polinucleétido introducido resulte integrado en el 4cido nucleico (ADN genémico) de la célula u
organismo receptor, puede mantenerse establemente en esa célula u organismo y adicionalmente pasarse o
heredarse en células u organismos de la progenie de la célula u organismo receptor. Finalmente, el acido nucleico
introducido puede existir en la célula u organismo hospedador receptor de manera solo transitoria.

Entre las células que pueden transducirse se incluye una célula de cualquier tipo de tejido u érgano, de cualquier
origen (por ejemplo, mesodermo, ectodermo o endodermo). Entre los ejemplos no limitativos de células se incluyen
higado (por ejemplo, hepatocitos, células endoteliales sinusoidales), pancreas (por ejemplo, células de los islotes
beta), pulmdn, sistema nervioso central o periférico, tal como el cerebro (por ejemplo, células neurales, gliales o
ependimales) o médula espinal, rifidén, ojo (por ejemplo, componentes celulares retinianos), bazo, piel, timo,
testiculos, pulmén, diafragma, corazén (cardiaco), musculo o psoas, o intestino (por ejemplo, endocrinas), tejido
adiposo (blanco, marrdn o beige), masculo (por ejemplo, fibroblastos), sinoviocitos, condrocitos, osteoclastos,
células epiteliales, células endoteliales, células de las glandulas salivales, células nerviosas del oido interno o
células hematopoyéticas (por ejemplo, sanguineas o linfaticas). Entre los ejemplos adicionales se incluyen células
madre, tales como células progenitoras pluripotentes o multipotentes que se desarrollan o se diferencian en el
higado (por ejemplo, hepatocitos, células endoteliales sinusoidales), pancreas (por ejemplo, células de los islotes
beta), pulmdn, sistema nervioso central o periférico, tal como el cerebro (por ejemplo, células neuronales, gliales
o ependimales) o médula espinal, riidn, ojo (componentes celulares retinianos), bazo, piel, timo, testiculos, pulmén,
diafragma, corazén (cardiacas), musculo o psoas, o intestinales (por ejemplo, endocrinas), tejido adiposo (blanco,
marrén o beige), musculo (por ejemplo, fibroblastos), sinoviocitos, condrocitos, osteoclastos, células epiteliales,
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células endoteliales, células de las glandulas salivales, células nerviosas del oido interno o células
hematopoyéticas (por ejemplo, sanguineas o linfaticas).

Una “molécula terapéutica” puede ser un péptido o proteina que puede aliviar o reducir los sintomas que resultan
de una ausencia o defecto de una proteina en una célula o sujeto. Alternativamente, un péptido o proteina
“terapéutico” codificado por un transgén puede ser uno que confiera un beneficio al sujeto, por ejemplo, la
correccién de un defecto genético o la correccién de una deficiencia génica (de expresién o funcional).

Entre los ejemplos no limitativos de polinucleétidos heterdlogos que codifican productos génicos (por ejemplo,
proteinas terapéuticas) se incluyen aquellos que pueden utilizarse en el tratamiento de una enfermedad o trastorno,
incluyendo, aunque sin limitacién, trastornos de la coagulacién sanguinea, tales como la hemofilia A, la hemofilia
B, la talasemia y la anemia.

Se describen ejemplos no limitativos de secuencias de factor IX no humano de mamifero en Yoshitake et al., 1985,
supra; Kurachi etal., 1995, supra; Jallat et al., 1990, supra; Kurachi et al., 1982, Proc. Natl. Acad. Sci. USA 79:6461-
6464; Jaye et al., 1983, Nucl. Acids Res. 11:2325-2335; Anson et al., 1984, EMBO J. 3: 1053-1060; Wu et al,,
1990, Gene 86:275-278; Evans et al., Proc Natl Acad Sci USA 86:10095 (1989), Blood 74:207-212; Pendurthi et
al., 1992, Thromb. Res. 65:177-186; Sakar et al., 1990, Genomics 1990, 6:133-143; y Katayama et al., 1979, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 76:4990-4994.

Entre los polinucleétidos, polipéptidos y subsecuencias de los mismos se incluyen formas modificadas y variantes.
Tal como se utilizan en la presente memoria, los términos “modificar” y “variante”, y variaciones gramaticales de
los mismos, se refieren a que un polinucleétido, polipéptido o subsecuencia de los mismos se desvia respecto a
una secuencia de referencia. Por lo tanto, las secuencias modificadas y variantes pueden presentar la misma
actividad o funcién, o una actividad o funcién mayor o menor que una secuencia de referencia, aunque por lo
menos retienen una actividad o funcién parcial de la secuencia de referencia. En formas de realizacién particulares,
un acido nucleico modificado codifica factor IX, y ha sido modificado para reducir el nimero de dinucledtidos CpG
en comparacién con el acido nucleico que codifica el factor IX de referencia (por ejemplo, una secuencia de factor
IX de tipo salvaje, tal como una secuencia génica de factor IX humano o de otro mamifero).

Entre las variantes asimismo se incluyen variantes de ganancia y pérdida de funcidén. Por ejemplo, secuencias de
ADN de factor IX humano de tipo salvaje, en las que las variantes o mutantes proteicos retienen actividad, o son
terapéuticamente eficaces, o son comparablemente o incluso més terapéuticamente activos que el factor IX
humano invariante. Un ejemplo de una variante de factor IX humano natural, denominada factor IX humano
“Padua’, presenta una L (leucina) en la posicién 338 en lugar de una R (arginina). El FIX Padua posee una mayor
actividad catalitica y coagulante que el factor IX humano que carece de la mutacién Padua. La modificacién del
residuo 338 en el factor IX humano de arginina a alanina causa un incremento de la actividad catalitica (Chang et
al., J. Biol. Chem., 273:12089-94 (1998)). El colageno IV puede servir para atrapar el factor |X, lo que significa que
al introducirlo en el tejido muscular de un mamifero, parte del factor IX no se encuentra disponible para la
participaciéon en la coagulacién sanguinea debido a que se encuentra retenido en los espacios intersticiales del
tejido muscular. Una mutacién en la secuencia del factor IX que resulta en una proteina con unién reducida al
colageno IV (por ejemplo, de pérdida de funcién) es un mutante Util, por ejemplo, para el tratamiento de la hemofilia.
Dicho gen de factor IX mutante puede codificar una proteina FIX humana con el aminoacido alanina en lugar de la
lisina en la quinta posicién aminoacida desde el inicio de la proteina madura.

Entre las modificaciones se incluyen una o mas sustituciones de nucleétidos o aminoécidos (por ejemplo, 1-3, 3-
5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-40, 40-50, 50-100, o mas nucleétidos o residuos), tal como la sustitucion
de un CpG por un dinucleétido alternativo en un transgén (por ejemplo, un gen que codifica el factor IX, tal como
gen que codifica FIX con un nimero reducido de dinucleétidos CpG). Una sustitucién de aminoacido puede ser
una sustitucién de aminoacido conservadora en una secuencia de capside. Una sustitucién de aminoacido puede
ser una arginina por un residuo de lisina (por ejemplo, una o més sustituciones de arginina por lisina, tal como se
indica en cualquiera de 4-1, 15-1, 15-2, 15-3/15-5, 15-4 y/o 15-6). Entre las modificaciones adicionales se incluyen
adiciones (por ejemplo, inserciones o 1-3, 3-5, 5-10, 10-15, 15-20, 20-25, 25-30, 30-40, 40-50, 50-100 o méas
nucleétidos o residuos) yy deleciones (por ejemplo, subsecuencias o fragmentos) de una secuencia de referencia.
Una secuencia modificada o variante puede retener por lo menos parte de una funcién o una actividad de la
secuencia no modificada. Dichas formas y variantes modificadas pueden presentar una funcién o actividad igual,
menor 0 mayor, aunque por lo menos una parte, de la funcién o actividad de una secuencia de referencia, por
ejemplo, tal como se describe en la presente memoria.

Una variante puede presentar una o mas diferencias o modificaciones no conservadoras o conservadoras de la
secuencia de aminoacidos, o ambas. Una “sustitucién conservadora” es la sustitucién de un aminoéacido por un
residuo que es biolégica, quimica o estructuralmente similar. La expresidn “biolégicamente similar” significa que la
sustitucion no destruye una actividad bioldgica. La expresién “estructuralmente similar’ significa que los
aminoécidos presentan cadenas latearles de longitud similar, tales como alanina, glicina y serina, o un tamafio
similar. La expresién “similitud quimica” se refiere a que los residuos presentan la misma carga o que ambos son
hidréfilos o hidréfobos. Entre los ejemplos particulares se incluyen la sustitucién de un residuo hidréfobo, tal como
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isoleucina, valina, leucina o metionina por otro, o la sustitucién de un residuo polar por otro, tal como la sustitucién
de arginina por lisina, 4cido glutamico por acido aspartico, o glutamina por asparagina, serina por treonina, y
similares. Entre los ejemplos particulares de sustituciones conservadoras se incluyen la sustitucién de un residuo
hidréfobo, tal como isoleucina, valina, leucina o metionina, por otro; la sustitucién de un residuo polar por otro, tal
como la sustitucién de arginina por lisina, acido glutdmico por acido aspartico, o glutamina por asparagina, y
similares. Por ejemplo, entre las sustituciones conservadoras de aminoacidos normalmente se incluyen
sustituciones dentro de los grupos siguientes: glicina, alanina, valina, isoleucina, leucina, acido aspartico y acido
glutdmico; asparagina, glutamina, serina, treonina, lisina y arginina; fenilalanina y tirosina. Una “sustitucion
conservadora” incluye, ademas, la utilizacién de un aminoéacido sustituido en lugar de un aminoécido parental no
sustituido.

De acuerdo con lo anterior, las variantes génicas y proteicas (por ejemplo, de polinucleétidos que codifican
proteinas indicadas en la presente memoria) pueden retener una o mas actividades biol6gicas (por ejemplo, la
funcién en la coagulacién sanguinea, etc.). Las variantes pueden diferir de la secuencia de referencia, tal como
polinucleétidos, proteinas o péptidos naturales. Dichas variantes de polinucledtidos, proteinas o polipéptidos
incluyen proteinas o polipéptidos que han sido o pueden ser modificados utilizando tecnologia de ADN
recombinante, de manera que el polinucleétido, proteina o polipéptido posea propiedades alteradas o adicionales.

Al nivel de la secuencia de nucleétidos, un gen variante natural o no natural normalmente sera por lo menos
aproximadamente 50 % idéntico, mas habitualmente aproximadamente 70 % idéntico, todavia mas habitualmente
aproximadamente 80 % idéntico, respecto al gen de referencia. De esta manera, por ejemplo, un gen FIX con un
namero reducido de dinucleétidos CpG podria presentar una identidad de 80 % o superior respecto al gen FIX de
tipo salvaje, o una identidad de 80 % a 85 %, 85 % a 90 %, 90 % a 95 % o superior respecto al gen FIX de tipo
salvaje, por ejemplo, una identidad de 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % o superior respecto al gen FIX de tipo salvaje.

Al nivel de la secuencia de aminoacidos, una proteina variante natural o no natural normalmente seré por lo menos
aproximadamente 70 % idéntica, mas habitualmente aproximadamente 80 % idéntica, todavia mas habitualmente
presentara una identidad de aproximadamente 90 % o superior respecto a la proteina de referencia, aunque estén
permitidas regiones sustanciales de no identidad en las regiones no conservadas (por ejemplo, menos de 70 %
idénticas, tal como menos de 60 %, 50 % o incluso 40 %). Las secuencias podrian presentar una identidad de por
los menos 60 %, 70 %, 75 % o superior (por ejemplo, una identidad de 80 %, 85 %, 90 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98
%, 99 % o superior) respecto a una secuencia de referencia.

El término “identidad”, “homologia” y variaciones gramaticales de los mismos, se refieren a que dos o mas
entidades referenciadas son iguales, cuando son secuencias “alineadas”. De esta manera, a titulo de ejemplo, en
el caso de que dos secuencias polipeptidicas sean idénticas, presentan la misma secuencia de aminoacidos, por
lo menos dentro de la regién o parte a la que se hace referencia. En el caso de que dos secuencias polinucleétidas
sean idénticas, presentan la misma secuencia polinucleotidica, por lo menos dentro de la regién o parte a la que
se hace referencia. La identidad puede ser en un é&rea (regién o dominio) definido de la secuencia. Un “4rea” o
“region” de identidad se refiere a una parte de dos 0 mas entidades referenciadas que es igual en las dos. De esta
manera, en el caso de que dos secuencias proteicas o de acido nucleico sean idénticas en una o mas éreas o
regiones de secuencia, comparten identidad dentro de esa regiéon. Una secuencia “alineada” se refiere a multiples
secuencias polinucleotidicas o proteicas (de aminoacidos), que con frecuencia contienen correcciones para bases
0 aminoécidos faltantes o adicionales (huecos) en comparacién con una secuencia de referencia.

La identidad puede extenderse a lo largo de toda la longitud o a una parte de la secuencia. La longitud de la
secuencia que comparte la identidad de secuencia puede ser de 2, 3, 4, 5 0 mas polinucleétidos o aminoéacidos
contiguos, por ejemplo, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, etc. polinuclebtidos o0 aminoacidos
contiguos. La longitud de la secuencia que comparte identidad puede ser de 21 o mas polinucleétidos o
aminodacidos contiguos, por ejemplo, 21, 22, 23, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34, 35, 36, 37, 38, 39, 40,
etc. polinucleétidos o aminoéacidos contiguos. La longitud de la secuencia que comparte identidad puede ser de 41
0 mas polinucleétidos o aminoécidos contiguos, por ejemplo, 42, 43, 44, 45, 46, 47, 48, 49, 50, etc. polinucleétidos
o aminoacidos contiguos. La longitud de la secuencia que comparte identidad puede ser de 50 o maés
polinucleétidos o aminoacidos contiguos, por ejemplo, 50 a 55, 55a 60,60 a65,65a 70, 70a 75, 75 a 80, 80 a
85, 85 a 90, 90 a 95, 95 a 100, 100 a 110, etc. polinucleétidos o aminoacidos contiguos.

Los términos “homéblogo” u “homologia” se refieren a que dos o mas entidades a las que se hace referencia
comparten una identidad por lo menos parcial en una regién o porcién dada. La expresién “areas, regiones o
dominios” de homologia o identidad se refiere a que una parte de dos 0 més entidades a las que se hace referencia
comparte homologia o es igual en las mismas. De esta manera, en el caso de que dos secuencias sean idénticas
en una o mas regiones de secuencia, comparten identidad en estas regiones. La expresién “homologia sustancial’
se refiere a que una molécula esté estructural o funcionalmente conservada de manera que presenta o se predice
que presenta una estructura o funcién por lo menos parcial de una o mas de las estructuras o funciones (por
ejemplo, una funcién o actividad biol6gica) de la molécula de referencia, o regién o parte relevante/correspondiente
de la molécula de referencia con la que comparte homologia.
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El grado de identidad (homologia) entre dos secuencias puede determinarse utilizando un programa informatico
y/o algoritmo matemético. Dichos algoritmos que calculan el porcentaje de identidad (homologia) de secuencias
generalmente considera los huecos de secuencia y no correspondencias en toda la regién o area de comparacion.
Por ejemplo, un algoritmo de basqueda BLAST (por ejemplo, BLAST 2.0) (ver, por ejemplo, Altschul et al., J. Mol.
Biol. 215:403 (1990), disponible publicamente de NCBI) presenta los parametros de blsqueda de ejemplo
siguientes: no correspondencia: -2; hueco abierto: 5; extensién de hueco: 2. Para las comparaciones de secuencias
polipeptidicas, normalmente se utiliza un algoritmo BLASTP en combinacién con una matriz de puntuaciones, tal
como PAM100, PAM250, BLOSUM®6E2 o BLOSUMBG2. Los programas de comparacién de secuencias FASTA (por
ejemplo, FASTA2 y FASTA3) y SSEARCH asimismo se utilizan para cuantificar el grado de identidad (Pearson et
al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 85:2444 (1988); Pearson, Methods Mol. Biol. 132:185 (2000) y Smith et al., J. Mol.
Biol. 147:195 (1981)). Asimismo se han desarrollado programas para cuantificar la similitud estructural de las
proteinas utilizando el mapeo topolégico basado en Delaunay (Bostick et al., Biochem. Biophys. Res. Commun.
304:320 (2003)).

Entre los polinucleétidos se incluyen adiciones e inserciones, por ejemplo, uno 0 méas dominios heterélogos. Una
adicién (por ejemplo, un dominio heter6logo) puede ser una unidén covalente o no covalente de cualquier tipo de
molécula a una composicién. Normalmente, las adiciones e inserciones (por ejemplo, un dominio heterélogo)
confieren una funcién o actividad complementaria o diferente.

Entre las adiciones e inserciones se incluyen secuencias quiméricas y de fusién, que son secuencias
polinucleotidicas o proteicas que presentan una o mas moléculas no presentes normalmente en una secuencia
natural (de tipo salvaje) de referencia unidas covalentemente a la secuencia. El término “fusién” o “quimérico’, y
variaciones gramaticales del mismo, utilizado en referencia a una molécula se refiere a que una porcién o parte de
la molécula contiene una entidad diferente diferenciada (heteréloga) de la molécula tal como existe normalmente
en la naturaleza. Es decir, por ejemplo, una parte de la fusién o quimera incluye o consiste en una parte que no
existe junto ella de manera natural, y que es estructuralmente diferente.

El término “vector” se refiere a un plasmido, virus (por ejemplo, un vector de AAV) u otro vehiculo que puede
manipularse mediante insercién o incorporaciéon de un polinucleétido. Dichos vectores pueden utilizarse para la
manipulacién genética (es decir, son “vectores de clonacién”) para introducir/transferir polinucleétidos al interior de
las células, y para transcribir o traducir el polinucleétido insertado en las células. Una secuencia de acido nucleico
de vector generalmente contiene por lo menos un origen de replicacién para la propagacién en una célula y
opcionalmente elementos adicionales, tales como una secuencia polinucleotidica heteréloga, un elemento de
control de la expresién (por ejemplo, un promotor o un potenciador), un intrén, una o mas ITR, un marcador
seleccionable (por ejemplo, de resistencia a antibidtico), y una secuencia de poliadenina (asimismo denominada
“de poliadenilacion”).

Un vector virico deriva o esta basado en uno o mas elementos de 4cido nucleico que comprenden un genoma
virico. Entre los vectores viricos particulares se incluyen vectores lentiviricos y parvoviricos, tales como vectores
de virus adenoasociado (AAV).

Tal como se utiliza en la presente memoria, el término “recombinante” como modificador de vector virico, tal como
vectores lentiviricos o parvoviricos (por ejemplo, AAV) recombinantes, asi como un modificador de secuencias,
tales como polinucledtidos y polipéptidos recombinantes, se refiere a que las composiciones (por ejemplo, AAV o
secuencias) han sido manipuladas (es decir, sometidas a ingenieria) de una manera que generalmente no ocurre
naturalmente. Un ejemplo particular de un vector recombinante, tal como un vector de AAV seria en el que un
polinucleétido que no esta presente normalmente en el genoma virico (por ejemplo, AAV) de tipo salvaje se inserta
dentro del genoma virico. Por ejemplo, un ejemplo de un polinucleétido recombinante seria en el que un
polinucleétido (por ejemplo, un gen) heterdlogo que codifica una proteina se clona en un vector, con o sin regiones
5’, 3’ y/o de intrén con las que el gen estd asociado normalmente dentro del genoma virico (por ejemplo, AAV).
Aunque el término “recombinante” no siempre se utiliza en la presente memoria en referencia a los vectores, tales
como vectores viricos y AAV, asi como a secuencias, tales como polinucleétidos y polipéptidos, las formas
recombinantes de las secuencias viricas, de AAV, y de secuencias, incluyendo polinucleétidos y polipéptidos, estéan
incluidas expresamente a pesar de cualquiera de dichas omisiones.

Un “vector” virico recombinante o “vector de AAV” deriva del genoma de tipo salvaje de un virus, tal como un AAV
mediante la utilizacion de métodos moleculares para eliminar el genoma de tipo salvaje del virus (por ejemplo,
AAV) y la sustituciéon por un acido nucleico no natural, tal como una secuencia polinucleotidica heterdloga (por
ejemplo, una secuencia de acido nucleico modificada que codifica el FIX humano, tal como FIX con un nimero
reducido de dinucleétidos CpG). Normalmente, para AAV se retiene una o0 ambas secuencias de repeticiéon terminal
invertida (ITR) del genoma de AAV en el vector de AAV. Un vector virico “recombinante” (por ejemplo, AAV) se
distingue de un genoma virico (por ejemplo, AAV), ya que la totalidad o una parte del genoma virico ha sido
sustituido por una secuencia no natural con respecto al 4cido nucleico gendémico virico (por ejemplo, de AAV), tal
como una secuencia polinucleotidica heteréloga (por ejemplo, una secuencia de 4cido nucleico modificada que
codifica FIX humano, tal como FIX con un nimero reducido de dinucleétidos CpG). Por lo tanto, la incorporacion
de una secuencia no natural (por ejemplo, una secuencia de acido nucleico modificada que codifica FIX humano,
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tal como FIX con un nimero reducido de dinucleétidos CpG) define el vector virico (por ejemplo, AAV) como un
vector “recombinante”, que en el caso del AAV puede denominarse “vector de rAAV”.

Puede empaquetarse una secuencia de vector recombinante (por ejemplo, lentivirus, parvovirus o AAV)
(denominada “particula” en la presente memoria) para la posterior infeccidn (transduccién) de una célula, ex vivo,
in vitro o in vivo. En el caso de que se encapside o empaquete una secuencia de vector recombinante en una
particula de AAV, la particula asimismo puede denominarse “rAAV”. Entre dichas particulas se incluyen proteinas
que encapsidan o empaquetan el genoma del vector. Entre los ejemplos particulares se incluyen proteinas de
cubierta virica, y en el caso del AAV, proteinas de capside.

Para un plasmido recombinante, un “genoma” de vector se refiere a la parte de la secuencia recombinante de
plasmido que finalmente se empaqueta o encapsida para formar una particula virica (por ejemplo, de AAV). En los
casos en que se utilicen plasmidos recombinantes para construir o producir vectores recombinantes, el genoma
del vector no incluye la parte del “plasmido” que no corresponde a la secuencia genémica del vector del plasmido
recombinante. Esta parte gendmica no del vector en el plasmido recombinante se denomina “esqueleto del
plasmido”, que resulta importante para la clonacién y amplificacién del mismo, un proceso que resulta necesario
para la propagacién y la produccién de virus recombinantes, pero que no estd empaquetado o encapsidado en
particulas viricas (por ejemplo, de AAV).

De esta manera, un “genoma” de vector se refiere a la parte del plasmido vector que estd empaquetada o
encapsidada por virus (por ejemplo, AAV), y que contiene una secuencia polinucleotidica heteréloga. La parte
gendmica no de vector del plasmido recombinante es el “esqueleto de plasmido” que resulta importante para la
clonacién y la amplificacién del plasmido, por ejemplo, presenta un marcador seleccionable, tal como kanamicina,
pero que no esté resulta empaquetada o encapsidada por el virus (por ejemplo, AAV).

Las cantidades de rAAV que encapsidan/empaquetan genomas de vector pueden determinarse, por ejemplo,
mediante PCR cuantitativa. Este ensayo mide el numero fisico de genomas de vector empaquetados, mediante
una reaccién en cadena de la polimerasa cuantitativa en tiempo real y puede llevarse a cabo en diversas etapas
del procedimiento de produccién/purificacién, por ejemplo, en el vector de AAV en masa y el producto final.

Las secuencias de vector recombinante se manipulan mediante insercién o incorporacién de un polinucleétido. Un
plasmido vector generalmente contiene por lo menos un origen de replicacién para la propagacién en una célula y
uno o mas elementos de control de la expresion.

Entre las secuencias de vector que incluyen vectores AAV pueden incluirse uno o mas “elementos de control de la
expresion”. Normalmente, los elementos de control de la expresién son una o0 més secuencias de acido nucleico
que incluyen sobre la expresién de un polinucleétido ligado operablemente. Los elementos de control, incluyendo
los elementos de control de la expresién, tales como promotores y potenciadores, presentes dentro de un vector
se incluyen para facilitar una transcripcién correcta del polinucleétido heterélogo y, en su caso, una traducciéon
apropiada (por ejemplo, un promotor, potenciador, sefial de procesamiento de intrones, mantenimiento del marco
de lectura correcto del gen para permitir la traducciéon dentro del marco del ARNm y codones de parada, etc.).
Dichos elementos normalmente actiian en cis, a los que se hace referencia como un elemento “de accién en cis’,
aunque asimismo pueden actuar en trans.

El control de la expresidn puede llevarse a cabo al nivel de transcripcion, traduccion, procesamiento, estabilidad
del mensaje, etc. Normalmente, un elemento de control de la expresién que modula la transcripcién se yuxtapone
en proximidad al extremo &' (es decir, “cadena arriba”) de un polinucleétido transcrito (por ejemplo, de un é&cido
nucleico modificado que codifica el factor IX, tal como FIX, con un nimero reducido de dinucleétidos CpG). Los
elementos de control de la expresién asimismo pueden estar ubicados en el extremo 3’ (es decir, “cadena abajo”9
de la secuencia transcrita o dentro del transcrito (por ejemplo, en un intrén). Los elementos de control de la
expresién pueden estar ubicados en contiglidad o a una distancia de la secuencia transcrita (por ejemplo, a una
distancia de 1 a 10, 10 a 25, 25 a 50, 50 a 100, o0 100 a 500 o0 més nucledtidos respecto del polinucleétido), incluso
a distancias considerables. Sin embargo, debido a las limitaciones de longitud del polinucledtido de determinados
vectores, tales como los vectores AAV, dichos elementos de control de la expresién normalmente se encuentran
a una distancia de entre 1 y 1000 nucledtidos del polinucledtido transcrito.

Funcionalmente, la expresiéon de polinucledtido heterélogo ligado funcionalmente es por lo menos en parte
controlable por el elemento (por ejemplo, un promotor) de manera que el elemento modula la transcripcién del
polinucleétido y, segun el caso, la traduccién del transcrito. Un ejemplo especifico de un elemento de control de la
expresién es un promotor, que habitualmente esta ubicado en 5’ de la secuencia transcrita. Otro ejemplo de un
elemento de control de la expresiéon es un potenciador, que puede estar ubicado en 5 o 3’ de la secuencia
transcrita, o dentro de la secuencia transcrita.

Un “promotor” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a una secuencia de acido nucleico (por

ejemplo, ADN) que estd ubicada en contigliidad a una secuencia polinucleotidica que codifica un producto
recombinante. Un promotor normalmente esta ligado operablemente a una secuencia contigua, por ejemplo, un
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polinucleétido heterdlogo (por ejemplo, un acido nucleico modificado que codifica el factor IX). Un promotor
normalmente incrementa la cantidad expresada a partir de un polinucleétido heterélogo en comparacién con la
cantidad expresada cuando no existe un promotor.

Un “potenciador” tal como se utiliza en la presente memoria puede referirse a una secuencia que esta ubicada en
contiglidad al polinucleétido heterélogo. Los elementos potenciadores normalmente estan ubicados cadena arriba
de un elemento promotor, aunque asimismo funcionan, y pueden estar ubicados, cadena abajo o dentro de una
secuencia de ADN (por ejemplo, un polinucleétido heterélogo). Por lo tanto, un elemento potenciador puede estar
ubicado 100 pares de bases, 200 pares de bases 0 300 0 mas pares de bases cadena arriba o cadena abajo de
un polinucleétido heterdlogo. Los elementos potenciadores normalmente incrementan la expresiéon de un
polinucleétido heter6logo hasta un nivel superior a la expresién incrementada que proporciona un elemento
promotor.

Entre los elementos de control de la expresién (por ejemplo, los promotores) se incluyen los activos en un tejido o
tipo celular particular, denominado en la presente memoria “elementos/promotores de control de la expresién
especifica de tejido”. Los elementos de control de la expresidén especificos de tejido normalmente estan activos en
una célula o tejido especifico (por ejemplo, higado, cerebro, sistema nervioso central, médula espinal, ojo, retina,
hueso, musculo, pulmén, pancreas, corazén, célula renal, etc.). Los elementos de control de la expresién
normalmente estan activos en dichas células, tejidos u 6rganos debido a que son reconocidos por proteinas
activadoras de la transcripcion, u otros reguladores de la transcripcién, que son Unicos de la célula, tejido o tipo de
6rgano especifico.

Entre los ejemplos de promotores activos en el mlsculo esquelético se incluyen promotores de genes codificantes
de la a-actina esquelética, la cadena ligera 2A de la miosina, la distrofina, la creatincinasa muscular, asi como
promotores musculares sintéticos con actividades superiores a las de los promotores naturales (ver, por ejemplo,
Li et al., Nat. Biotech. 17:241-245, 1999). Son ejemplos de promotores que son especificos de tejido hepético, el
promotor alfa 1-antitrispina humana (hAAT); la albumina, Miyatake et al., J. Virol. 71:5124-32 (1997); el promotor
central del virus de la hepatitis B, Sandig et al., Gene Ther. 3:1002-9 (1996); la alfa-fetoproteina (AFP), Arbuthnot
et al., Hum. Gene. Ther., 7:1503-14 (1996)], éseos (osteocalcina, Stein et al., Mol. Biol. Rep., 24:185-96 (1997);
sialoproteina 6sea, Chen et al,, J. Bone Miner. Res. 11:654-64 (1996)), linfocitos (CD2, Hansal et al., J. Immunol.,
161 :1063-8 (1998) ; cadena pesada de inmunoglobulina; cadena a de receptor de célula T), neuronal (promotor
de enolasa especifica neuronal (NSE), Andersen et al., Cell. Mol. Neurobiol., 13:503-15 (1993); gen de cadena
ligera de neurofilamento, Piccioli et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 88:5611-5 (1991); el gen vgf especifico neuronal,
Piccioli et al., Neuron, 15:373-84 (1995), entre otros. Un ejemplo de un potenciador activo en el higado es HCR-1
y HCR-2 de apolipoproteina E (apoE) (Allan et al., J. Biol. Chem., 272:29113-19 (1997)).

Entre los elementos de control de la expresién se incluyen, ademas, promotores/potenciadores ubicuos o
promiscuos que son capaces de gobernar la expresiéon de un polinucleétido en muchos tipos celulares diferentes.
Entre dichos elementos se incluyen, aunque sin limitacién, las secuencias de promotor temprano
inmediato/potenciador del citomegalovirus (CMV), secuencias de promotor/potenciador del virus del sarcoma de
Rous (VSR) y los deméas promotores/potenciadores viricos activos en una variedad de tipos de células de
mamifero, o elementos sintéticos que no estan presentes en la naturaleza (ver, por ejemplo, Boshart et al., Cell,
41:521-530 (1985)), el promotor del SV40, el promotor de la dihidrofolato reductasa, el promotor de la B-actina
citoplasmatica y el promotor de fosfoglicerol cinasa (PGK).

Los elementos de control de la expresién pueden conferir, ademés, la expresién de una manera regulable, es decir,
una sefial o estimulo incrementa o reduce la expresién del polinucleétido heterdlogo ligado operablemente. Un
elemento regulable que incrementa la expresién del polinucleétido ligado funcionalmente en respuesta a una sefial
o estimulo asimismo se denomina “elemento inducible” (es decir, que resulta inducido por una sefial). Entre los
ejemplos particulares se incluyen un promotor inducible por una hormona (por ejemplo, esteroidea). El elemento
regulable que reduce la expresion del polinucleétido ligado operablemente en respuesta a una sefial o estimulo se
denomina “elemento reprimible” (es decir, la sefial reduce la expresién de manera que en el caso de que la sefial
se elimine o esté ausente, se incrementa la expresién). Normalmente, el nivel de incremento o reduccién conferido
por dichos elementos es proporcional a la cantidad de seflal o estimulo presente; a mayor cantidad de sefial o
estimulo, mayor es el incremento o reduccién de la expresion. Entre los ejemplos particulares se incluyen el
promotor metalotionina (MT) de oveja inducible por cinc; el promotor de virus de tumor mamario de ratén (MMTV)
inducible por hormona esteroidea; el sistema de promotor de polimerasa T7 (documento WO 98/10088); el sistema
reprimible por tetraciclina (Gossen et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 89:5547-5551 (1992); el sistema inducible por
tetraciclina (Gossen et al., Science 268:1766-1769 (1995); ver asimismo Harvey et al., Curr. Opin. Chem. Biol.
2:512-518 (1998)); el sistema inducible por RU486 (Wang et al., Nat. Biotech. 15:239-243 (1997), y Wang et al,,
Gene Ther. 4:432-441 (1997)], y el sistema inducible por rapimicina (Magari et al., J. Clin. Invest. 100:2865-2872
(1997); Rivera et al., Nat. Medicine 2:1028-1032 (1996)). Otros elementos decontrol regulables que pueden resultar
Utiles en el presente contexto son aquellos que estan regulados por un estado fisiol6gico especifico, por ejemplo,
la temperatura, la fase aguda y el desarrollo.
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Entre los elementos de control de la expresiéon se incluyen, ademas, el elemento o elementos naturales del
polinucleétido heterélogo. Puede utilizarse un elemento de control natural (por ejemplo, un promotor) en el caso
de que se desee que la expresidn del polinucledtido heterélogo imite la expresién natural. El elemento natural
puede utilizarse en el caso de que la expresién del polinucleétido heterélogo esté regulada temporalmente o
durante el desarrollo, o de una manera especifica de tejido, o en respuesta a estimulos transcripcionales
especificos. Asimismo pueden utilizarse otros elementos naturales de control de la expresién, tales como intrones,
sitios de poliadenilacién o secuencias de Kozak de consenso.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresion “ligamiento operable” o “ligado operablemente” se refiere
a una yuxtaposicién fisica o funcional de los componentes descritos de esta manera que permite que funcionen de
su modo pretendido. En el ejemplo de un elemento de control de la expresién en ligamiento operable con un &cido
nucleico, la relacién es tal que el elemento de control modula la expresién del acido nucleico. Més especificamente,
por ejemplo, dos secuencias de ADN operablemente ligadas implican que los dos ADN estan dispuestos (en cis o
en trans) en una relacién tal que por lo menos una de las secuencias de ADN es capaz de ejercer un efecto
fisiolégico en la otra secuencia.

De acuerdo con lo anterior, las secuencias de acidos nucleicos modificadas que codifican proteina FIX humana, y
los vectores y plasmidos, incluyendo vectores viricos tales como vectores lentiviricos y parvoviricos, que incluyen
los vectores AAV, asi como composiciones de los mismos, pueden incluir elementos de 4cido nucleico adicionales.
Entre estos elementos se incluyen, aunque sin limitacién, una o mas copias de una secuencia ITR de AAV, un
elemento de control de la expresién (por ejemplo, un promotor/potenciador), una sefial de terminacién de la
transcripcién o coddn de parada, regiones 5’ 0 3’ no traducidas (por ejemplo, secuencias de poliadenilacién (poliA))
que flanquean una secuencia polinucleotidica, o un intrén, tal como la totalidad o una parte del intrén | del factor
IX humano genémico (SEC ID n° 13).

Entre los elementos de acido nucleico se incluyen, ademas, por ejemplo, secuencias polinucleotidicas de llenado
o relleno, por ejemplo para mejorar el empaquetamiento o reducir la presencia de acido nucleico contaminante,
por ejemplo, para reducir el empaquetamiento del esqueleto plasmidico. Los vectores AAV normalmente aceptan
inserciones de ADN que presentan un intervalo de tamafio de definido, que es generalmente de entre
aproximadamente 4 kb y aproximadamente 5.2 kb, o ligeramente méas. De esta manera, para secuencias mas
cortas, la inclusidén de un relleno o elemento de llenado en el fragmento de insercién con el fin de ajustar la longitud
en el tamafio normal, o practicamente el tamafio normal, de la secuencia gendémica virica aceptable para el
empaquetamiento del vector de AAV en la particula virica. Una secuencia de &cido nucleico de llenado/relleno
puede ser un segmento no traducido (no que codifica la proteina) de 4cido nucleico. En un vector de AAV, una
secuencia polinucleotidica heterdloga puede presentar una longitud inferior a 4.7 kb y la secuencia polinucleotidica
de llenado o relleno presenta una longitud que, en combinacién (por ejemplo, insertada en un vector) con la
secuencia polinucleotidica heterdloga, presenta una longitud total de entre aproximadamente 3.0 y 5.5 kb, o de
entre aproximadamente 4.0 y 5.0 kb, o de entre aproximadamente 4.3 y 4.8 kb.

Un intrén asimismo puede funcionar como una secuencia polinucleotidica de llenado o relleno con el fin de
conseguir una longitud para el empaquetamiento del vector de AAV en una particula virica. Los intrones y
fragmentos de intrén (por ejemplo, parte del intrén | de FIX) que funcionan como una secuencia polinucleotidica
de llenado o relleno asimismo pueden intensificar la expresién. La inclusion de un elemento intrén puede intensificar
la expresién en comparacion con la expresion en la ausencia del elemento intrén (Kurachi et al., 1995, supra).

La utilizacién de intrones no esta limitada a la inclusion de secuencias de intrén | del factor IX, sino que asimismo
puede incluir otros intrones, los cuales pueden estar asociados al mismo gen (por ejemplo, en el que el acido
nucleico codifica factor IX, el intrén deriva de un intrén presente en la secuencia genémica del factor 1X) o asociados
a un gen completamente diferente u otra secuencia de ADN. De acuerdo con lo anterior, otras regiones no
traducidas (no codificantes de proteina) de acido nucleico, tales como intrones presentes en secuencias genémicas
de genes afines (relacionados) (la secuencia polinucleotidica heteréloga codifica la totalidad o una parte de la
misma proteina codificada por la secuencia gendémica) y genes no afines (no relacionados) (la secuencia
polinucleotidica heterdloga codifica una proteina que es diferente de la proteina codificada por la secuencia
gendmica) asimismo pueden funcionar como secuencias polinucleotidicas de llenado o relleno.

Una “parte del intrén I” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a una regién del intrdén | que presenta
una longitud de nucleétidos de entre aproximadamente 0.1 kb y aproximadamente 1.7 kb, en la que la regién
intensifica la expresion del factor IX, normalmente en aproximadamente 1.5 veces o més en un molde de vector
plasmidico o virico en comparacién con la expresién de FIX en la ausencia de una parte de intrén |. Una parte méas
especifica es una parte de 1.3 kb del intrén I. Un ejemplo no limitativo de una secuencia del intrén | del factor IX
es el intrébn A, una quimera compuesta de la parte 5’ y la parte 3’ del primer intrén de FIX tal como se indica en la
SEC ID n°: 13.

Los elementos de control de la expresidn, las ITR, las secuencias de poliA y las secuencias polinucleotidicas de

llenado o relleno, pueden variar en longitud. Un elemento de control de la expresién, ITR, poliA o una secuencia
polinucleotidica de llenado o relleno puede ser una secuencia de aproximadamente 1 a 10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a
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40, 40 a 50, 50 a 60, 60 a 75, 75 a2 100, 100 a 150, 150 a 200, 200 a 250, 250 a 300, 300 a 400, 400 a 500, 500 a
750, 750 a 1,000, 1,000 a 1,500, 1,500 a 2,000 o0 2,000 a 2,5000 nucledtidos de longitud.

Un vector de AAV puede comprender una capside de AAV que comprende la proteina VP1 variante de capside 4-
1 (SEC ID n° 4) y un genoma para la expresién de un gen heterélogo en una célula de mamifero transducida.

La cépside de dicho vector puede comprender, ademas, las proteinas VP2 y VP3 de la variante de capside 4-1
(SEC ID n% 27 y SEC ID n®: 3, respectivamente). Las proteinas VP1 y VP2 pueden encontrarse en una relacioén
estequiométrica de aproximadamente 1:1 (o alguna otra relacién, y la proteina VP3 puede encontrarse en una
relacion respecto a VP1 o0 VP2, 0o ambas VP1y VP2, de aproximadamente 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, 11:1, 12:1,
13:1,14:1,15:1, 16:1, 17:1: 18:1, 19:1, 20:1 o alguna otra relacion.

Un genoma de un vector de AAYV, incluyendo, aunque sin limitacién, uno que presente una capside que comprende
las proteinas variantes de capside 4-1 (VP1, VP2 y VP3) puede comprender una secuencia de acido nucleico
heterdloga que codifica la proteina factor IX (FIX) humana. La proteina Fl puede ser de tipo salvaje, contener una
mutacidn por sustitucién u otra mutacién que altere la actividad de la proteina. La mutacién puede incrementar la
actividad catalitica de FIX y/o |la actividad de la proteina como procoagulante. Segun la invencién, la proteina FIX
es la proteina FIX Padua, con una sustitucién de Arg por Ala en el aminoéacido correspondiente a la posicién 338
de la proteina FIX. El gen que codifica FIX humana (incluyendo FIX Padua) puede estar optimizado para los
codones, por ejemplo mediante la reduccién o incluso eliminacién de los dinucleétidos CpG. Asimismo son posibles
otros tipos de optimizacién de los codones.

El genoma del vector de AAV puede comprender, ademés, repeticiones terminales invertidas (ITR) de AAV2
ubicadas en los extremos izquierdo y derecho (es decir, los extremos 5 y 3, respectivamente) del genoma. Una
ITR izquierda puede comprender o consistir en los nucleétidos 1 a 141 de la SEC ID n® 12 (dada a conocer en la
presente memoria como SEC ID n° 13) y una ITR derecha puede comprender o consistir en los nucleétidos 4097
a 4204 de la SEC ID n°: 12 (dada a conocer en la presente memoria como SEC ID n°: 20). Cada ITR puede estar
separada de otros elementos en el genoma del vector por una secuencia de acido nucleico de longitud variable.

El genoma del vector de AAV puede comprender, ademés, un elemento de control de la expresién, incluyendo un
promotor, y opcionalmente un potenciador. El genoma del vector de AAV puede comprender tanto un promotor
como un potenciador, que pueden ser constitutivos, inducibles o especificos de tejido. El promotor, o el potenciador,
0 ambos, pueden ser especificos de tejido. Tanto el potenciador como el promotor pueden ser activos en
hepatocitos, en comparacién con otros tipos celulares determinados. El potenciador puede ser la totalidad o una
parte del potenciador HCR-1 de ApoE humano, y el promotor puede ser la totalidad o una parte del promotor de
antitripsina alfa-1 (AAT) humano. El genoma del vector de AAV puede incluir un potenciador HCR-1 de ApoE
humano que comprende o consiste en los nucleétidos 152 a 472 de la SEC ID n° 12 (dada a conocer en la presente
memoria como SEC ID n% 14) y puede incluir un promotor de AAT humano que comprende o consiste en los
nucleétidos 482 a 878 de la SEC ID n° 12 (dada a conocer en la presente memoria como SEC ID n°®: 15). El
potenciador HCR-1 de ApoE puede estar ubicado en 5 de un promotor de AAT, y las secuencias pueden ser
contiguos o estar separadas por otra secuencia de nucledtidos. El potenciador y el promotor pueden estar ubicados
en 5 de una secuencia de acido nucleico que codifica el factor IX, y pueden estar unidos contiguamente al primer
exén de un gen de factor IX, o pueden estar separados del mismo por una secuencia 5 no traducida (UTR)
procedente de un gen de factor IX humano, o alguna otra secuencia que sirve de espaciador. Una secuencia 5’
UTR puede comprender o consistir en los nucleétidos 879 a 907 de la SEC ID n°: 12.

El gen que codifica FIX, que incluye la proteina FIX Padua natural, puede incluir uno o més intrones presentes en
la secuencia gendémica del factor IX humano. Pueden excluirse todos los intrones, un ejemplo de los cuales se da
a conocer como la secuencia de 4cido nucleico de SEC ID n° 10 y que se denomina en la presente memoria
secuencia que codifica “FIX39”. En caso de estar presente, un intron puede comportarse como una secuencia de
relleno o llenado tal como se indica en la presente memoria. El gen entero puede estar optimizado para los codones
a fin de reducir o eliminar los dinucleétidos CpG.

Un gen que codifica el factor IX humano utilizado en un vector de AAV puede comprender o consistir en los
nucleétidos 908 a 3731 de la SEC ID n°% 12, que codifica la proteina FIX Padua y ha sido optimizada para los
codones a fin de eliminar dinucleétidos CpG. Esta secuencia incluye un exén 1 (nucleétidos 908 a 995 de la SEC
ID n® 12), un primer intrén (en ocasiones conocido como intrdn |, nucleétidos 996 a 2433 de la SEC ID n®: 12) y
los exones 2 a 8 (nucledtidos 2434 a 3731 de la SEC ID n° 12).

Al gen que codifica el factor IX puede seguir en su extremo 3’ una secuencia 3' UTR de un gen de factor IX humano
(tal como, aunque sin limitacién, los nucleétidos 3732 a 3779 de la SEC ID n® 12 y/o por una secuencia
poliadenilato (poliA) de un gen de factor IX, u otro gen. La secuencia poliA puede ser del gen de la hormona de
crecimiento bovino (bGH) y puede comprender o consistir en los nucleétidos 3820 a 4047 de la SEC ID n® 12. Una
3’ UTR puede estar variablemente espaciada respecto de la secuencia poliA por una secuencia interpuesta de
nucleétidos.
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Los elementos indicados anteriormente pueden combinarse en un genoma de vector de AAV. Un vector de AAV
puede presentar un genoma que comprende, en orden 5 a 3, una ITR izquierda del AAV, el potenciador HCR-1
de ApoE (o una parte del mismo), el promotor hAAT (o una parte del mismo), una parte de la 5’UTR del factor IX
humano, acido nucleico que codifica el factor IX Padua humano (incluyendo opcionalmente uno o mas intrones,
tales como el intrén 1), una parte del 3’ UTR del factor IX humano, una secuencia poliA de bGH (o una parte de la
misma) y a la derecha, una ITR del AAV2. Una ITR del AAV2 izquierdo puede presentar la secuencia de acido
nucleico SEC ID n° 13, un potenciador HCR-1 de ApoE puede presentar la secuencia de acido nucleico SEC ID
n% 14: un promotor hAAT puede presentar la secuencia de acido nucleico SEC ID n% 15; un 5 UTR puede
presentar la secuencia de acido nucleico SEC ID n° 16; un gen que codifica FIX Padua (incluyendo el intrén 1)
puede codificar la proteina FIX codificada por la secuencia de acido nucleico SEC ID n°% 10; la 3' UTR puede
presentar la secuencia de 4cido nucleico SEC ID n°: 18, una regién poliA puede presentar la secuencia de acido
nucleico SEC ID n° 19, y una ITR del AAV2 derecha puede presentar la secuencia de acido nucleico SEC ID n®:
20.

El genoma del vector de AAV puede comprender o consistir en los nucleétidos 1 a 4204 de la SEC ID n°: 12 o una
secuencia que es por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la misma. La capside puede comprender
la variante de proteina de capside VP1 4-1 (SEC ID n° 4) y las proteinas de capside VP2 y VP2 correspondientes.
En un vector de AAV particular, denominado en la presente memoria “AAV-FIX39-Padua”, el vector puede incluir
una capside formada de las proteinas variantes de capside 4-1 (VP1, VP2 y VP3) y un genoma de cadena sencilla
que comprende una secuencia de acido nucleico correspondiente a los nucledtidos 1 a 4204 de SEC ID n°: 12.

La expresion “capsides vacias” de AAV tal como se utiliza en la presente memoria no contienen un genoma de
vector (por ello el término “vacio”), en contraste con “capsides que contienen genoma”, que contienen un genoma
de vector de AAV. Las capsides vacias son particulas de tipo virico en el aspecto de que reaccionan con uno o
méas anticuerpos que reaccionan con el virus intacto (el vector de AAV que contiene genoma).

Las capsides vacias pueden estar incluidas en las preparaciones de vector de AAV. Si se desea, pueden afiadirse
capsides vacias de AAV a las preparaciones de vector de AAV, o administrarse por separado al sujeto de acuerdo
con lo descrito en la presente memoria, aunque en métodos no reivindicados. Se entiende generalmente que
cualesquiera referencias a métodos de tratamiento mediante terapia o cirugia en la presente descripcién deben
interpretarse como referencias a composiciones farmacéuticas de la presente invencién para la utilizacién en
dichos métodos.

Aunque sin respaldo teérico, se cree que las capsides vacias de AAV se unen o reaccionan con anticuerpos contra
los vectores AAV, funcionando de esta manera como un sefiuelo para reducir la inactivacién del vector de AAV.
Dicho sefiuelo actua absorbiendo los anticuerpos dirigidos contra el vector de AAV, incrementando o mejorando
de esta manera la transduccién del transgén del vector de AAV en las células (introduccién del transgén) y, a su
vez, incrementando la expresion celular del transcrito y/o proteina codificada.

Pueden generarse y purificarse capsides vacias con una calidad y determinarse sus cantidades. Por ejemplo,
puede medirse el titulo de capsides vacias mediante espectrofotometria a partir de la densidad éptica a una
longitud de onda de 280 nm (basado en Sommer et al., Mol. Ther., enero de 2003; 7(1):122-8).

Los AAV vacios o capsides vacias en ocasiones se encuentran naturalmente en las preparaciones de vector de
AAV. Dichas mezclas naturales pueden utilizarse segun la invencién, o si se desea, manipularse para incrementar
o reducir la cantidad de cépside y/o vector vacio. Por ejemplo, la cantidad de cédpside vacia opcionalmente puede
ajustarse a una cantidad que se esperaria redujese el efecto inhibidor de los anticuerpos que reaccionan con un
vector de AAV que esta destinado a ser utilizado para la transduccién génica mediada por vector en el sujeto. La
utilizacién de cépsides vacias se describen la publicacién de patente US n° 2014/0336245.

Pueden formularse capsides vacias de AAV con vectores AAV y/o administrarse a un sujeto. Las capsides vacias
de AAV pueden formarse con una cantidad igual o inferior de vector (por ejemplo, una relacién de vectores AAV a
céapsides vacias de AAV de entre aproximadamente 1,5y 100 veces, o una relacién de vectores AAV a capsides
vacias de AAV de aproximadamente 1:1). Pueden formularse vectores AAV con un exceso de cépsides vacias de
AAV (por ejemplo, una relacién de capsides vacias de AAV a vectores AAV superior a 1, por ejemplo, una relacién
de capsides vacias de AAV a vectores AAV de entre 1,5 y 100 veces). Opcionalmente, los sujetos con un titulo de
anticuerpos neutralizantes (AN) de AAV bajo a negativo pueden recibir cantidades menores de cépsides vacias
(relacién de capsides vacias de AAV a vectores AAV de entre 1y 10 veces, relacion entre capsides vacias de AAV
a vectores AAV de entre 2 y 6 veces, 0 una relacidn de capsides vacias de AAV a vectores AAV de
aproximadamente 4 a 5 veces).

Las composiciones farmacéuticas que comprenden vectores AAV, incluyendo los que comprenden proteinas
variantes de capside 4-1 (VP1, VP2 y VP3) pueden comprender un exceso de capsides vacias superior a la
concentracién de vectores AAV (es decir, aquellos que contienen un genoma de vector) en la composicién. La
relaciéon de cépsides vacias a vectores AAV puede ser de aproximadamente 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, 1.6, 1.7, 1.8,
1.9,20,21,22,23,24,25,26,2.7,2.8,29,3.0,31,32,3.3,34,35,36,3.7,3.8,39,4.0,41,42, 43, 4.4,
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45 46,47,48,49,50,51,52,53,54,55,56,57,58,59,60,6.1,62,63,64,6566,6.7,6.8,6.9, 7.0,
71,72, 73,74,75,76,7.7,7.8,7.9,8.0,81,82,83,84,85,86,87,88,89 90, 91,92 93,94, 95, 9.6,
9.7, 9.8, 9.9, 10 a 1, o alguna otra relacion.

Las capsides vacias pueden comprender las mismas proteinas de capside VP1, VP2 y VP3 que estan presentes
en los vectores AAV. Las capsides vacias pueden comprender proteinas VP1, VP2 y VP3 que presentan una
secuencia de aminoacidos diferente de la encontrada en los vectores AAV. Normalmente, aunque no
necesariamente, si las proteinas de cépside de las cépsides vacias y las capsides de los vectores AAV no
presentan una secuencia idéntica, seran del mismo serotipo.

Una composicién puede comprender un vector de AAV descrita en la presente memoria como AAV-FIX39-Padua
(o uno que presenta la misma capside y una secuencia gendémica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
idéntica al mismo) y opcionalmente un exceso de capsides vacias que comprenden las mismas proteinas de
capside, en las que la relaciéon de capsides vacias a vector de AAV es de aproximadamente 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1.5,
16,17,1.8,1.9,20,21,22,23,24,25,26,2.7,2.8,29,3.0,3.1,3.2,3.3,34,35,36,3.7,3.8,3.9,4.0,4.1,
42,43,44,45,46,47,48,49,50,51,52,5.3,54,55,56,5.7,5.8,59,6.0,61,62,6,3,6/4,6,5,66,6,7,
68,69 70,71,72,73,74,75,76,7,7,7,8,7,9,8,0, 81,82, 83, 84,85, 8686, 8,7,8,8,89, 90,91, 9,2, 93,
9.4, 9,5 96, 9,7,9,8, 9,9, 10 a 1, o alguna otra relacién. La relaciéon en la composicién de AAV-FIX39-Padua a
céapsides vacias puede ser de aproximadamente 1:5. Las composiciones que comprende AAV-FIX39-Padua y
capsides vacias pueden administrarse a un sujeto humano que presenta hemofilia B, incluyendo hemofilia B grave,
moderada o leve.

Un “gene marcador seleccionable” se refiere a un gen que, al expresarse, confiere un fenotipo seleccionable, tal
como resistencia a antibiético (por ejemplo, a kanamicina), a la célula transducida. Un gen “informador” es uno que
proporciona una sefial detectable. Un ejemplo no limitativo de un gen informador es el gen de la luciferasa.

Puede prepararse é&cido nucleico, polinucleétidos, vectores de expresién (por ejemplo, genomas de vector),
plasmidos, incluyendo formas modificadas, utilizando diversas técnicas estandares de clonacién, de ADN
recombinante, mediante la expresion celular o técnicas de traduccidn in vitro y de sintesis quimica. La pureza de
los polinucleétidos puede determinarse mediante secuenciacion, electroforesis en gel y similares. Por ejemplo,
pueden aislarse acidos nucleicos utilizando técnicas de hibridaciéon o el cribado informético de bases de datos.
Entre dichas técnicas se incluyen, aunque sin limitarse a ellas: (1) la hibridacién de bibliotecas de ADN genémico
o de ADNc con sondas para detectar secuencias de nucleétidos homélogas, (2) el cribado de anticuerpos para
detectar polipéptidos que presentan caracteristicas estructuras compartidas, por ejemplo, utilizando una biblioteca
de expresién, (3) reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) del ADN gendémico o ADNc utilizando cebadores
capaces de hibridarse a una secuencia de 4cido nucleico de interés, (4) blusquedas informaticas de bases de datos
de secuencias para secuencias relacionadas, y (5) cribado diferencial de una biblioteca sustractiva de acidos
nucleicos.

El término “aislado” al utilizarlo como un modificador de una composicién, se refiere a que las composiciones se
preparan manualmente o se separan, por completo o por lo menos en parte, de su medio in vivo natural.
Generalmente, las composiciones aisladas estén sustancialmente libres de uno 0 mas materiales con las que estan
normalmente asociadas en la naturaleza, por ejemplo, uno o mas de proteina, acido nucleico, lipido, carbohidrato
y membrana celular. El término “aislado” no excluye las combinaciones producidas manualmente, por ejemplo, una
secuencia de vector recombinante (por ejemplo, de rAAV) o una particula virica que empaqueta o encapsida un
genoma de vector y una formulacién farmacéutica. Eltérmino “aislado” tampoco excluye formas fisicas alternativas
de las composiciones, tales como hibridos/quimeras, multimeros/oligdbmeros, modificaciones (por ejemplo,
fosforilacidén, glucosilacién o lipidacion) o formas convertidas en derivados, o formas expresadas en células
hospedadoras producidas manualmente.

Los métodos y las utilizaciones descritos en la presente memoria, aunque no comprendidos en la invencién
reivindicada, proporcionan un medio para suministrar (transducir) polinucleétidos heterélogos (transgenes) en el
interior de células hospedadoras, incluyendo células proliferantes y/o no proliferantes. Las secuencias de vector
recombinante (por ejemplo, rAAV), genomas de vector, particulas viricas recombinantes, métodos, usos y
formulaciones farmacéuticas de la invencién resultan adicionalmente Utiles en un método de suministro,
administracién o provision de un &cido nucleico o proteina a un sujeto que lo necesita, a modo de método de
tratamiento. De esta manera, se transcribe el 4cido nucleico y puede producirse la proteina in vivo en un sujeto. El
sujeto puede beneficiarse o requerir el acido nucleico o proteina debido a que el sujeto presenta una deficiencia
en el acido nucleico o proteina, o debido a que la produccién del 4cido nucleico o proteina en el sujeto puede
proporcionar algun efecto terapéutico, a modo de un método de tratamiento o alternativo.

En general, las secuencias de vector lentivirico o parvovirico recombinante (por ejemplo, AAV), genomas de vector,
particulas viricas recombinantes, métodos y utilizaciones pueden utilizarse para suministrar cualquier
polinucleétido heterélogo (transgén) con un efecto bioldgico para tratar o aliviar uno 0 mas sintomas asociados a
cualquier trastorno relacionado con una expresién génica insuficiente o no deseable. Las secuencias de vector

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2989774 T3

lentivirico o parvovirico (por ejemplo, AAV) recombinante, genomas de vector, particulas viricas recombinantes,
métodos y utilizaciones pueden utilizarse para proporcionar terapia para diversos estados de enfermedad.

Los é&cidos nucleicos, vectores, vectores recombinantes (por ejemplo, rAAV), genomas de vector y particulas
viricas recombinantes, métodos y utilizaciones permiten el tratamiento de enfermedades genéticas. En general,
los estados de enfermedad se encuentran comprendidos en dos clases: estados de deficiencia, habitualmente de
enzimas, que generalmente se heredan de una manera recesiva, y estados de desequilibrio, que por lo menos
implican en ocasiones proteinas reguladoras o estructurales, que se heredan de forma dominante. Para las
enfermedades de estado de deficiencia, podria utilizarse la transferencia génica para llevar un gen normal al interior
de los tejidos afectados para la terapia de sustitucién, asi como para crear modelos animales de la enfermedad
utilizando mutaciones antisentido. Para los estados de enfermedad por desequilibrio, podria utilizarse la
transferencia génica para crear un estado de enfermedad en un sistema modelo, que a continuacién podria
utilizarse en esfuerzos para contrarrestar el estado de enfermedad. Asimismo resulta posible la utilizacién de la
integracién especifica de sitio de secuencias de acidos nucleicos para corregir defectos.

Entre los ejemplos ilustrativos de estados de enfermedad se incluyen, aunque sin limitarse a ellos, trastornos de la
coagulacién sanguinea, tales como la hemofilia A, la hemofilia B, la talasemia y la anemia.

Entre los métodos de tratamiento y las utilizaciones descritos en la presente memoria, aunque no reivindicados,
se incluyen acidos nucleicos, vectores, vectores recombinantes (por ejemplo, rAAV), genomas de vector y
particulas viricas recombinantes. Los métodos y las utilizaciones de la invenciéon son ampliamente aplicables a
proporcionar, o a incrementar o estimular, la expresién o funcién génica, por ejemplo, la adicién o sustitucién
génica. Generalmente debe entenderse que cualesquiera referencias a métodos de tratamiento mediante terapia
o cirugia en la presente descripcién deben interpretarse como referencias a composiciones farmacéuticas de la
presente invencién para la utilizacién en dichos métodos.

Un método o una utilizacién puede incluir: (a) proporcionar un acido nucleico modificado que codifica el factor IX,
tal como FIX con un nimero reducido de dinucleétidos CpG, tal como en un vector o un genoma de vector, en el
que la secuencia de acido nucleico modificada esta operablemente ligada a un elemento de control de la expresién
que confiere la transcripcién de dicha secuencia, y (b) administrar una cantidad del acido nucleico modificado al
mamifero de manera que se exprese el factor IX en el mamifero.

Un método o una utilizacién puede incluir la entrega o transferencia de un &cido nucleico modificado codificante de
la secuencia del factor IX, tal como FIX, con un nimero reducido de dinucledtidos CpG, en un mamifero o una
célula de un mamifero, mediante la administracién de una particula virica (por ejemplo, AAV) o una pluralidad de
particulas viricas (por ejemplo, AAV) (por ejemplo, tales como variantes de capside (por ejemplo, 4-1)) que
comprenden un genoma de vector, en las que el genoma de vector que comprende el &cido nucleico modificado
que codifica el factor IX, tal como FIX, con un nimero reducido de dinucleétidos CpG (y opcionalmente una ITR,
intrén, poliA, una secuencia polinucleotidica de llenado/relleno) a un mamifero o en una célula de un mamifero,
suministrando o transfiriendo de esta manera el 4cido nucleico modificado que codifica el factor IX en el mamifero
o célula del mamifero.

En dichos métodos y utilizaciones dados a conocer en la presente memoria, aunque no reivindicados, la expresion
del &cido nucleico puede proporcionar un beneficio terapéutico al mamifero (por ejemplo, un ser humano). La
expresion del factor IX puede proporcionar un beneficio terapéutico al mamifero (por ejemplo, ser humano), tal
como un mamifero que presenta hemofilia B. Puede incluirse una secuencia polinucleotidica de llenado/relleno en
la secuencia de vector de manera que la longitud combinada con el 4cido nucleico modificado que codifica el factor
IX, tal como FIX con un numero reducido de dinucledtidos CpG, presente una longitud total de entre
aproximadamente 3.0 Kb y 5.5 Kb, o de entre aproximadamente 4.0 Kb y 5.0 Kb, o de entre aproximadamente 4.3
Kby 4.8 Kb.

Entre los métodos y utilizaciones descritos en la presente memoria, aunque no reivindicados, se incluyen métodos
de tratamiento, que resultan en cualquier efecto terapéutico o beneficioso. Dichos métodos y utilizaciones pueden
ser la inhibicién, disminucién o reduccién de uno o méas sintomas adversos (por ejemplo, fisicos), trastornos,
afecciones, enfermedades o complicaciones causadas o asociadas a la enfermedad. Para un trastorno
hemorragico, tal como la hemofilia, el efecto terapéutico o beneficio incluye, aunque sin limitacién, menor formacién
de hematomas, menor tiempo de coagulacién sanguinea, menor nimero de episodios de sangrado (duracion,
gravedad y frecuencia). Por ejemplo, menor duracién, gravedad o frecuencia de los episodios hemorragicos de
articulaciones o cerebrales. Para un trastorno hemorrggico tal como la hemofilia, un efecto terapéutico o
beneficioso asimismo incluye, aunque de manera no limitativa, dosis reducidas de proteina factor de coagulacién
suplementario (por ejemplo, proteina factor IX) o eliminacién de la administracién de una proteina factor de
coagulacién suplementaria (por ejemplo, proteina factor IX).

Por lo tanto, un efecto terapéutico o beneficioso del tratamiento es cualquier mejora o beneficio objetivo o subjetivo,

medible o detectable, proporcionado a un sujeto particular. Un efecto terapéutico o beneficioso puede ser, aunque
no es necesariamente, la anulacion completa de la totalidad o cualquiera de los sintomas adversos, trastornos,
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enfermedades o complicaciones de una enfermedad particular, causados o asociados a una enfermedad, o una
inhibicién, disminucién, reduccién, supresién, prevencién, limite o control del empeoramiento o progresién de uno
0 més sintomas adversos, trastornos, enfermedades o complicaciones causadas o asociadas a la enfermedad,
durante un periodo corto o prolongado (horas, dias, semanas, meses, etc.).

Pueden administrarse composiciones, tales como acidos nucleicos, vectores, vectores recombinantes (por
ejemplo, rAAV), genomas de vector y particulas viricas recombinantes, incluyendo genomas de vector, en una
cantidad suficiente o eficaz a un sujeto que lo necesita. Una “cantidad eficaz” o “cantidad suficiente” se refiere a la
cantidad que proporciona, en dosis individuales o multiples, sola 0 en combinacién con otra u otras composiciones
(agentes terapéuticos, tales como un farmaco), tratamientos, protocolos o agentes de régimen terapéutico, una
respuesta detectable de cualquier duracién de tiempo (a largo o corto plazo), un resultado esperado o deseado o
un beneficio para el sujeto de cualquier grado medible o detectable o durante cualquier duracién de tiempo (por
ejemplo, durante minutos, horas, dias, meses, afios, o la curacién).

El experto en la materia puede determinar si la administraciéon de una sola dosis de rAAV/vector resulta suficiente
o si deben administrarse multiples dosis de rAAV/vector. Por ejemplo, si los niveles de FIX se reducen a menos de
un nivel predeterminado (por ejemplo, menos del minimo que proporciona un beneficio terapéutico), el experto en
la materia podré determinar si resulta apropiado administrar dosis adicionales de rAAV/vector.

La dosis para conseguir un efecto terapéutico, por ejemplo, la dosis en genomas de vector/por kilogramo de peso
corporal (gv/kg), variara segln varios factores, incluyendo, aunque sin limitarse a ellos: la via de administracién, el
nivel de expresiéon de polinucleétido heterdlogo requerido para conseguir un efecto terapéutico, la enfermedad
especifica bajo tratamiento, cualquier respuesta inmunitaria del hospedador al vector virico, la respuesta
inmunitaria del hospedador al polinucleétido o producto de expresién (proteina) heterélogo, y la estabilidad de la
proteina expresada. El experto en la materia podra determinar un intervalo de dosis de genoma de rAAV/vector
para el tratamiento de un paciente que presenta una enfermedad o trastorno particular, basandose en los factores
anteriormente mencionados, asi como otros factores. Generalmente, las dosis estaran comprendidas entre por lo
menos 1x108, o mas, por ejemplo 1x10° 1x10'°, 1x10'" 1x10'2 1x10'® 0 1x10'"* 0 mas, genoma de vector por
kilogramo (gv/kg) de peso del sujeto, para conseguir un efecto terapéutico.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV, incluyendo, por ejemplo, AAV-FIX39-Padua, o una que
presente la misma capside y una secuencia genémica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la
misma, puede ser una que sea suficiente, administrada a un sujeto, por ejemplo un ser humano, con hemofilia B u
otra deficiencia de actividad de factor IX, para convertir la hemofilia B grave en hemofilia B moderada o leve, o
incluso dar como resultado un estado aparentemente libre de enfermedad. Una dosis terapéuticamente eficaz de
un vector de AAV puede ser una que resulte suficiente para permitir que un sujeto humano con hemofilia B evite
por completo la terapia de reemplazo de factor IX, o para reducir la frecuencia con la que se administra el reemplazo
de FIX para mantener una hemostasis adecuada. Tal como apreciaré el experto en la materia, la terapia de
reemplazo de factor es el estandar de cuidado actual para la hemofilia B, aunque requiere inyecciones frecuentes
de factor IX humano producido recombinantemente para compensar la incapacidad del paciente de producir niveles
suficientes de factor de coagulacion funcional.

Esta generalmente aceptado que la hemofilia B grave se caracteriza por hemorragias frecuentes (por ejemplo, por
lo menos una o dos veces a la semana), con frecuencia espontaneas (sin traumatismo previo), en los musculos o
articulaciones del sujeto. Se asocia a hemofilia B grave una actividad de FIX inferior a 1 % de la observada en
seres humanos sanos. Estad generalmente aceptado que los sujetos humanos con hemofilia B moderada sangran
menos frecuentemente que los que presentan hemofilia B grave, por ejemplo, aproximadamente una vez al mes,
aunque sangrard durante mas tiempo de lo normal después de cirugia, un traumatismo o trabajo odontolégico.
Esta generalmente aceptado que los sujetos humanos con enfermedad moderada no sangran con frecuencia de
manera espontanea. Se asocia a hemofilia B moderada una actividad de FIX de entre 1 % y 5 % de la normal.
Generalmente, los sujetos humanos con hemofilia B leve sangran en exceso, si sangran, solo como consecuencia
de cirugia o traumatismo mayor. Generalmente, la hemofilia leve se asocia a 6 % a 40 % de la actividad normal de
FIX. Generalmente, los individuos considerados sanos, sin sintomas de hemofilia B, presentan un intervalo de
entre aproximadamente 50 % y 150 % de la actividad normal de FIX. Puede encontrarse informacién adicional en
Fijnvandraat et al., Diagnosis and management of hemophilia. Br. Med. J., 344:36-40 (2012).

La actividad del factor IX puede medirse de una diversidad de maneras conocidas por el experto en la materia. Por
ejemplo, un ensayo no limitativo de ejemplo es el ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada (TTPA) en
una etapa para determinar la actividad de coagulacién de FIX en una muestra de plasma obtenida de un sujeto.
La actividad de FIX con frecuencia se expresa en unidades internacionales (Ul), en las que 1 Ul se define como la
actividad de coagulacién de FIX presente en 1 ml de plasma agrupado procedente de donantes normales.
Aplicando esta convencién, la hemofilia B grave se asocia a niveles de FIX inferiores a 0.01 Ul/ml, la enfermedad
moderada se asocia a niveles de FIX de 0.02 a 0.05 Ul/ml, la enfermedad moderada se asocia a niveles de FIX de
0.06 a 0.40 Ul/ml y la ausencia de enfermedad se asocia a niveles de FIX de 0.50 a 1.50 Ul/ml.
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Tal como apreciara el experto en la materia, una variante de factor IX, tal como la variante natural FIX Padua, que
presenta una actividad catalitica mas alta que la de FIX humano de tipo salvaje, puede producir un nivel dado de
actividad de FIX (por ejemplo, 1 Ul/ml) a una concentracién més baja de proteina activa que FIX “no Padua”.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV, incluyendo, por ejemplo, AAV-FIX39-Padua, o uno que
presente la misma cépside y una secuencia de genoma por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a
la misma, puede ser una que resulte suficiente, administrada en el sujeto, por ejemplo un ser humano con hemofilia
B grave, moderada o leve, para alcanzar una actividad de FIX en plasma que sea aproximadamente 1 %, 2 %, 3
%, 4 %, 5%, 6 %, 7%, 8%, 9%, 10 %, 11 %, 12 %, 13 %, 14 %, 15 %, 16 %, 17 %, 18 %, 19 %, 20 %, 21 %, 22
%, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38 %, 39 %, 40
%, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, 45 %, 46 %, 47 %, 48 %, 49 % o 50 %, o superior, de la actividad de FIX normal. Una
dosis terapéuticamente eficaz puede ser una que consiga una actividad de FIX de 1 % o superior en un sujeto que
de otro modo careceria de dicha actividad, por ejemplo, una actividad de FIX en el sujeto entre 1.5 % y 10 %, entre
10 % y 15 %, entre 15 % y 20 %, entre 20 % y 25 %, entre 25 % y 30 % o superior.

Con respecto al tratamiento de un sujeto con hemofilia B, una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV
incluyendo, por ejemplo, AAV-FIX39-Padua, o uno que presente la misma cépside y una secuencia genémica por
lo menos 98 % o 99 % idéntica a la misma, puede presentar por lo menos 1x10'° genomas de vector (gv) por
kilogramo (gv/kg) de peso del sujeto, o entre aproximadamente 1x10'°y 1x10" gv/kg de peso del sujeto, o entre
aproximadamente 1x10"y 1x10'2 gv/kg (p, ej., entre aproximadamente 1x10''y 2x10" gw/kg o entre
aproximadamente 2x10"y 3x10" gv/kg o entre aproximadamente 3x10''y 4x10" gv/kg o entre
aproximadamente 4x10"y 5x10" gv/kg o entre aproximadamente 5x10''y 6x10" gv/kg o entre
aproximadamente 6x10"y 7x10" gv/kg o entre aproximadamente 7x10'"'y 8x10" gv/kg o entre
aproximadamente 8x10"" y 9x10™ gv/kg o entre aproximadamente 9x10"" y 1x10'2 gv/kg) del peso del sujeto, o
entre aproximadamente 1x10'? y 1x10'® gv/kg del peso del sujeto para conseguir un efecto terapéutico deseado.
Las dosis adicionales pueden estar comprendidas en un intervalo de entre aproximadamente 5x10™y
1x10'° genomas de vector (gv) por kilogramo (gv/kg) de peso del sujeto o en un intervalo de entre
aproximadamente 1x10'0 y 5x10"" gv/kg de peso del sujeto, o en un intervalo de entre aproximadamente 5x10" y
1x10'2 gv/kg de peso del sujeto, 0 en un intervalo de aproximadamente 1x10'?y 5x10"3 gv/kg de peso del sujeto,
y conseguir un efecto terapéutico deseado. Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser de
aproximadamente 2.0x10"" gv/kg, 2.1x10"" gv/kg, 2.2x10"" gv/kg, 2.3x10"" gv/kg, 2.4x10" gv/kg, 2.5x10"" gv/kg,
2.6x10" gv/kg, 2.7x10" gv/kg, 2.8x10"" gv/ikg, 2.9x10"" gv/kg, 3.0x10"" gv/kg, 3.1x10'"" gv/kg, 3.2x10"" gv/kg,
3.3x10™ gv/kg, 3.4x10"" gv/ikg, 3.5x10" gv/kg, 3.6x10"" gv/kg, 3.7x10"" gv/kg, 3.8x10" gv/kg, 3.9x10"" gv/kg,
4.0x10" gv/kg, 4.1x10" gv/kg, 4.2x10"" gvikg, 4.3x10"" gv/kg, 4.4x10"" gv/kg, 4.5x10"" gv/kg, 4.6x10"" gv/kg,
4.7x10" gv/kg, 4.8x10" gv/kg, 4.9x10"" gv/ikg, 5.0x10"" gv/kg, 5.1x10"" gv/kg, 5.2x10'"" gv/kg, 5.3x10"" gv/kg,
5.4x10™ gv/kg, 5.5x10"" gv/ikg, 5.6x10" gv/kg, 5.7x10"" gv/kg, 5.8x10'"" gv/kg, 5.9x10" gv/kg, 6.0x10"" gv/kg,
6.1x10" gv/kg, 6.2x10"" gv/kg, 6.3x10"" gv/ikg, 6.4x10"" gv/kg, 6.5x10"" gv/kg, 6.6x10'"" gv/kg, 6.7x10"" gv/kg,
6.8x10" gv/kg, 6.9x10" gv/kg, 7.0x10"" gv/ikg, 7.1x10"" gv/kg, 7.2x10"" gv/kg, 7.3x10"" gv/kg, 7.4x10"" gv/kg,
7.5x10™ gv/kg, 7.6x10"" gv/kg, 7.7x10"" gvikg, 7.8x10" gv/kg, 7.9x10"" gv/kg o 8.0x10" gv/kg, o alguna otra
dosis. Un vector de AAV puede ser AAV-FIX39-Padua, o un vector de AAV que presente la misma capside y una
secuencia gendémica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse en
el sujeto en una composicién farmacéuticamente aceptable por si solo o con cépsides vacias del mismo tipo de
capside en una relacién de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1,6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 o alguna
otra relacion.

Las dosis de una “cantidad eficaz” o “cantidad suficiente” para el tratamiento (por ejemplo, para aliviar o para
proporcionar un beneficio o0 mejora terapéutico) normalmente resultan eficaces para proporcionar una respuesta a
uno, multiples o todos los sintomas adversos, consecuencias o complicaciones de la enfermedad, uno o mas
sintomas adversos, trastornos, enfermedades, patologias o complicaciones, por ejemplo, causados o asociados a
la enfermedad, en un grado medible, aunque la disminucién, reduccién, inhibicién, supresién, limitacién o control
de la progresién o agravamiento de la enfermedad es un resultado satisfactorio.

Una cantidad eficaz o una cantidad suficiente pueden, aunque no necesariamente, proporcionarse en una Unica
administracién; puede requerir multiples administraciones y puede, aunque no necesariamente, administrarse sola
o en combinacién con otra composiciéon (por ejemplo, agente), tratamiento, protocolo o régimen terapéutico. Por
ejemplo, la cantidad puede incrementarse proporcionalmente segln indique la necesidad del sujeto, tipo, estado o
gravedad de la enfermedad tratada, o los efectos secundarios (si existen) del tratamiento. Ademas, la cantidad
eficaz o la cantidad suficiente podria no resultar eficaz o suficiente si se proporciona en una dosis Unica o en
multiples dosis sin una segunda composicion (por ejemplo, otro farmaco o agente), tratamiento, protocolo o
régimen terapéutico, ya que pueden incluirse dosis adicionales, cantidades o una duracién superiores a dichas
dosis, o composiciones adicionales (por ejemplo, farmacos o agentes), tratamientos, protocolos o regimenes
terapéuticos, con el fin de que se considere eficaz o suficiente en un sujeto dado. Las cantidades consideradas
eficaces asimismo incluyen cantidades que resultan en la reduccién del uso de otro tratamiento, régimen o
protocolo terapéutico, tal como la administracién de proteina factor de coagulacién recombinante para el
tratamiento de un trastorno hemorrégico (por ejemplo, hemofilia A o B).
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La cantidad eficaz o la cantidad suficiente no es necesariamente eficaz en todos y cada uno de los sujetos tratados,
ni en una mayoria de sujetos tratados en un grupo o poblacién dado. Una cantidad eficaz o una cantidad suficiente
se refiere a la eficacia o suficiencia en un sujeto particular, no a un grupo o a la poblacién general. Normalmente
en dichos métodos algunos sujetos mostraran una mayor respuesta, 0 menos respuesta o ninguna en absoluto al
método o uso de tratamiento proporcionado.

El término “aliviar’ se refiere a una mejora detectable o medible en la enfermedad o sintoma de un sujeto, o en una
respuesta celular subyacente. Una mejora detectable o medible incluye una disminucién, reduccién, inhibicién,
supresién, limitacién o un control subjetivo u objetivo en la ocurrencia, frecuencia, gravedad, progresién o duracién
de la enfermedad, o de una complicacién causada o asociada a la enfermedad, o una mejora de un sintoma o de
una causa subyacente o de una consecuencia de la enfermedad, o la reversién de la enfermedad.

De esta manera, un resultado de tratamiento satisfactorio puede llevar a un “efecto terapéutico” o “beneficio” de
disminucién, reduccién, inhibicion, supresién, limitacién, control o prevencién de la ocurrencia, frecuencia,
gravedad, progresidén o duracién de una enfermedad, o uno 0 méas sintomas adversos o causas o0 consecuencias
subyacentes de la enfermedad en un sujeto. Por lo tanto, los métodos y utilizaciones de tratamiento que afectan a
una o més causas subyacentes de la enfermedad o sintomas adversos se considera que son beneficiosos. Una
disminucién o reduccién del agravamiento, tal como la estabilizacién de la enfermedad, o de un sintoma adverso
de la misma, asimismo es un resultado de tratamiento satisfactorio.

Por lo tanto, un beneficio 0 mejora terapéutico no es necesariamente la eliminacién completa de la enfermedad, o
cualquiera, la mayoria o la totalidad de los sintomas adversos, complicaciones, consecuencias o causas
subyacentes asociada a la enfermedad. De esta manera, se consigue un punto final satisfactorio en el caso de que
se produzca una mejora gradual en la enfermedad del sujeto, o una disminucién, reduccién, inhibicién, supresion,
limitacién, control o prevencién parcial en la ocurrencia, frecuencia, gravedad, progresién o duracién, o la inhibicién
o reversion de la enfermedad (por ejemplo, la estabilizacién de uno o mas sintomas o complicaciones), durante un
periodo de tiempo corto o largo (horas, dias, semanas, meses, etc.) La eficacia de un método o uso, tal como un
tratamiento que proporciona un beneficio terapéutico potencial o mejora de una enfermedad, puede determinarse
mediante diversos métodos, tales como el tiempo de formacién de codgulo sanguineo, etc.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una que resulte suficiente, al administrarla en
un sujeto humano con hemofilia B, para resultar en una actividad de FIX superior a un nivel determinado durante
un periodo de tiempo prolongado. Una dosis eficaz de un vector de AAV puede resultar en una actividad de FIX de
1 % de la normal en sujetos humanos con hemofilia B durante un periodo sostenido de por lo menos 3 meses, 4
meses, 5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses, 13 meses, 14 meses, 15
meses, 16 meses, 17 meses, 1,5 afios, 2 afios, 2,5 afios, 3 afios, 3,5 afios, 4 afios, 4,5 afios, 5 afios, 5,5 afios, 6
afios, 6,5 aflos, 7 afios, 7,5 afios, 8 afios, 8,5 afics, 9 afios, 9,5 afios, 10 afios o mas. Una dosis eficaz de un vector
de AAV puede resultar en una actividad de FIX de por lo menos 5 % de la norma durante un periodo sostenido de
por lo menos 3,4, 5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 meses, o durante porlo menos 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,
455 55,6,65,7,75,8, 85,9, 95, 10 afios 0 mas. Una dosis eficaz de un vector de AAV puede resultar en
una actividad de FIX de por lo menos 10 % de la norma durante un periodo sostenido de por lo menos 3, 4, 5, 6,
7,8,9, 10,11, 12,13, 14, 15, 16 0 17 meses, o de porlomenos 1,5,2,25, 3,35, 4,4,5,5,5,5,6,6,5,7, 7,5, 8,
8,5, 9, 9,5, 10 afios 0 mas. Una dosis eficaz de un vector de AAV puede resultar en una actividad de FIX de por lo
menos 15 % de la norma durante un periodo sostenido de por lo menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16 0 17 meses, o durante por lo menos 1,5, 2,25, 3, 3,5, 4,4,5,5,55,6,6,5,7,7,5, 8,85, 9, 9,5, 10 afios 0 mas.
Una dosis eficaz de un vector de AAV puede resultar en una cantidad de FIX de por lo menos 20 % de la norma
durante un periodo sostenido de por lo menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16 0 17 meses, o durante
porlo menos 1,5, 2,25, 3,35,4,45,555,6,65,7,75,8,8,5,9, 9,5, 10 afios 0 mas. Una dosis eficaz de un
vector de AAV puede resultar en una actividad de FIX de por lo menos 25 % de lo normal durante un periodo
sostenido de por lo menos 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12,13, 14, 15, 16 0 17 meses, o durante por lo menos 1,5, 2,
253,35 4,45,5,55,6,65,7,7,5,8,85,9, 9,5, 10 afios 0 mas. Una dosis eficaz de un vector de AAV puede
resultar en una cantidad de FIX de por lo menos 30 % de la norma durante un periodo sostenido de por lo menos
3,4,56,7,8,9, 10,11, 12,13, 14, 15, 16 0 17 meses, o durante por lo menos 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4, 4,5, 5, 5,5, 6,
6,5 7,75,8, 85,9, 9,5, 10 afios o méas. Una dosis eficaz de un vector de AAV puede resultar en una actividad de
FIX de por lo menos 35 % de lo normal durante un periodo sostenido de por lo menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12,
13, 14, 15, 16 0 17 meses, o durante por lo menos 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,4,5,5,5,5,6,6,5,7,75, 8,85, 9, 9,5, 10
aflos 0 més. Una dosis eficaz de un vector de AAV puede resultar en una cantidad de FIX de por lo menos 40 %
de la normal durante un periodo sostenido de porlo menos 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 0 17 meses,
o durante por lo menos 1,5, 2, 2,5, 3, 3,5, 4,45, 5,55, 6,65,7, 75, 8,85, 9, 9,5 10 afios o mas. Una dosis
eficaz de un vector de AAV puede resultar en una actividad de FIX de por lo menos 45 % de lo normal durante un
periodo sostenido de porlo menos 3,4, 5,6,7, 8,9, 10, 11,12, 13, 14, 15, 16 0 17 meses, o durante por lo menos
1,5,2 25,3, ,35,4,45,5,55,6,65,7,75, 8, 85,9, 95, 10 afios 0 més. El vector de AAV puede ser AAV-
FIX39-Padua o un vector de AAV que presente la misma capside y una secuencia genémica por lo menos 95 %,
96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse en el sujeto en una composicién
farmacéuticamente aceptable, por si sola o con capsides vacias del mismo tipo de capside en una relacién vacias
a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 o alguna otra relacién.
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Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una que resulte suficiente, administrada en el
sujeto humano con hemofilia B grave o0 moderada, para resultar en una actividad de FIX que sea por lo menos 20
%, 21 %, 22 %, 23 %, 24 %, 25 %, 26 %, 27 %, 28 %, 29 %, 30 %, 31 %, 32 %, 33 %, 34 %, 35 %, 36 %, 37 %, 38
%, 39 %, 40 %, 41 %, 42 %, 43 %, 44 %, o 45 % de la normal durante un periodo sostenido de por lo menos 6
meses. La dosis de AAV-FIX39-Padua o de un vector de AAV que presenta la misma cépside y una secuencia
gendmica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la misma, puede ser de aproximadamente 5,0
x 10" gv/kg, que puede administrarse en una composicién farmacéuticamente aceptable, por si sola o con
capsides vacias del mismo tipo de capside en una relacién de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1,
51,61, 7:1, 81, 9:1, 10:1 o alguna otra relacion.

Puede observarse que en algunos sujetos humanos que han recibido una dosis terapéuticamente eficaz de un
vector de AAV, incluyendo, por ejemplo, AAV-FIX39-Padua, o un vector de AAV que presenta la misma capside y
una secuencia gendmica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la misma, la actividad de FIX
atribuible al vector cae a lo largo de un periodo de tiempo prolongado (por ejemplo, meses o afios) hasta un nivel
que ya no se considera suficiente (por ejemplo, en el que el sujeto manifiesta sintomas y/o una caracteristica de la
actividad de FIX de la hemofilia B moderada o grave). En tales circunstancias, el sujeto puede recibir nuevamente
una dosis del mismo tipo de vector de AAV como en el tratamiento inicial. Si el sujeto ha desarrollado una reaccién
inmunitaria al vector inicial, el paciente puede recibir una dosis de un vector de AAV disefiado para expresar FIX
en las células diana pero que presente una cépside un serotipo diferente o variante que resulte menos
inmunorreactivo que el primer vector de AAV.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una que resulte suficiente, administrada en un
sujeto humano con hemofilia B, para reducir o incluso eliminar la necesidad del sujeto de terapia de reemplazo de
factor IX humano recombinante para mantener una hemostasis adecuada. De esta manera, una dosis
terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una que pueda reducir la frecuencia con la que un sujeto
humano medio que presenta hemofilia B moderada o grave necesita terapia de reemplazo de FIX para mantener
una hemostasis adecuada en aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55
%, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 100 %. Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de
AAV puede ser una que pueda reducir la dosis de factor IX humano recombinante que necesita un sujeto humano
medio que presenta hemofilia B moderada o grave para mantener una hemostasis adecuada en aproximadamente
5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %, 80 %, 85 %, 90 %,
95 % o0 100 %. El vector de AAV puede ser AAV-FIX39-Padua o un vector de AAV que presente la misma capside
y una secuencia gendémica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la misma, que puede
administrarse al sujeto en una composicién farmacéuticamente aceptable, por si sola o con capsides vacias del
mismo tipo de capside en una relacién de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1,
10:1 o alguna otra relacién.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una que resulte suficiente, administrada en el
sujeto humano con hemofilia B grave, para reducir o incluso eliminar el sangrado espontaneo en las articulaciones.
De esta manera, una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una que pueda reducir la
frecuencia de sangrado espontaneo en las articulaciones de un sujeto humano con hemofilia B grave en
aproximadamente 5 %, 10 %, 15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 %, 45 %, 50 %, 55 %, 60 %, 65 %, 70 %, 75 %,
80 %, 85 %, 90 %, 95 % o0 100 %, respecto al sujeto humano no tratado medio con hemofilia B grave. El sangrado
en las articulaciones puede detectarse utilizando pruebas de imagen de resonancia magnética o ultrasonografia
de las articulaciones, u otras técnicas que resultaran evidentes para el experto en la materia. El vector de AAV
puede ser AAV-FIX39-Padua o un vector de AAV que presente la misma capside y una secuencia gendémica por
lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse al sujeto en una composicién
farmacéuticamente aceptable, por si sola o con cépsides vacias del mismo tipo de capside en una relacién de
vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4.1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, o0 en alguna otra relacién.

Los esfuerzos anteriores para desarrollar vectores AAV para tratar la hemofilia no han tenido éxito, por lo menos
en parte, se cree, debido a una respuesta inmunitaria robusta contra la cépside de AAV en los ensayos clinicos
anteriores (ver, por ejemplo, Nathwani et al, NEJM 2011;365(25):2357-2365; y Manno et al, Nat Med.
2006;12(3):342-347). Un ensayo clinico en curso ha demostrado que los vectores AAV pueden producir un nivel
elevado de actividad de FIX en sujetos humanos con hemofilia B grave, a la vez que resultan en respuestas
inmunitarias nulas o minimas hasta 6 meses después de la administracién de los vectores AAV (ejemplo 5). De
esta manera, una dosis terapéuticamente eficaz de un vector VA puede ser una que, al administrarla en el sujeto
con hemofilia B grave o moderada, da como resultado una actividad de FIX adecuada para mantener la hemostasis,
produciendo simultaneamente una respuesta inmunitaria nula o minima durante un periodo de tiempo significativo.
La respuesta inmunitaria puede ser una respuesta inmunitaria innata, una respuesta inmunitaria humoral o una
respuesta inmunitaria celular, o incluso los tres tipos de respuesta inmunitaria. La respuesta inmunitaria puede ser
contra la capside, el genoma de vector y/o la proteina factor IX producido a partir de las células transducidas.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV poder resultar en una actividad de FIX adecuada para
mantener la hemostasis en el sujeto con hemofilia B, produciendo simultdneamente una respuesta inmunitaria
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humoral (es decir, de anticuerpos) nula o minima contra la capside, el genoma y/o la proteina factor IX producida
a partir de las células transducidas. La respuesta de anticuerpos a un virus o particula de tipo virico, tal como
vectores AAV, puede determinarse mediante la medicion del titulo de anticuerpos en el suero o plasma del sujeto
utilizando técnicas que resultaran evidentes para el experto en el campo de la inmunologia. El titulo de anticuerpos
contra cualquier componente de un vector de AAV, tal como las proteinas de cépside, o un producto génico
codificado por el genoma del vector y producido en las células transducidas, tal como el factor IX Padura (u otra
variante de FIX), puede medirse utilizando dichas técnicas. Los titulos de anticuerpos normalmente se expresan
como una relacién que indica la dilucién antes de que sea detectable ninguna sefial de anticuerpo en el ensayo
particular que se utiliza para detectar la presencia del anticuerpo. Pueden utilizarse diferentes factores de dilucién,
por ejemplo, 2 veces, 5 veces, 10 veces o algln otro factor de dilucién. Puede utilizarse cualquier ensayo adecuado
para la presencia de un anticuerpo, por ejemplo, y sin limitacién, ELISA, FACS, o un ensayo de gen informador,
tal como se describe en el documento n® WO 2015/006743. Asimismo es posible la utilizaciéon de otros ensayos de
acuerdo con el conocimiento del experto en la materia. Pueden medirse los titulos de anticuerpo en diferentes
tiempos después de la administracién inicial del vector de AAV.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede dar como resultado por lo menos 1 %, 5 %, 10 %,
15 %, 20 %, 25 %, 30 %, 35 %, 40 % o més actividad de FIX en sujetos con hemofilia B, a la vez que producen un
titulo de anticuerpos contra la capside, el genoma y/o la proteina factor IX (tal como FIX Padua) producido a partir
de células transducidas que es no superior a 1:2, 1:3, 1:4, 1:5, 1:6, 1:7, 1:8, 1:9, 1:10, 1:11, 1:12, 1:13, 1:14, 1:15,
1:20, 1:30, 1:40, 1:50, 1:60, 1:70, 1:80, 1:90, 1:100, 1:200, 1:300, 1:400, 1:500 o mayor, determinado tras 1
semana, 2 semanas, 3 semanas, 4 semanas, 5 semanas, 6 semanas, 7 semanas, 8 semanas, 3 meses, 4 meses,
5 meses, 6 meses, 7 meses, 8 meses, 9 meses, 10 meses, 11 meses, 12 meses, 18 meses, 2 afios, 3 afios, 4
aflos, 5 afios, o un periodo mas prolongado después de la administracién a los sujetos del vector de AAV. Un
vector de AAV puede dar como resultado una actividad de FIX de por lo menos 20 % en un sujeto con hemofilia B
grave, induciendo simultaneamente un titulo de anticuerpos contra la capside y/o el factor IX producido por las
células transducidas que no es superior a 1:2, 1:3 0 1:4, ambos 6 meses después de la administracién del vector
de AAV. El vector de AAV puede ser AAV-FIX39-Padua o un vector de AAV que presenta la misma cépside y una
secuencia gendmica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse al
sujeto en una composiciéon farmacéuticamente aceptable, por si sola o con capsides vacias del mismo tipo de
capside en una relaciéon de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 81, 911, 10:1, o en
alguna otra relacién.

Tal como se ha sefialado anteriormente, los ensayos anteriores que utilizan la terapia génica mediada por AAV
para la hemofilia B han inducido una respuesta inmunitaria autolimitada que ha evitado que la terapia resulte eficaz
durante un periodo de tiempo significativo sin necesidad de dosis altas de esteroides para causar la
inmunosupresion. Un factor importante aparentemente es una respuesta inmunitaria celular que elimina las células
hepéticas que han sido transducidas con los vectores AAV a estudio. Este efecto era detectable tanto por la
elevacion de los enzimas hepéticos, que sugieren dafio hepatico, como por la presencia de células T especificas
de capside en los sujetos.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede dar como resultado una actividad de FIX adecuada
para mantener la hemostasis en un sujeto con hemofilia B, a la vez que produce una respuesta inmunitaria celular
nula o minima contra la cépside y/o la proteina factor IX producido a partir de células transducidas. Puede
determinarse la respuesta inmunitaria celular de por lo menos dos maneras: el ensayo para la actividad de células
T especificas para proteinas de capside o factor IX, y el ensayo para la presencia de niveles elevados de enzimas
hepaticos que indican dafio en los hepatocitos.

La respuesta inmunitaria celular puede determinarse mediante el ensayo para actividad de células T especifica
para proteinas de capside y/o la proteina factor IX producida por las células hepéticas transducidas. Son conocidas
en la materia diferentes ensayos para la respuesta de células T. Puede determinarse una respuesta de células T
mediante la recoleccién de células mononucleares sanguineas periféricas (PBMC) de un sujeto que ha sido tratado
previamente con un vector de AAV para el tratamiento de la hemofilia B. A continuacién, se incuban las células
con péptidos derivados de la proteina de capside VP1 utilizada en el vector, y/o la proteina factor IX, tal como FIX
Padura, producida por las células hepéticas transducidas. Las células T que reconocen especificamente la proteina
de cépside o la proteina factor IX resultaran estimuladas para liberar citocinas, tales como interferén gamma u otra
citocina, que a continuacién puede ser detectada y cuantificada utilizando el ensayo ELISPOT, u otro ensayo que
resultara evidente para el experto en la materia (ver, por ejemplo, Manno et al., Nat. Med. 2006;12(3):342-347).
Puede realizarse un seguimiento de la respuesta de células T antes y en diferentes tiempos después de que el
sujeto haya recibido una dosis de un vector de AAV para el tratamiento de la hemofilia B, por ejemplo,
semanalmente, mensualmente o algun otro intervalo. De esta manera, una dosis terapéuticamente eficaz de un
vector de AAV puede resultar en una actividad de FIX a adecuada para mantener la hemostasis en el sujeto con
hemofilia B (por ejemplo, una actividad de FIX de por lo menos 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o superior), a la vez
que causa una respuesta de células T medida utilizando ELISPOT que no es superior a 10, 20, 30, 40, 50, 100,
200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1000, 1500, 2000 o mas unidades formadoras de mancha por 1 millén de
PBMC sometidas a ensayo al medirlas semanalmente, mensualmente o en alguln otro intervalo después de la
administracion del vector de AAV, o tras 2 semanas, 1 mes, 2 meses, 3 meses, 6 meses, 9 meses, 1 aflo, 2 afios
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o algun tiempo diferente después de la administracién del vector de AAV. El ensayo ELISPOT puede estar
disefiado para detectar la produccidn de interferén gamma (o alguna otra citocina) estimulada por péptidos de la
proteina de capside del vector de AAV o de la proteina factor IX (incluyendo FIX Padua, o una variante diferente)
producidos por las células hepaticas transducidas. El vector de AAV puede ser AAV-FIX39-Padua o un vector de
AAV que presenta la misma céapside y una secuencia genémica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % 0 99 %
idéntica a la misma, y puede administrarse al sujeto en una composicién farmacéuticamente aceptable, por si sola
0 con cépsides vacias del mismo tipo de capside en una relacidén de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1,
4:1,5:1,6:1, 71, 81, 9:1, 10:1, o en alguna otra relacién.

Como sustituto de la respuesta inmunitaria celular contra los hepatocitos transducidos, puede someterse a ensayo
para la presencia de una cantidad de enzimas hepéticos mayor a la normal, utilizando métodos estandares. Aunque
sin respaldo tedrico, se cree que las células T especificas para determinados vectores AAV, tales como los
utilizados en ensayos clinicos anteriores, pueden atacar y eliminar los hepatocitos transducidos, que liberan
transitoriamente enzimas hepaticas a la circulacién. Entre los enzimas hepaticos de ejemplos se incluyen la alanina
aminotransferasa (ALT), la aspartato aminotransferasa (AST) Yy la lactato deshidrogenasa (LDH), aunque asimismo
puede realizarse un seguimiento de otros enzimas indicativos de dafio hepético. Un nivel normal de dichos enzimas
en la circulacién se define tipicamente como un intervalo que presenta un nivel superior sobre el que el nivel
enzimatico se considera elevado, y por lo tanto indicativo de dafio hepético, Un intervalo normal depende en parte
de los patrones utilizados por el laboratorio clinico que lleva a cabo el ensayo. Una dosis terapéuticamente eficaz
de un vector de AAV puede resultar en una actividad de FIX adecuada para mantener la hemostasis en un sujeto
con hemofilia B (por ejemplo, una actividad de FIX de por lo menos 1 %, 5 %, 10 %, 20 %, 30 % o superior),
causando simultdneamente un nivel circulante elevado de enzimas hepéticos, tal como de ALT, AST o LDH, que
no es superior a 0 %, 10%, 20%, 30%, 40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%, 100%, 200%, 300%, 400%, 500%, 600%,
700%, 800%, 900%, 1000%, 1500%, 2000% del valor del limite superior de la normalidad (LSN) de sus intervalos
respectivos, de media, o al nivel maximo medido en miultiples muestras extraidas del mismo sujeto bajo tratamiento
en diferentes tiempos (por ejemplo, a intervalos semanales 0 mensuales) tras la administracion del vector de AAV.
El vector de AAV puede ser AAV-FIX39-Padua, o un vector de AAV que presente la misma capside y una secuencia
gendmica por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o0 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse en el sujeto en
una composicién farmacéuticamente aceptable, por si sola o con capsides vacias del mismo tipo de cépside en
una relacién de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1, o alguna otra relacién.

En ensayos clinicos anteriores utilizando vectores AAV para tratar la hemofilia B, los investigadores han necesitado
coadministrar un farmaco inmunosupresor, tal como un esteroide, para evitar que los sujetos que reciben el
tratamiento monten una respuesta inmunitaria que eliminaria las células transducidas que producen la proteina
factor IX. Debido a la respuesta inmunitaria atenuada que se ha observado en sujetos sometidos a tratamiento
experimental con determinados vectores AAV, sin embargo, la coadministracién de farmacos inmunosupresores
podria no ser necesaria. De esta manera, una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede ser una
que resulte suficiente para mantener una hemostasis adecuada en el sujeto con hemofilia B grave o moderada, sin
necesidad de la coadministracién (antes, simultdneamente o después) de un farmaco inmunosupresor (tal como
un esteroide, u otro inmunosupresor). Sin embargo, debido a que la respuesta inmunitaria no es predecible en
todos los sujetos, los métodos en la presente memoria de tratamiento de la hemofilia B incluyen vectores AAV que
se coadministran con un farmaco inmunosupresor. La coadministracién de un farmaco inmunosupresor puede
ocurrir antes, simultaneamente o después de la administracién de los vectores AAV al sujeto que presenta hemofilia
B. Puede administrarse un farmaco inmunosupresor al sujeto durante un periodo de dias, semanas o meses
después de recibir la administracién de un vector de AAV para el tratamiento de la hemofilia B. Entre los farmacos
inmunosupresores de ejemplo se incluyen esteroides (por ejemplo, aunque sin limitacién, prednisona o
prednisolona) e inmunosupresores no esteroideos, tales como ciclosporina, rapamicina y otros. Las dosis de
farmaco y el curso temporal de tratamiento que resultan necesarios para producir una inmunosupresién suficiente
dependeran de factores Unicos a cada sujeto sometido a tratamiento, aunque la determinacién de la dosis y el
tiempo de tratamiento se encuentran comprendidos dentro de los conocimientos del experto ordinario en la materia.
Podria requerirse la administracién de un inmunosupresor en més de una ocasién.

Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV puede resultar en una elevacién consistente de la actividad
de FIX al administrarla a una poblacién de sujetos humanos con hemofilia B grave o moderada. La consistencia
puede determinarse mediante el calculo de la variabilidad de la respuesta en una poblacién de sujetos humanos
utilizando métodos estadisticos tales como la media y la desviaciéon estandar (DE), u otra técnica estadistica
evidente para el experto en la materia. Una dosis terapéuticamente eficaz de un vector de AAV, administrada a
una poblacidén de sujetos humanos con hemofilia B grave o moderada puede resultar, 3 meses, 6 meses, 9 meses,
12 meses, 15 meses, 18 meses, 21 meses 0 21 meses después de la administracion, en una actividad de FIX
media de 1 % a 5 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11, 10,9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de FIX
media de 2.5 % a 7.5 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de FIX
media de 5 % a 10 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de FIX
media de 7.5 % a 12.5 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8, 7,6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de FIX
media de 10 % a 15 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de FIX
media de 12.5 % a 17.5 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de
FIX media de 15 % a 20 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12,11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad de
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FIX media de 17.5 % a 22.5 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9 2 0 1; una actividad
de FIX media de 20 % a 25 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 22.5 % a 27.5 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 25 % a 30 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 27.5 % a 32.5 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 30 % a 35 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 32.5 % a 37.5 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 35 % a 40 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 37.5 % a 42.5 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12, 11,10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 40 % a 45 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 42.5 % a 47.5 % con una DE inferiora 15, 14, 13, 12,11, 10,9, 8,7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1; una actividad
de FIX media de 45 % a 50 % con una DE inferior a 15, 14, 13, 12, 11, 10, 9, 8, 7, 6, 5, 4, 3, 2 0 1. El vector de
AAV puede ser AAV-FIX39-Padua, o un vector de AAV que presente la misma capside y una secuencia genémica
por lo menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse al sujeto en una
composicién farmacéuticamente aceptable, por si sola o con cépsides vacias del mismo tipo de capside en una
relacion de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 o alguna otra relacién.

,8,7,6,54,3,
8,7,6,54,3

Los métodos y las utilizaciones descritos en la presente memoria pueden combinarse con cualquier compuesto,
agente, farmaco, tratamiento u otro régimen o protocolo terapéutico que presente una actividad o efecto terapéutico
deseado, beneficioso, aditivo, sinérgico o complementario. Entre las composiciones y tratamientos de combinacion
de ejemplo se incluyen segundos activos, tales como compuestos biol6gicos (proteinas), agentes y farmacos.
Dichos compuestos biolégicos (proteinas), agentes, farmacos, tratamientos y terapias pueden administrarse o
llevarse a cabo antes, de manera sustancialmente simultanea o después de cualquier método o uso de la
invencién, por ejemplo, un método terapéutico de tratamiento de un sujeto para una enfermedad de la coagulacién
sanguinea.

El compuesto, agente, farmaco, tratamiento u otro régimen o protocolo terapéutico puede administrarse en forma
de una composicién de combinacidén, o administrarse por separado, tal como el suministro o la administracién
concurrentemente o en serie, o secuencialmente (antes o después), de un acido nucleico, vector, vector
recombinante (por ejemplo, rAAV), genoma de vector o particula virica recombinante. Por lo tanto, la invencién
proporciona combinaciones en las que un método o uso de la invencién se encuentra en una combinacién con
cualquier compuesto, agente, fArmaco, régimen terapéutico, protocolo de tratamiento, procedimiento, remedio o
composicién, indicado o conocido por el experto en la materia. EI compuesto, agente, farmaco, régimen
terapéutico, protocolo de tratamiento, procedimiento, remedio o composicién puede administrarse o llevarse a cabo
antes, de manera sustancialmente simultanea o después de la administracién de un &cido nucleico, vector, vector
recombinante (por ejemplo, rAAV), genoma de vector o particula virica recombinante de la invencién, en un sujeto.

Una composiciéon de combinacién puede incluir uno o0 mas agentes inmunosupresores. Un método puede incluir la
administracién o entrega de uno 0 mas agentes inmunosupresores en el mamifero. La composicién de combinacién
puede incluir particulas de AAV-FIX y uno o mas agentes inmunosupresores. Un método puede incluir la
administracién o entrega de particulas de AAV-FIX en un mamifero y la administracién de un agente
inmunosupresor al mamifero. El experto en la materia puede determinar la necesidad o tiempos apropiados de
dicha composicién de combinacién con uno 0 mas agentes inmunosupresores y la administracién del agente
inmunosupresor al mamifero.

Entre los métodos y utilizaciones se incluyen, ademas, entre otras cosas, métodos y utilizaciones que resultan en
una necesidad o uso reducido de otro compuesto, agente, farmaco, régimen terapéutico, protocolo de tratamiento,
procedimiento o remedio. Por ejemplo, para una enfermedad de la coagulacién sanguinea, un método o una
utilizacién presenta un beneficio terapéutico si en un sujeto dado se consigue una dosis menos frecuente o reducida
o la eliminacién de la administraciéon de una proteina de factor de coagulacién recombinante para suplementar el
factor de coagulacién endégeno deficiente o defectuoso (anormal o mutante) en el sujeto. De esta manera, se
describen métodos y utilizaciones de reduccién de la necesidad o uso de otro tratamiento o terapia.

La invencién resulta Util en animales, incluyendo el ser humano, y en aplicaciones médicas veterinarias. Por lo
tanto, entre los sujetos adecuados se incluyen mamiferos, tales como seres humanos, asi como mamiferos no
humanos. El término “sujeto” se refiere a un animal, normalmente un mamifero, tal como seres humanos, primates
no humanos (simios, gibones, gorilas, chimpancés, orangutanes y macacos), un animal doméstico (perros y gatos),
un animal de granja (aves de corral, tales como pollos y patos; caballos, vacas, cabras, ovejas y cerdos)y animales
experimentales (ratén, rata, conejo y cobaya). Entre los sujetos humanos se incluyen sujetos fetales, neonatales,
infantiles, juveniles y adultos. Entre los sujetos se incluyen modelos de enfermedad animal, por ejemplo, ratones y
otros modelos animales de enfermedades de la coagulacién sanguinea y otros conocidos por el experto en la
materia.

Entre los sujetos apropiados para el tratamiento se incluyen aquellos que presentan o estan en riesgo de producir

una cantidad insuficiente o que presentan una deficiencia en un producto génico (proteina) funcional, o que
producen un producto génico (proteina) aberrante, parcialmente funcional o no funcional, que puede conducir a
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una enfermedad. Los sujetos apropiados para el tratamiento segln la invencidn incluyen, ademas, aquellos que
presentan o estan en riesgo de producir un producto génico (proteina) aberrante o defectuoso (mutante) que
conduce a una enfermedad, de manera que la reduccidn de las cantidades, expresién o funcidén del producto génico
(proteina) aberrante o defectuoso (mutante) conduciria al tratamiento de la enfermedad, o reduciria uno o més
sintomas o aliviaria la enfermedad. Por lo tanto, entre los sujetos diana se incluyen sujetos que presentan una
produccién de factor de coagulacién sanguinea aberrante, insuficiente o ausente, tal como los hemofilicos (por
ejemplo, de hemofilia B).

Entre los sujetos apropiados para el tratamiento segun la invencion se incluyen, ademas, los tratados anteriormente
o actualmente con proteina suplementaria (por ejemplo, factor de coagulacién sanguinea recombinante, tal como
FIX, para tratar la hemofilia). Entre los sujetos apropiados para el tratamiento segun la invencién se incluyen,
ademas, aquellos que no han desarrollado una respuesta inmunitaria sustancial o detectable contra la proteina
FIX, o cantidades de anticuerpos inhibidores contra la proteina FIX que interferirian o bloquearian la terapia génica
basada en FIX.

Los sujetos pediatricos humanos que se ha determinado que presentan hemofilia B (por ejemplo, mediante
genotipado) pero que todavia no han manifestado ninguno de los sintomas de la hemofilia B, pueden ser tratados
profilacticamente con un vector de AAV para prevenir que ocurra cualquiera de dichos sintomas en absoluto o para
prevenir que sean tan graves como serian en ausencia de tratamiento. Los sujetos humanos tratados
profilacticamente de esta manera pueden ser de por lo menos 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18
meses de edad, o més, cuando se administra un vector de AAV para producir y mantener una actividad de FIX
adecuada para mantener la hemostasis, y de esta manera, prevenir o reducir la gravedad de uno o mas sintomas
de hemofilia B. El vector de AAV puede ser AAV-FIX39-Padua, o un vector de AAV que presenta la misma capside
y una secuencia gendémica por 1o menos 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 % idéntica a la misma, y puede administrarse
al sujeto en una composicién farmacéuticamente aceptable, por si sola o con capsides vacias del mismo tipo de
capside en una relacién de vacias a vector de aproximadamente 2:1, 3:1, 4:1, 5:1, 6:1, 7:1, 8:1, 9:1, 10:1 o alguna
otra relacion.

La administracién o el suministro in vivo en un sujeto puede llevarse a cabo antes del desarrollo de un sintoma
adverso, afeccién, complicacidn, etc. causado o asociado a la enfermedad. Por ejemplo, puede utilizarse un cribado
(por ejemplo, genético) para identificar dichos sujetos como candidatos para composiciones, métodos y
utilizaciones de la invencién. Por lo tanto, dichos sujetos incluyen los cribados como positivos para una cantidad
insuficiente o una deficiencia en un producto génico (proteina) funcional, o que producen un producto génico
(proteina) aberrante, parcialmente funcional o no funcional.

Entre los métodos y utilizaciones descritos en la presente memoria se incluyen el suministro y la administracién
sistémica, regional o local, o por cualquier via, por ejemplo, mediante inyeccién o infusién. Dichos suministro y
administracién incluye la via parenteral, por ejemplo, intravascular, intravenosa, intramuscular, intraperitoneal,
intradérmica, subcutanea o transmucosa. Entre las vias de administracién y suministro ejemplificativas se incluyen
las vias intravenosa (i.v.), intraperitoneal (i.p.), intraarterial, subcutanea, intrapleural, la intubacién, intrapulmonar,
intracavitaria, iontoforética, intraérgano e intralinfatica.

Alternativa o adicionalmente, el vector de AAV puede suministrarse en el higado mediante la vena porta. Puede
utilizarse un catéter introducido en la arteria femoral para suministrar vectores AAV al higado mediante la arteria
hepética. Asimismo pueden utilizarse medios no quirlrgicos, tales como la colangiopancreatografia retrégrada
endoscépica (CPRE) para suministrar vectores AAV directamente al higado, evitando de esta manera el torrente
sanguineo y los anticuerpos neutralizantes de AAV. Asimismo pueden utilizarse otros sistemas ductales, tales
como los conductos de la glandula submandibular, como portales para el suministro de vectores AAV en un sujeto
que desarrolla o posee anticuerpos antiAAV preexistentes.

Las dosis pueden variar y dependen del tipo, inicio, progresion, gravedad, frecuencia, duracién o probabilidad de
la enfermedad que es el objetivo del tratamiento, el resultado clinico deseado, los tratamientos previos o
simultédneos, el estado general de salud, la edad, género, raza o competencia inmunitaria del sujeto, y otros factores
que apreciara el experto en la materia. La cantidad, nimero, frecuencia o duracién de las dosis se incrementara o
reducird proporcionalmente, segun indique cualesquiera efectos secundarios adversos, complicaciones u otros
factores de riesgo del tratamiento o terapia, y el estado del sujeto. El experto en la materia apreciara los factores
que pueden incluir en la dosis y tiempos requeridos para proporcionar una cantidad suficiente para proporcionar
un beneficio terapéutico o profilactico.

Los métodos y utilizaciones de la invencién tal como se dan a conocer en la presente memoria pueden ponerse en
practica1a?2,2a4,4a12, 12 a 24 0 24 a 72 horas después de identificar que el sujeto presenta la enfermedad
diana del tratamiento, que presenta uno o mas sintomas de la enfermedad o que se ha cribado e identificado como
positivo tal como se indica en la presente memoria, aunque el sujeto no presente uno o mas sintomas de la
enfermedad. Evidentemente pueden ponerse en practica métodos y utilizaciones de la invencién 1 a7, 7 a 14, 14
a 21, 21 a 48 o mas dias, meses o afios después de identificar que el sujeto presenta la enfermedad diana del
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tratamiento, que presenta uno o mas sintomas de la enfermedad o que se ha cribado y se ha identificado como
positivo tal como se indica en la presente memoria.

Pueden incorporarse en composiciones farmacéuticas, por ejemplo, un portador o excipiente farmacéuticamente
aceptable, 4cidos nucleicos, vectores, vectores recombinantes (por ejemplo, rAAV), genomas de vector y particulas
viricas recombinantes y otras composiciones, agentes, farmacos y compuestos biol6égicos (proteinas). Dichas
composiciones farmacéuticas resultan Utiles para, entre otras cosas, la administracién y el suministro en el sujeto
in vivo o ex vivo.

Tal como se utiliza en la presente memoria, la expresién “farmacéuticamente aceptable” y “fisiolégicamente
aceptable” significan una formulaciéon bioclégicamente aceptable, gaseosa, liquida o sélida, o una mezcla de la
misma, que resulta adecuada para una o més vias de administracién, o el suministro o contacto /n vivo. Una
composicién “farmacéuticamente aceptable” o “fisiolégicamente aceptable” es un material que no resulta
biol6gicamente o de otro modo no deseable, por ejemplo, el material puede administrarse en el sujeto sin causar
efectos biolégicos no deseables sustanciales. De esta manera, puede utilizarse dicha composicién farmacéutica,
por ejemplo para administrar un vector virico o particula virica en un sujeto.

Entre dichas composiciones se incluyen solventes (acuosos 0 ho acuosos), soluciones (acuosas 0 no acuosas),
emulsiones (por ejemplo, de aceite en agua o de agua en aceite), suspensiones, jarabes, elixires, medios de
dispersidn y suspension, recubrimientos, agentes isotdnicos y de promocidn o retardo de la absorcion, compatibles
con la administracién farmacéutica o el contacto o suministro /n vivo. Entre los solventes, soluciones y
suspensiones acuosos y no acuosos pueden incluirse agentes de suspension y agentes espesantes. Entre dichos
portadores farmacéuticamente aceptables se incluyen comprimidos (recubiertos o no recubiertos), capsulas (duras
o blandas), microperlas, polvos, granulos y cristales. Asimismo pueden incorporarse compuestos activos
suplementarios (por ejemplo, conservantes, o agentes antibacterianos, antiviricos y antifingicos) en las
composiciones.

Pueden formularse composiciones farmacéuticas para que sean compatibles con una via de administracién o
suministro particular, tal como se indica en la presente memoria o conocida por el experto en la materia. De esta
manera, entre las composiciones farmacéuticas se incluyen portadores, diluyentes o excipientes adecuados para
la administracién por diversas vias.

Las composiciones adecuadas para la administracién parenteral comprenden soluciones, suspensiones o
emulsiones acuosas y no acuosas del compuesto activo, cuyas preparaciones habitualmente son estériles y
pueden ser isotdnicas con la sangre del receptor deseado. Entre los ejemplos ilustrativos no limitativos se incluyen
agua, solucién salina, dextrosa, fructosa, etanol, y aceites animales, vegetales o sintéticos.

Pueden afiadirse cosolventes y adyuvantes a la formulacién. Los ejemplos no limitativos de cosolventes contienen
grupos hidroxilo u otros grupos polares, por ejemplo, alcoholes, tales como alcohol isopropilico; glicoles, tales como
propilenglicol, polietilenglicol, polipropilenglicol, éter de glicol, glicerol; alcoholes de polioxietileno y ésteres de
polioxietilén-acido graso. Entre los adyuvantes se incluyen, por ejemplo, tensioactivos, tales como, lecitina de soja
y &cido oleico; ésteres de sorbitan, tales como trioleato de sorbitén, y polivinilpirrolidona.

Las composiciones y sistemas de suministro farmacéuticos apropiados para las composiciones, métodos y
utilizaciones descritos en la presente memoria son conocidos en la materia (ver, por ejemplo, Remington: The
Science and Practice of Pharmacy (2003), 20a edicién, Mack Publishing Co., Easton, PA; Remington’s
Pharmaceutical Sciences (1990), 18a edicién, Mack Publishing Co., Easton, PA; The Merck Index (1996) 12a
edicién, Merck Publishing Group, Whitehouse, NJ; Pharmaceutical Principles of Solid Dosage Forms (1993),
Technonic Publishing Co., Inc., Lancaster, Pa.; Ansel y Stoklosa, Pharmaceutical CAlculations (2001), 11a edicién,
Lippincott Williams & Wilkins, Baltimore, MD, y Poznansky et al., Drug Delivery Systems (1980), R.L. Juliano, ed.,
Oxford, N.Y., paginas 253 a 315).

Una “forma de dosis unitaria” tal como se utiliza en la presente memoria se refiere a unidades fisicamente discretas
que resultan adecuadas como dosis unitarias para el sujeto que va a tratarse; cada unidad contiene una cantidad
predeterminada opcionalmente en asociacién con un portador farmacéutico (excipiente, diluyente, vehiculo o
agente de relleno) que, al administrarlo en una o mas dosis, se calcula para producir un efecto deseado (por
ejemplo, un efecto profilactico o terapéutico). Las formas de dosis unitaria pueden encontrarse dentro de, por
ejemplo, ampollas y viales, que pueden incluir una composicién liquida, o una composicién en un estado secado
por congelacién o liofilizado; puede afiadirse un portador liquido estéril, por ejemplo, antes de la administracién o
suministro in vivo. Las formas de dosis unitaria individuales pueden incluirse en kits o recipientes multidosis. Las
secuencias de vector recombinante (por ejemplo, rAAV), genomas de vector, particulas viricas recombinantes y
composiciones farmacéuticas de los mismos, pueden empaquetarse en una forma de dosis unitaria individual o
multiple para facilitar la administracién y la uniformidad de las dosis.

Asimismo estédn descritos, aunque no comprendidos en la invencién reivindicada, kits con material de
empaquetamiento y uno o méas componentes en el mismo. Un kit normalmente incluye una etiqueta o impreso en
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el paquete que incluye una descripcidén de los componentes o instrucciones para la utilizacién in vitro, in vivo o ex
vivo, de los componentes en el mismo. Un kit puede contener una coleccién de dichos componentes, por ejemplo,
un acido nucleico, vector recombinante, vector virico (por ejemplo, AAV), genoma de vector o particula virica, y
opcionalmente un segundo activo, tal como otro compuesto, agente, farmaco o composicion.

Un kit se refiere a una estructura fisica que aloja uno o mas componentes del kit. El material de empaquetamiento
puede mantener los componentes en estado estéril, y puede estar realizado en un material utilizado cominmente
para tales fines (por ejemplo, papel, fibra corrugada, vidrio, plastico, papel de aluminio, ampollas, viales, tubos,
etc.).

Las etiquetas o impresos pueden incluir informacién de uno o mas componentes en ellos, cantidades de dosis,
farmacologia clinica del principio o principios activos, incluyendo el mecanismo de accién, la farmacocinética y la
farmacodinamica. Las etiquetas o impresos pueden incluir informacién que identifica el fabricante, los nimeros de
lote, el centro y fecha de fabricacién, y fechas de caducidad. Las etiquetas o impresos pueden incluir informacién
que identifica informacién del fabricante, nimeros de lote, y centro y fecha del fabricante. Las etiquetas o impresos
pueden incluir informacién sobre la enfermedad para la que puede utilizarse un componente del kit. Las etiquetas
o impresos pueden incluir instrucciones para el médico clinico o sujeto para la utilizacién de uno o més de los
componentes del kit en un método, uso o protocolo de tratamiento o régimen terapéutico. Las instrucciones pueden
incluir cantidades de dosis, frecuencia o duracién, e instrucciones para la puesta en préctica de cualquiera de los
métodos, usos, protocolos de tratamiento, o regimenes profilacticos o terapéuticos descritos en la presente
memoria.

Las etiquetas o impresos pueden incluir informacién sobre cualquier beneficio que pueda proporcionar un
componente, tal como un beneficio profilactico o terapéutico. Las etiquetas o impresos pueden incluir informacion
sobre posibles efectos secundarios adversos, complicaciones o reacciones, tales como advertencias al sujeto o
médico clinico con respecto a situaciones en las que no resultaria apropiado utilizar una composicién particular.
Los efectos secundarios adversos o complicaciones asimismo podrian ocurrir cuando el sujeto ha tomado, tomara
o estd tomando actualmente otro u otros medicamentos que podrian ser incompatibles con la composicién, o el
sujeto se ha sometido, se sometera o esta actualmente bajo otro protocolo de tratamiento o régimen terapéutico
que podria ser incompatible con la composicidén y, por lo tanto, las instrucciones podrian incluir informacion sobre
dichas incompatibilidades.

Las etiquetas o impresos incluyen “material impreso”, por ejemplo, papel o cartén, o por separado o fijado a un
componente, un kit o material de empaquetamiento (por ejemplo, una caja), o unido a una ampolla, tubo o vial que
contiene un componente del kit. Las etiquetas o impresos pueden incluir adicionalmente un medio legible por
ordenador, tal como una etiqueta con la impresién de un cédigo de barras, un disco, disco éptico, tal como CD- o
DVD-ROM/RAM, DVD, MP3, cinta magnética o un medio de almacenamiento eléctrico, tal como RAM y ROM o
hibridos de los mismos, tales como medios de almacenamiento magnético/éptico, medios FLASH o tarjetas de tipo
memoria.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientifico utilizados en la presente memoria
presentan el mismo significado que el entendido cominmente por el experto ordinario en la materia a la que se
refiere la presente invencién. Aunque pueden utilizarse métodos y materiales similares o equivalentes a los
descritos en la presente memoria, en la practica o ensayo de la presente invencién, en la presente memoria se
describen métodos y materiales adecuados.

En caso de conflicto, prevalece la memoria descriptiva, incluyendo las definiciones.

Tal como se utiliza en la presente memoria, las formas singulares “un” o “una” y “el” o “la” incluyen referentes
plurales, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De esta manera, por ejemplo, la referencia a “un
acido nucleico” incluye una pluralidad de dichos acidos nucleicos, la referencia a “un vector” incluye una pluralidad
de dichos vectores, y la referencia a “un virus” o “particula” incluye una pluralidad de dichos viriones/particulas.

Tal como se utiliza en la presente memoria, todos los valores numéricos o intervalos numéricos incluyen nimeros
enteros comprendidos dentro de dichos intervalos y fracciones de los valores o los nimeros enteros comprendidos
en los intervalos, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De esta manera, a titulo ilustrativo, la
referencia a 80 % o mas de identidad, incluye 81 %, 82 %, 83 %, 84 %, 85 %, 86 %, 87 %, 88 %, 89 %, 90 %, 91
%, 92 %, 93 %, 94 % etc., asi como 81.1 %, 81.2 %, 81.3 %, 81.4 %, 81.5 %, etc.,, 82.1 %, 82.2 %, 82.3 %, 82.4
%, 82.5 %, etc.

La referencia a un nimero entero con més de (superior a) 0 menos de incluye cualquier nimero mayor o menor
que el numero de referencia, respectivamente. De esta manera, por ejemplo, la referencia a menos que 100,
incluye 99, 98, 97, etc. bajando hasta el nimero uno (1), y menos de 10, incluye 9, 8, 7, etc. bajando hasta el
ndamero 1 (1).
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Tal como se utiliza en la presente memoria, todos los valores o intervalos numéricos incluyen fracciones de los
valores y numero enteros dentro de dichos intervalos y fracciones de los nimeros enteros dentro de dichos
intervalos, a menos que el contexto indique claramente lo contrario. De esta manera, a titulo ilustrativo, la referencia
a un intervalo numérico, tal como 1 a 10, incluye 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, asi como 1,1, 1,2, 1,3, 1,4, 1,5, etc. La
referencia a un intervalo de 1 a 50, por lo tanto, incluye 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18,
19, 20, etc. Hasta e incluyendo 50, asi como 1.1, 1.2, 1.3, 1.4, 1,5, etc.,, 2.1, 2.2, 2.3, 2.4, 2.5, etc.

La referencia a una serie de intervalos incluye intervalos que combinan los valores de los limites de diferentes
intervalos dentro de la serie. De esta manera, para ilustrar la referencia a una serie de intervalos, por ejemplo, 1 a
10, 10 a 20, 20 a 30, 30 a 40, 40 a 50, 50 a 60, 60 a 75, 75 a 100, 100 a 150, 150 a 200, 200 a 250, 250 a 300,
300 a 400, 400 a 500, 500 a 750, 750 a 1,000, 1,000 a 1,500, 1,500 a 2,000, 2.,00 a 2,500, 2,500 a 3,000, 3,000 a
3,500, 3,500 a 4,000, 4,000 a 4,500, 4,500 a 5,000, 5,500 a 6,000, 6,000 a 7,000, 7,000 a 8,000, o 8,000 a 9,000,
incluye los intervalos de 10 a 50, 50 a 100, 100 a 1,000, 1,000 a 3,000, 2,000 a 4,000, etc.

De acuerdo con lo anterior, los ejemplos siguientes pretenden ilustrar de manera no limitativa el alcance de la
invencién reivindicada.

Ejemplo 1. Disefio/preparacion de vectores.

Se disefié un nuevo acido nucleico de factor IX que codifica una proteina factor IX humano de elevada actividad
especifica que presenta la variante 338L Padua (Simioni P. et al., N. Eng. J. Med. 2009, 361:1671) (“FIX 39-Padua’,
SEC ID n®: 10, figura 10). FIX39-Padua carece por completo de dinucleétidos CpG en la secuencia que codifica
FIXy secuencias intrénicas. Para el ensayo comparativo, se prepard FIX29 (Mingozzi et al., Sci. Transl. Med. 2013)
y se modificé para incluir FIX Padua, para descartar cualquier posible efecto de confusién resultante de FIX Padua
(“FIX 19-Padua”, SEC ID n°: 11, figura 11).

Se sintetizd un plasmido (“pAAV-ApoE_hAAT-FIX39"; 11125 pb, SEC ID n® 12, figura 12A) e incluia el casete de
expresion FIX39-Padua y los elementos indicados en la tabla 2. Se muestra un mapa de pAAV-ApoE_hAAT-FIX39
en la figura 13.

Tabla 2. pAAV-ApoE_hAAT-FIX39

ITR & de AAV2 SEC ID n° 13
Intensificador (regién de control hepética) SEC ID n% 14
Promotor hAAT SEC ID n° 15
5 UTR SEC ID n° 16
CDS de FIX39-Padua SEC ID n° 10 (figura 10)
Intrén A SEC ID n° 17 (figura 14)
3 UTR SEC ID n° 18
poliA SEC ID n° 19
ITR 3 de AAV2 SEC ID n° 20
Stuffer lambda SEC ID n°: 21
Origen de replicacién F1 SEC ID n% 22
Resistencia a kanamicina SEC ID n° 23
Origen de replicacién puC SEC ID n% 24

La secuencia de la secuencia que codifica (CDS) FIX39-Padua e intrén A se indica en SEC ID n°: 25 (figura 15).
Asimismo se sintetizé un pladsmido que incluia la CDS de FIX19-Padua y los mismos elementos reguladores, las
mismas repeticiones terminales invertidas (ITR) adenoasociadas y el mismo promotor ApoE/hAAT especifico de
higado que pAAV-ApoE_hAAT-FIX39.

El vector de AAV que presenta la variante de cépside 4-1 (SEC ID n® 4) se prepar6 para los transgenes FIX39-
Padua (“AAV-FIX39-Padua”) y FIX19-Padua (“AAV-FIX19-Padua”) utlizando un ftriple procedimiento de
transfeccién seguido de la doble centrifugacién en gradiente de cloruro de cesio (Ayuso E.M. et al., Gene Ther.
2010, 17:503). Los vectores se ftitularon mediante PCR cuantitativa utilizando un plasmido linealizado como el
patrén. Para el estudio descrito en el ejemplo 3, se diluyé el vector en PBS, sorbitol al 5 %, F68 al 0,001 % a un
volumen final de 200 I por ratén, para la inyeccién en la vena de la cola.

Ejemplo 2. Transduccidn in vitro de AAV variante 4-1.

Se transdujeron hepatocitos primarios de origen en macaco Cynomolgus y humano con la variante de capside 4-
1 (SEC ID n® 4) que expresaba luciferasa a cuatro multiplicidades diferentes de infeccién (MDI) comprendidas
entre 500 y 62,500 genomas de vector por célula. Setenta y dos horas después de la transduccién se analiz6 la
expresion de la luciferasa. Tal como se muestra en la figura 16, la relacién de hepatocitos humanos transducidos
a hepatocitos de primate no humano estd comprendida entre 0.8 y 1.5, dependiendo de la MDI utilizada. Estos
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datos generados in vitro aparentemente son consistentes con observaciones anteriores in vivo al comparar la
expresion del factor IX de coagulacién en macacos Cynomolgus y sujetos humanos.

Ejemplo 3. Estudio de la potencia.

Se llevé a cabo un estudio para evaluar la potencia de AAV-FIX39-Padua frente a AAV-FIX29-Padua en ratones.
En grupos de 5 ratones se inyectaron a las 8-10 semanas de edad 1x10'" 0 1x10'? gv/kg de AAV-FIX39-Padua y
AAV-FIX19-Padua. Tras la administracién de vector, se recolectd la sangre mediante sangrado retroorbital
utilizando tubos capilares heparinizados; se aisl el plasma mediante centrifugaciéon a 9000 rpm durante 10 minutos
a 4 °C y se almacenaron congelados a -80 °C hasta el ensayo.

Se utilizé el plasma recolectado para evaluar la expresidén del transgén hFIX. Se midieron los niveles de FIX
humano en el plasma utilizando un kit ELISA (Affinity Biologicals, Ancaster, ON, Canadé).

Se midieron los niveles de actividad de FIX humano mediante ensayo de tiempo de tromboplastina parcial activada
(TTPa). Se llevé a cabo el ensayo de TTPa mediante la mezcla del plasma de muestra en una relacidén en volumen
de 1:1:1 con plasma deficiente en FIX humano (George King Biomedical, Inc.) y un reactivo de TTPa (Trinity
Biotech), seguido de un periodo de incubacién de 180 s a 37 °C. Se inici6 la coagulacién mediante la adicion de
cloruro calcico 25 mM. Se midié el tiempo hasta la formacidén de coagulo utilizando un instrumento de coagulacién
STart 4 (Diagnostica Stago). Se generé una curva patrén con plasma normal agrupado de George King partiendo
de una dilucién 1:5 en TBS, pH 7.4 (48 ul + 192 pl) seguido de diluciones 1:2 en serie (120 ul + 120 pl). Se utilizd
la curva patrén humana para calcular la actividad de cada muestra en la semana 17 después de la administracién
de vector; asimismo se midi6 la actividad en dos ratones no tratados. Se calculd la media de la actividad de FIX en
los ratones no tratados y después se rest6 de las muestras tratadas para calcular la actividad adicional (es decir,
humana) debido a la proteina FIX Padua.

Tal como se muestra en la figura 17, AAV-FIX39-Padua y AAV-FIX19-Padua aparentemente expresan niveles
sustancialmente equivalentes de FIX.

Diecisiete semanas después de la administracién de vector, se midid la actividad de FIX humano en aquellos
ratones tratados con una dosis de vector de 1x10'2 gv/kg. La relacién de actividad a antigeno estaba comprendida
entre 5.2 y 7.5. Con un valor medio de 6.4 para tanto el grupo de FIX19-Padua como para el grupo de FIX39-
Padua (tabla 3).

Tabla 3. Valores de actividad de FIX humano.

ID de animal Antigeno (% del nivel Actividad (% del nivel Relacién
normal) normal)
01 -FIX19 53.9 352.7 6.5
02 —FIX19 95.6 631.8 6.6
03 —FIX19 120.6 882.3 7.3
04 —FIX19 132.9 7971 6.0
05 —FIX19 105.2 599.7 5.7
06 — FIX39 163.1 1092.8 6.7
07 — FIX39 108.2 670.3 6.2
08 — FIX39 121.1 781.2 6.4
09 — FIX39 152.3 1147.8 7.5
10 — FIX39 134.1 702.1 52
Media
Antigeno (% del nivel Actividad (% del nivel Relacién
normal) normal)
AAV-FIX19-Padua 101.7 652.7 6.4
AAV-FIX39-Padua 135.8 878.8 6.4

Aunque estos resultados sugieren que la potencia de ambos casetes de expresién es sustancialmente similar,
asimismo se analizaron los dos constructos en el contexto de la inyeccidn en la vena de la cola hidrodindmica del
plasmido. La justificacién de la evaluacién de los niveles de FIX derivados de la administracién in vivo de ADN
desnudo era comparar ambos casetes de expresién sin la interferencia potencial de diferencias en la titulacién de
AAV, la fabricacién del vector, etc.

Tal como se muestra en la figura 18, ambos casetes de expresién desnudos eran igualmente potentes en el control

de la expresidn de FIX, confirmando los datos obtenidos en el contexto de AAV. Estos resultados indican que los
casetes de expresién FIX19-Padua y FIX39-Padua presentan una potencia similar.
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Ejemplo 4. Terapia génica con AAV-FIX39-Padua.

Se esta llevando a cabo un estudio clinico para determinar la seguridad y la cinética de una Unica infusién IV de
AAV-FIX39-Padua. Se ha mostrado que la variante de capside 4-1 de AAV en estudios preclinicos presenta una
buena seguridad y eficacia, la capacidad de conseguir niveles de actividad de FIX sostenidos de ~35 % en NHP a

razén de 1x10' gv/kg tras tres meses de infusion de vector, y los anticuerpos (Ac) neutralizantes de reaccion
cruzada contra la variante de capside 4-1 de AAV son aproximadamente 10 % menos prevalentes que para AAVS.
Se proporciona el disefio del estudio en la Tabla 4.

Tabla 4. Disefio de estudio clinico de AAV-FIX39-Padua.

Seguridad y tolerabilidad de AAVFIX39-
Padua

Clinicamente significativo en constantes vitales, valores de
laboratorio y evaluaciones clinicas (incluyendo el nimero de
sangrados y calidad de vida (CdV)) respecto al nivel basal

Cinética de AAVFIX39-Padua

Niveles de actividad de transgén de FIX y niveles de antigeno
maximos y

Estado estable

Dosis Las cohortes de dosis inicial, intermedia y maxima incluyen, cada
una, 2 a 5 sujetos
Disefio Escalado de dosis, no aleatorizado, de etiqueta abierta

Paises participantes

EE. UU. Y potencialmente Europa, Jap6n y Canadéa

Tamafio de muestra

Hasta 15 sujetos

Elegibilidad

Edades elegibles para el estudio: 18 0 mas afios

Géneros elegibles para el estudio: varones

Aceptacidén de voluntarios sanos: no

Criterios de inclusién

Capaz de proporcionar consentimiento informado y cumplimiento
de los requisitos del estudio

Varones 218 afios con diagndstico confirmado de hemofilia B (<2
Ul/dl 0 £2 % de factor IX endbgeno)

Recepcidén =50 dias de exposicidén a productos de factor IX

Minimo de una media de 4 acontecimientos de sangrado al afio
que requiere tratamiento episédico de infusiones de factor IX o
infusiones profilacticas de factor IX

No existe inhibidor de factor IX medible segun evaluacién por el
laboratorio central y sin antecedentes de inhibidores de proteina
factor I1X

Acepta utilizar medidas anticonceptivas de barrera fiables hasta
que 3 muestras consecutivas sean negativas para secuencias de
vector

Criterios de exclusién

Pruebas de hepatitis B o C activa

Actualmente bajo terapia antivirica para hepatitis Bo C

Presentan enfermedad hepética subyacente significativa

Presenta pruebas séricas* de VIH-1 o VIH-2 con recuentos de
CDR =200/mm? (* sujetos que son VIH* y estables con recuento
de CDR>200/mm? y carga virica indetectable son elegibles para la
inclusién)

Presentan niveles de anticuerpos detectables reactivos con la
capside de AAV de variante 4-1 (SEC ID n°: 4)

Participacion en un ensayo de transferencia génica en las Gltimas
52 semanas o un farmaco en fase de investigacion en las Ultimas
12 semanas

Evaluacién de incapacidad o no disposicién a cumplir con el
estudio

Visita de cribado

Evaluacién de la elegibilidad

Titulo de NAb de AAV es el fallo de seleccién principal (altamente
recomendado remitir sujetos al protocolo de titulacién de NAb de
AAV de CHOP para la seleccién telefénica)

Visita del dia 0

Recuperacidn gradual de producto de FIX, seguido de infusién de
vector

Visitas de seguimiento (~17 visitas)

Evaluaciones de seguridad y cinéticas

Visita de finalizacién de estudio (en la
semana 52)

Evaluacién final de la seguridad
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Ejemplo 5. Resultados clinicos.

Se administrd una Unica infusién IV de vector de AAV-FIX39-Padua en cuatro sujetos con hemofilia B. Los primeros
dos sujetos, de edades 23 y 18, respectivamente, no presentaban antecedentes previos de enfermedad hepética,
mientras que el tercero, de 47 afios, presentaba antecedentes de infeccién por VHC, aunque esta habia remitido
espontdneamente. La totalidad de los cuatro sujetos fue examinada para anticuerpos neutralizantes contra la
nueva capside de AAV y se encontrd que eran negativos.

Los sujetos recibieron la infusién intravenosa de 5x10'" gv/kg de vector de AAV-FIX39-Padua durante un periodo
de ~1 hora. El total de vector de AAV-FIX39-Padua administrado a cada sujeto se muestra en las figuras 20 a 23,
que habia sido combinado con la cantidad indicada de cépsides vacias de AAV.

Las figuras 19 a 23 muestran los resultados del estudio, con el vector de AAV-FIX39-Padua administrado el dia 0.
Los resultados muestran una produccién incrementada de factor IX en la totalidad de los cuatro sujetos, tal como
refleja la actividad incrementada de FIX durante todo el periodo de evaluacién del estudio.

El incremento inicial de la actividad de FIX entre el dia 0 y aproximadamente el dia 3 se debe a la administracién
de 100 Ul/kg de Alprolix™ o BeneFIX™ que son proteina de fusion FIX-Fc recombinante que presenta una
semivida aproximada de aproximadamente 82 horas. La actividad de factor |X atribuible al vector de AAV-FIX39-
Padua se inicia en aproximadamente los dias 6 a 8 tras la infusién de vector de AAV.

Tal como se resume en la figura 19 y se muestra para cada sujeto individual en las figuras 20, 21A, 22A y 23A, la
actividad del factor X se incrementa gradualmente y es aparentemente estable durante la totalidad de los periodos
de evaluacién de 183, 102, 69 y 50 para la totalidad de los cuatro sujetos. Estos datos indican que una Unica
infusién de 5x10"" gv/kg de vector de AAV-FIX39-Padua resulta en una produccion y actividad de factor IX
suficiente y sostenida para proporcionar a los pacientes de hemofilia B una actividad de coagulacién sanguinea
significativa y beneficiosa, proporcionando hemostasis.

Tal como se muestra en las figuras 19, 20A, 21A, 22A y 23A, los niveles de actividad de factor |X eran de 28 %,
41 %, 26 % y 33 % del nivel normal, para los sujetos 1 a 4, respectivamente, 183, 102, 69 y 50 dias después de la
infusiéon. El sujeto n°® 3 se trat6é con un producto de semivida extendida para una sospecha de sangrado en el tobillo
2 dias después de la infusidn de vector; aparte de ello, no se produjeron infusiones de factor ni sangrados durante
el periodo de evaluacion.

No se administraron agentes inmunosupresores (esteroides) en ninguno de los sujetos. Ademas, en general no se
produjeron elevaciones sostenidas de las transaminasas por encima del limite superior de la normalidad, indicando
que no se habian producido efectos adversos del tratamiento (figuras 20B, 21B, 22B y 23).

Se utilizaron ensayos ELISPOT para realizar un seguimiento de las respuestas de células T a AAVyaFIX en la
totalidad de los cuatro sujetos, y mostraron respuestas muy bajas o nulas. Cabe destacar que el curso temporal
de elevacidn de los niveles de factor IX hasta un nivel de meseta ha sido notablemente consistente hasta el
momento (figura 19). Unas fluctuaciones modestas de los niveles de antigeno condujeron a desplazamientos mas
grandes de los niveles de actividad, dado el incremento de 8 veces de la actividad especifica de la variante Padua
de factor IX.

Los datos publicados (Nathwani et al., N. Engl. J. Med. 371(21):1994-2004 (2014)) han mostrado la expresién a
largo plazo del factor IX en varones con hemofilia B infusionado con un vector de AAV8 que expresa el factor IX
de tipo salvaje. Sin embargo, los niveles de expresion eran bajos (comprendidos entre 1.4 % y 2.2 % del nivel
normal a la dosis mas baja (2x10"" genomas de vector [gv]/kg de peso corporal)y 2.9 % a 7.2 % a la dosis mas
alta (2x10"? gv/kg). Ademas, 4/6 sujetos infusionados a la dosis mas alta requirieron un curso de inmunosupresor
(prednisolona) para reducir la elevacion de transaminasas asociada a la dosis més alta (pero no observada a las
dosis méas bajas, de 2x10" 0 6x10"" gv/kg). Los datos de un estudio de historia natural de pacientes con hemofilia
sugieren que los niveles circulantes de ~12 % de FIX resultan necesarios para reducir el nimero anual de
sangrados articulares espontaneos a cero (den Uijl et al., Haemophilia 17(1):41-4 (2011)).

Estos son los primeros resultados clinicos que utilizan una nueva cépside de AAV de bioingenieria que expresa un
transgén de elevada actividad especifica de factor IX. Los niveles de actividad de factor IX observados en los
sujetos 1 a 4, de 28 %, 41 %, 26 % y 33 % del nivel normal son niveles de factor X circulante sustancialmente
mayores que los observados en estudios anteriores, basandose en datos publicados, y exceden los niveles de
factor IX circulante necesarios para reducir el nimero anual de sangrados articulares espontaneos a cero.

Ademas, se consiguieron niveles sustanciales de actividad de factor IX en el presente estudio sin uso de factor IX
recombinante desde la infusién de vector y sin utilizar agentes inmunosupresores (esteroides). Estos resultados
muestran que el desarrollo de un factor AAV-FIX que puede dirigir un nivel elevado de expresién de factor de
coagulacién a dosis bajas de administracion de vector de AAV, por lo que no se requiere inmunosupresién (una
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meta importante para la terapia génica centrada en el higado). Los niveles de actividad de factor IX observados en
el presente estudio se mantuvieron durante la totalidad del periodo de estudio.

Ejemplo 6. Inmunogenicidad reducida del vector de AAV-FIX39-Padua.

Para el actual estudio de fase I/ll, se realiz6 un seguimiento de cuatro sujetos que habian recibido 5x10 11 gv/kg
de AAV-FIX39-Padua para las potenciales respuestas inmunitarias contra el vector de AAV utilizando un ensayo
validado de Immunospot ligado a enzima (ELISPOT) de interferén-gamma (IFN-y). Se sometieron a ensayo PBMC
purificadas aisladas de extracciones de sangre intermedias mediante el ensayo ELISPOT de interferon gamma.
Se incubd cada uno de seis conjuntos de péptidos de capside de AAV, que contenian 24-25 péptidos, con 2x10°
células por triplicado. Se detectaron las respuestas de células T utilizando un anticuerpo biotinilado contra IFN-y,
seguido del revelado colorimétrico y se expresa en unidades formadoras de mancha (UFM) por millén de células.
El conjunto respondedor méximo en cada punto temporal se muestra en UFM/millén de células. El valor de corte
utilizado histéricamente para positividad era >50 UFM y control de medio de 3 veces (linea azul). Los sujetos 840-
003-001, 840-001-002, 840-001-004 y 840-001-005 (representados en negro) se siguieron hasta las semanas 26,
14, 11 y 8, respectivamente. Los resultados de ELISPOT de un ensayo anterior en el que dos sujetos, CP-16 y
P17, habian recibido 1x10'2gv/kg del vector de AAV8-FIX8 y un sujeto habia recibido 2x10'2 gv/kg de AAV8-FIX19,
se muestran en rojo.

Utilizando el valor histéricamente aceptado de >50 UFM y 3 veces el control de fondo (medio) como criterio para
la respuesta positiva de células T, se observé una respuesta de muy reducida a nula en los tres sujetos hasta las
26 semanas después de la infusidn (figura 24A). Esto contrasta marcadamente con un estudio previamente no
publicado por el grupo de los presentes inventores utilizando un vector de AAV8 optimizado para los codones para
suministrar el casete de transgén de FIX en los 3 sujetos, en los que se observaron respuestas de células T IFN-y
robustas ya en el punto temporal de la semana 2 (figura 24B). Otros estudios publicados anteriormente que han
utilizado AAV-2 (Manno et al., 2006, Nat. Med.) y vectores autocomplementarios de AAV-8 (Nathwani et al., 2011,
NEJM) asimismo han mostrado evidencia de respuestas tempranas de células T a la capside de AAV. Cabe
destacar que no se han observado en este ensayo respuestas contra el producto del transgén.

Se ha planteado la hipétesis de que la activaciéon de una respuesta inmunitaria mediada por células T contra
hepatocitos transducidos que presentan los epitopos de células T de cépside de AAV podrian desempefiar un
papel en sujetos que muestran una expresién del transgén de corta duracién que eventualmente se reduce a cero.
Por lo tanto, el perfil de inmunogenicidad reducida del vector de AAV-FIX39-Padua representa una mejora
prometedora hacia la eficacia global.
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REIVINDICACIONES

1. Vector de virus adenoasociado recombinante (rAAV) que comprende un genoma y una capside, en el que el
genoma de dicho vector de rAAV comprende un acido nucleico que comprende una secuencia de nucleétidos no
natural que codifica la proteina factor IX humano, en el que dicha secuencia de nucleétidos codifica la misma
proteina factor IX humano que es codificada por la secuencia de nucleétidos de SEC ID n®: 10 y es por lo menos
85 % idéntica a la secuencia de nucleétidos de SEC ID n° 10, y en el que la capside de dicho vector de rAAV
comprende una proteina VP1 que comprende la secuencia de aminoécidos de SEC ID n°: 4.

2. Vector de rAAV segun la reivindicacion 1, en el que dicha secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
factor IX humano es por lo menos 90 % idéntica a la secuencia de nucleétidos de SEC ID n°: 10.

3. Vector de rAAV segun la reivindicacién 1 0 2, en el que dicha secuencia de nucleétidos no natural que codifica
la proteina factor IX humano presenta un nimero reducido de dinucleétidos CpG en comparacién con la secuencia
de tipo salvaje que codifica el factor IX humano.

4. Vector de rAAV segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho acido nucleico comprende
ademas por lo menos un elemento seleccionado de entre el grupo que consiste en: una repeticién terminal invertida
(ITR) de virus adenoasociado (AAV), un elemento de control de expresién ligado funcionalmente a dicha secuencia
de nucleédtidos que codifica la proteina factor IX humano, un relleno polinucleotidico y un terminador de
transcripcién.

5. Vector de rAAV segun la reivindicacién 4, en el que dicho elemento de control de expresidn confiere la expresion
en el higado y comprende un promotor y opcionalmente un potenciador.

6. Vector de rAAV segun la reivindicacion 4 o 5, en el que dicho acido nucleico comprende una ITR del serotipo
AAV2, un promotor y un potenciador que confiere expresién en el higado ligado funcionalmente a dicha secuencia
de nucleétidos que codifica la proteina factor IX humano, una secuencia de poliadenilacién, un terminador de
transcripcién y opcionalmente una segunda ITR de AAV2, en el que la ITR de AAV2 esta situada en 5’ del promotor
y potenciador, o0 en 3’ del terminador de transcripcién.

7. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, en el que dicha secuencia de nucleétidos
que codifica la proteina factor IX humano esta interrumpida por un intrén.

8. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 7, en el que dicho acido nucleico comprende
ademas un relleno polinucleotidico.

9. Vector de rAAV segln la reivindicacién 5 o 6, en el que dicho promotor es un promotor de antitripsina alfa1
humana (AAT) y dicho potenciador es un potenciador HCR-1 0 HCR-2 de apolipoproteina E (ApoE).

10. Vector de rAAV segln la reivindicacién 5 6 o 9, en el que dicho promotor comprende la secuencia de
nucleétidos de SEC ID n°: 15.

11. Vector de rAAV segun la reivindicacién 5, 6, 9 0 10, en el que dicho potenciador comprende la secuencia de
nucleétidos de SEC ID n°: 14.

12. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 6 a 11, en el que dicha ITR de AAV2 comprende
cualquiera de las secuencias de ITR de AAV2 como se encuentra en la secuencia de nucledtidos de SEC ID n®
26.

13. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, en el que dicho intrén comprende la
secuencia de nucledtidos de SEC ID n° 17.

14. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 7 a 12, en el que la secuencia de nucleétidos que
codifica la proteina factor IX humano y el intrén comprenden la secuencia de nucleétidos de SEC ID n°: 25.

15. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, que comprende en orden un potenciador
HCR-1 de ApoE, un promotor de AAT, la secuencia de nucleétidos no natural que codifica la proteina factor IX
humano, una secuencia de poliadenilacién, una ITR de AAV2 situada en 5’ del potenciador o en 3’ de la secuencia
de poliadenilacion, y opcionalmente una segunda ITR de AAV2 en la posicién opuesta.

16. Vector de rAAV segun la reivindicacién 15, en el que la secuencia de nucleétidos de dicho potenciador HCR-1
de ApoE comprende los nucleétidos 152 a 472 de SEC ID n°: 12, la secuencia de nucleétidos de dicho promotor
de AAT comprende los nucleétidos 482 a 878 de SEC ID n% 12, la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina
factor X humano comprende los nucleétidos 908 a 995 y 2434 a 3731 de SEC ID n® 12, la secuencia de nucleétidos
de dicha secuencia de poliadenilacién comprende los nucleétidos 3820 a 4047 de SEC ID n% 12, y la secuencia
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de nucleétidos de dicha ITR de AAV2 comprende cualquiera de las secuencias de ITR de AAV2 como se encuentra
en la secuencia de nucleétidos de SEC ID n°: 26.

17. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, que comprende los nucleétidos 142 a 4096
de SEC ID n°: 12.

18. Vector de rAAV segln una cualquiera de las reivindicaciones 8 a 12 y 16, en el que dicha secuencia de
nucleétidos que codifica la proteina factor IX humano esté interrumpida por un intrén.

19. Vector de rAAV segun la reivindicacién 18, en el que dicho intrén comprende la secuencia de nucledtidos SEC
ID n° 17.

20. Vector de rAAV segun la reivindicacién 18, en el que la secuencia de nucleétidos que codifica la proteina factor
IX humano y el intron comprenden la secuencia de nucleétidos de SEC ID n°: 25.

21. Vector de rAAV segun cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el genoma de dicho vector de
rAAV es monocatenario.

22. Vector de rAAV segln cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha secuencia de nucleétidos
que codifica la proteina factor IX humano es por lo menos 90 % idéntica a la secuencia de nucleétidos de SEC ID
n° 10.

23. Composicién farmacéutica que comprende el vector de rAAV segln cualquiera de las reivindicaciones
anteriores para la utilizacién en el tratamiento de la hemofilia B.
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Secuonsia de sminnds

Ao de BRVE YR BEC int h
FE ML ERGE MRDLRFGRAPK PE SRR QNGRS

Figura 1.
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Aminoacidos de Bh74 VP2 (SEC IDn.° 2y

TAPCKKRPVEPSPORSPDESTGIGKKGQUPAKKRLNFGOTGDIESVPDPOPIGEPPAGPSCGLGBGTMAA
GGGAPMADNNEGADGVYGESSCGNWHCDRSTWLGDRVITTSTRYWALPTYNNHLYKOQISNGTSGGSTND
NTYPGYSTPWOYFDENRFHCHFSPROWORLINKNWEFRPERLNFKLFMIOVREEVTONEGTRK TIANNLT
STIOVFTDSEYQLPYVLGSAHQGCLPPFPAD VFMIPQY GYLTLNNGSQAVGRSSFY CLEYFPSOMLRTG
NNFEFSYNFEDVPFHSSY ARSOSLORULMNPLIDOYLYYLSRTOSTGOTAGTOOLLFSQAGPNNMSAQA
ENWLPGPUYROORVITTLSONNNSNFAWTGATRY HLKGRDSLVNPGVAMATHRDDEERFFPRSG VL
MFGKQGAGKDNVDYSSVMLUTSEEEIRTTNPVATECGYGYVADNLOQUONAAPIVCAVNSQGALPOMYW
QONRDVYLOQGPIWAKIPHTDONFHPSPLMGGFGLKHPPPOILIKNTPVPADPPTTFNQAKLASFITQY S TG

QVSVEEWELOKENSKRWRPEIQYTSNY YRSTNVYDFAVNTEGTYSEPRPIGTRYLTRNL
Figura 2
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Aminoacidos de Rh74 VP3 (SEC ID n.° 3):
MAAGGCGAPMADNNEGADGVGESSGNWHCDSTWLGDR VITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGS
TNDNTYFOYSTPWCGYFDFNRFHCHFSPRDWORLINNNWGFRPKRINFKLENIOVKEVTONEGTKTIAN
NLTSTIQVFIDSEYQLPY VLGSAHQGCLPPFPADVFMIPOQYGYLTLNNGSQAVGRSSFY CLEYFPSOML
RTGNNFEFSYNFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDOYLYYLSRTOSTOGTAGTOQLLFSQAGPNNMS
AQAKNWLPGPCYRQORVSTTLSQNNNSNFAWTGATK YHLNGRD SLVNPGVAMA THEDDEERFFPSS
GVLMFGKQGAGKDN VDY SSVMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLOQOONAAFIVGAVNSOQGALPG
MVWONRDVYLOQGPIWAKIPHTDONFHPSPLMGGFGLKHPPPOIL KNTPVPADPPTTFNQAKLASFITO
YSTGOVSVEIEWELOKENSKRWNPEIQY TSNY YEKSTNVDEFAVNTEGTY SEPRPIGTRYLTRNL

Figura 3
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Secuencia de aminoacidos de capside de VP 1 variante 4-1 (SEC 1D n.° 4)

1 MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLK PGAPKPRKANQQRODNGRGLVLPGYKYLGPFNGLE
61 KGEPVNAADAAALEHDKAYDQOLOAGDNPYLRYNHADAEFQERLOQEDTSFGGNLGRAVFQ
121 AKKRVLEPLGLVESPYVETAPGKERPVEPSPORSPDSSTCGIGRKKGOQPARKRLNFGOQTGDS
181 ESVPDPOPIGEPPAAPSGYUPNTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRY
241 ITTSTRTWALPTYNNHLYKQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFRCHFSPRDWO
361 RLINNNWGFRPERLNFELFNIQVKEVTONEGTK TIANNLTSTIOVEFTDSEYQLPYVLGSA

361 HOGCLPPFPADVIMIPOQY GYLTLRNGSOQAY GRESFYCLEYFPSOMLRTONNFEFSYNFED
421 VPFHSSY AHBSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTOSTCGGTAGTOQLLFSQAGPNNMBAQAKNW
481 LEGPCY RQORVSTTLSONNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGV AMATHRDDEERFFPSS
341 GVLMFGRQGAGKDN VDY SSVMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLQOQONAAPIVGAVNS
681 QGALPGMVWONRDVYLQGPIW AKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHPPPQILIKNTPVPADP
661 PTTFNQAKLASFITOY STGOVSVEIEWELQKENSKRWNPEIQYTSNY YK STNVDFAVNTE
721 GTYSEPRPIGTRYLTRKL

Secuencia de amincacidos de capside de VP2 variante 4-1 (SEC D n.° 27}

TAPGKKRPVEPSPQRSPDSSTGIGKKGQOPAKKRLNFGQTGDSESVPDPQPIGEPPAAPSGYGENT
MAAGGGAPMADNNEGADGYGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTSTRTWALPTYNNHLY I\QlSN GTS
GGSTNDNTYFGY STPWGOGYFDFNRFHCHFSPRODWORLINNNWGFRPKRINFKLFNIQVKEVTONEG
TETIANNLTSTIGVETDSEYQLPY VLGSAHQGULPPFPADVFMIPQYGYLTENNGSQAVORSSFYCL
EYFPSQMLRTGNNFEFSYNFED VPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLYYLSRTQSTGGTAGTQQLLF
SQAGPNNMSAQAKNWLPGPCYRQORVSTTLSONNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMAT
HKDDEERFFPSSGVEMFGKQGAGKDNVDYSSVMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLODQONAAP
IVGAVNSQGALPGMVWONRDVYLOQGPIWAKIPHTDGNFHP SPLMGGFGLEHPPPQILIKNTPVPADPP
TTFNQAKLASFITQYSTGOQVSVEIEWELOQKENSKERWNPERIQYTENY YKSTNVDFAVNTEGTYSEPRPL
GTRYLTRNL

Secuencia de amingacidos de capside de VP3 variante 4-1 (SEC 1D n.t 3)

MAAGGGAPMADNNEGADGYGSSSGNWHCDSTWLGDRVITTETRTWALPTYNNHLYRKQISNGTS
GGSTNDNTYFGY STPWGYFDFNRFHCHFSPRDWORLINMNWGFRPKRLNFKLFNIQVKEVTQNEG
TRTIANNLTSTIQVFTDSEYQLPY VLGSAHQGCLPPFPADVEMIPQYGYLTLNNGSQAVORSSFYCL
EYFPSOMLRTGNNFEFSYNFEDVPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDQYLY YLERTOQSTGGTAGTOQQLLEF
SQAGPNNMSAQAKNWLPGPCYRQOR VS TTLSONNNSNFAWTGATKYHLNGRDSLVNPGVAMAT
HKDDEERFFPSSGVLMFGKQGAGKDNVDYSSVMLTSEEEIKTTNPVATEQYGVVADNLOOQONAAP
IVGAVNSQGALPGMVWONRDVYLQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLKHBPPPQILIKNTPVPADPP
TIENQAKLASFITOYSTGQVEVEIEWELQKENSKRWNPEIQY TSNY YESTNVDFAVNTEGTY SEPRPL
GTRYLTRNL

Figura 4

40



ES 2989774 T3

Secuencia de aminoacidos de capside de VP1 variante 15-1 (SEC 1D n.° §)

I MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLEPGAPKPKANQQRODNGRGLVLPGYRYLGPFNGLD
61 KGEPVNAADAAALEHDRAYDQQLOAGDKPYLRYNHADAFEFQERLOEDTSFGGNLGRAVFQ
121 AKERVLEPLGLVESPVRTAPGKERPVEPSPORSPDSSTGIGKRGOQOPARKRLNFGOQTGDS

181 ESVPDPOQPIGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGADGVGSSSGNWHCDSTWLGDRY
241 ITTSTRTWALPTYNNHLYRQISNGTSGGSTNDNTYFGYSTPWGYFDFNRFHCHFSPRDWQ
301 REINNNWOFRPERLAFKLENIOQVREVTIONEGTRTIANNLTSTIOVETDSEY QLPY VLGSA

361 BOGCLPPFPADVFMIPOYGYLTLNNGSQAVGRSSFY CLEYFPSQOMLRTGNNFEFSYNFED

421 VPFHSSY AHSOQSLDRLMNPLIDOYLY YLSRTOQSTGGTAGTQOLLFSOAGPNNMBAQAKNW
481 LPCPCYROQORVSTTLSONNNSNFAWTGATK YHLNGRDSLYNPGVAMATHRDDEERFFPSS
541 GVLMFGROQGAGRDNVDYSSVMLTSEEEIRTTNPVATEQY GVVADNLQOON AAPIVGAVNS
601 QGALPGMVWONRDYYLQGPIW AKIPHTDGNFHPSPLMGGFGLEHPPPOILIKNIPVPADP
661 PTTFNOQAKLASFITOYSTGOQVSVEIEWELQKENSERWNPEIQYTSNY YRSTMNVDFAVNTE
721 GTYSEPRPIGTRYLTRNL

Figura 5
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Secuencia de aminoacidos de capside de VP1 varignie 15-2 (SEC |D n.® 6)

I MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPKANQQORQD NGRGLVLPGY RYLGPFRGLD
6] KGEPVNAADAAALEHDRAYDOQOLOAGDNPYLRYNHADAFF QERLQEDTSF GGNLGRAVFQ
121 AKKRVLEPLGLVESPYRTAPGKERPVEPSPORSPDSSTGI GRRGQOPARK RLNFGQTGDS
181 ESVPDPOPIGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGAD GVGSSSGNWH CDSTWLGDRY
241 ITTSTRTWALPTYNNHLYRQISNGTSGGSTNDNTYFGYST PWGYFDFNRF HCHFSPRDW(Q
361 RLINNNWGFRPKRLNFKLENIQOVEEVTONEGTRTIANNLT STIOVFTDSE YOLPYVLGHA

361 HQGCLPPFPADVEMIPQY GYLTLNNGSQAVGRESFYCLEY FPSOMLRTON NFEFSYNFED
421 VPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDOQYLY YLSRETQSTGGTAGT QULLFSQAGP NNMSAQAKNW
481 LPGPCYROORVSTTLSONNNSNFAWTGATKYBLNGRDSLV NPGVAMATHR DDEERFFPSS
541 GVLMFGROQGACGRDNVDYSSVMLTSEEEIRTINPVATEQY G VVADNLOQOON AAPIVGAVNS
681 QGALPGMYWONRDVYLOQGPIWAKIPHTDGNFHPSPLMGGF GLEHPPPOIL IKNTPVPADP
661 PTTENQAKLASFITQY STGQVSVEIEWELQKENSKRWNPE IQYTSNYYKS TNVDFAVNTE
721 GTYSEPRPIGTRYLTRNL

Figura 6
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Secuencia de aminoacidos de capside de VP 1 variante 15-3/15-5 (SEC IDn.° 7)

I MAADGYLPFDWLEDNLSEGIR EWWDLKPGAPKPRANQORQD NGRGLVLPGY RYLGPENGLD
6] KGEPVNAADAAALEHDRAYDOQOLOAGDNPYLRYNHADAEF QFRLQEDTSF GGNLGRAVF(Q
121 AKKRVLEPLGLVESPYRTAPGKERPVEPSPORSPDSSTG] GKRGOQOQPAKK RLNFGQTGDS
181 ESVPDPOPIGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGAPMADNNEGAD GVGESSGNWH CDSTWLGDRY
241 ITTSTRTWALPTYNNHLYRQISNGTSGGSTRDNTYFGYST PWGYFDFNRF HCHFSPRDWQ
361 RLINNNWOGFRPRKRLNFKLENIQVREEVTONEGTRTIANNLT STIQVFTDSE YOLPY VLGSA

361 HQGCLPPFPADVEMIPQY GYLTLNNGSQAVGRESEYCLEY FPSQOMLRTGN NFEFSYNFED
421 VPFHSSY AHSQSLDRLMNPLIDOQYLY YLOSRTOQSTGGTAGT QULLFSQAGP NNMBAQAKNW
481 LPGPCYROQORVETTLEONNNSNFAWTGATK YHLNGRDSL YV NPGVAMATHR DDEERFFPSS
541 GVLMFGROQCAGRDNVDYSSVMLTSEEEIRTTNPVATEQYG VVADNLOOQON AAPIVGAVNS
681 QGALPGMYWONRDVYLQGPIWAKIPHTDOGNFHPSPLMGGE GLKHPPPOIL IKNTPVPADP
G661 PTTENQAKLASFITQYSTGOVSVEIEWELQKENSERWNPE IQYTSNYYKS TN VDFAVNTIE
72 GTYSEPRPIGTRYLTRNL

Figura 7
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Secuencia de aminoacidos de capside de VP1 de variante 15-4 (SEC {D n.? 8}

I MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAP KPEANQORQD NGRGLVLPGY RYLGPFNGLD
61 KGEPVNAADAAAL EHDRAYDQOLOAGDNPY LRYNHADAFEF QERLOEDTSF GGNLGRAVFQ
121 AKKRVLEPLGLVESPVRTAPGKKRPVEPSP QRSPDSSTGI GRRGQOPAKK RLNFGOTGDS
181 ESVPDPQPIGEPPAAPSGVGPNTMAAGGGA PMADNNEGAD GVGSSSGNWH CDSTWLGDRY
24 ITTSTRTWALPTYNNHLEYROQISNGTSGGST NDNTYFGYST PWGYFDFNRF HCHFSPRDWQ
301 RELINNNWGFRPKRLNFKLFNIQVEEVTONE GTRTIANNLT STIGVFTDSE YOLPY VLGESA

30] BOGCLPPFPADVIMIPQYCGYLTLNNGSQAV GRESFYCLEY FPSOMLRTGN NFEFSYNFED
421 VPFHSSY AHSOSLDRLMNPLIDOQYLY YLSR TOQSTGGTAGT QOLLFSQAGP NNMSAQGAKNW
481 LPGPCYRQORVETTLSQNNNSNFAWTGATK YHLNGRDSLY NPGVAMATHR DDEERFFPSS
341 GVLMFGKQGAGRDNVDY SSVMLISEEEIRT TNPVATEQYG VVADNLQOON AAPIVGAVNS
601 QGALPGMVYWORNRDVYLQGPIWAKIPHTDGN FHPSPLMGGF GLKHPPPOIL IKNTPVPADP
661 PTTFNQARLASFITQYSTGQVSVEIEWELO KENSKRWHNPE [QYTSNY YRS TNVDFAVNTE
721 GTYSEPRPIGTRYLTRNL

Figura 8
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Secuencia de aminoacidos de capside de VP1 variante 15-6 (SEC ID n.* 9)

1 MAADGYLPDWLEDNLSEGIREWWDLKPGAPKPRANQURCQDNGRGLVLPGY RYLGPENGLD
61 KGEPVNAADAAALEHDRAYDQOQLOAGDNPYLRYNHADAEFQERLOEDTSF GGNLGRAVFD
121 AKKRVLEPLGLVESPVRTAPGKKRPVEPSPOQRSPDSSTGIGKEGOQPAKK RENFGOTGDS
181 ESVPDPOPIGEPPAAPSGVUEPNTMAAGGGAPMADNNEGARGVGSSSONWH CDSTWLGDRY
241 ITTSTRTWALPTYNNBHL Y ROISNGTSGGSTINDNTYFGYSTPWGYFDFNRF HCHFSPRDWQ)
301 RLINNNWGFRPKRLNFRKLEKIQVEEVTONEGTRTIANNLTRTIOVFTDSE YOLPYVLGSA

361 HOQGCLPPFPADVEMIPOY GYLTLNNGSQAVGRSSFYCLEYFPSOMLR TGN NFEFSYNFEDR
421 VPFHSSY AHSOSLDRLMNPLIDOQYLY YLSRTOSTGGTAGTQOLLFSGAGP NNMSAQAKNW
481 LPGPCYROQORVITTLSONKANSNFAWTGATRYHLNGRDSLVNPGVAMATHR DDEERFFPSS
541 GVLMFGRQGAGRDNVDYSSVMLTSEEEIRTTNPVATEQYGYVADNLQQON AAPIVGAVNS
601 GGALPGMYWONRDVYLQGPIWAKIPHTD GNFHPSPLMGGFGLKHPPPOIL IKNTPVPADP
661 PTTFNQARLASFITQYSTGOVSVEIEWELOKENSKRWNPEIQYTSNYYKS TNVDFAVNTE
721 GTYSEPRPIGTRYLTRNL

Figura @
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Secuencia de acido nucleico de FIX39 {SEC (D n.° 10)

ATGCAGAGGOTGAACATGATCATGCGCTOAGAGCCCTGGCCTCGATCACCATCTGCUTGCTGGGCUTA
CCTGCTGTCTGCTGAATGTACAGTTTTITCTTGATCATGAAAATGCCAACAAAATTCTGAATAGACC
AAAGAGOTATAACTCTGGCAAGCTTGAAGAGTTTGTACAGGGGAATUTGGAGAGAGAGTGTATGG
AAGAGAAGTGCAGCTTTCAGOAAGCCAGAGAAGTGTTTCGAAAATACAGAGAGCAACAACTGAATT
TTGGAAGCAGTATGTGGATGGTGATCAATGTCGAGAGCAATCCCTGCTTGAATGGOGGGAGCTGTA
AAGATGATATCAACAGUTATGAATGYTGGTGTCCCTTTGGATTTCGAGGGGAAAAACTGTGAGCTTG
ATGTGACCTUTAATATCAAGAATGUCAGUTUTGAGCAATTTTGCAAGAATTUTGUTGATAACAAA
GTGOTCTGTAGCTGCACTGAGGGATATAGGCTGOCTGAAAACCAGAAGAGCTCGTGAACCTGCAGT
GCCTTTTCCCTGTGGGAGAGTGTCTCTGAGCCAAACCAGCAAGCTGACTAGGGUTGAAGCAGTCTT
TCCTGATGTAGATTATOTGAATAGCACTGAGGCTCGAGACAATCCTTGACAATATCACTCAGAGCAC
ACAGAGUTTCAATGACTTCACCAGGOTGGTAGGAGGGGAGGATGCCAAGCCTGGGCAGTTCCOCT
GGCAGGTAGTGUTCAATGGAAAAGTGGATGCCTTTIGTGGAGGTTCAATTGTAAATGAGAAGTGG
ATTOTGACTGCAGCCCACTGTGTGGAAACTGGAGTCAAGATTACTGTGGTGGCTGGAGAGCACAA
TATTCGACGUAAACTGAQCACACTCAGCAGAACAGGAATOTGATCAGCATTATCCCCCACCACAACT
ACAATGCTGCTATCAACAAGTACAACCATGACATTGCCCTCCTGCAACTCGGATCGAACCCCTGAGTCT
TGAACAGCTATGTGACACCCATCTGTATIGCTCGATAAAGAGTACACCAACATCTTCTTGAAATYETG
COTCTGCGATATCTCICTCOGCTGGUCCACCOTGTTCCATAAAGGCAGGTCTGCCCTGCTATTGCAGT
ATTTCGAGGOTGCCTCTGOTGGATAGAGCAALCTCCTTCCTGAGCACCAAGTTTACAATCTACAACA
ATATGTTCTCTGCAGGGTTCCATCGAAGGTOOTAGAGACAGCTGCCAGGUAGATTCTGCGGOTCCC
CATOTGACTGAGGTGCAGGUGAACCAGCTTICCTGACTOGGGATTATCAGCTGOGGTCAGGAGTOTGC
TATGAAGGGAAAGTATGGGATCTACACAAAAGTATCCAGATATGTGAACTGGATTAAGGAGAAAA
CCAAGCTGACTTGA

Figura 10
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Secuencia de acido nucleico de FIX18 (SEC 1D n.® 1)

ATGCAGCGCOTCGAACATCATCATCGOCCCGAGAGCCCTGOGCCTGATTACCATCTCGCCTGTTAGGATAT
CTACTCAGTGCTGAATOGTACAGTTITICTIGATCATGAAAACGCCAACAAAATCCTGAACCGGCCC
AAGCGOTACAAUTCAGGUAAGCTGUGAAGAGTTCGTGCAGGGCAACCTGGAACGGGAGTGCATGG
AAGAGAAGTGCAGCTTCGAGGAAGCCCGGCAGGTGTTCGAGAACACCGAGCGGACCACCGAGTT
CTGGAAGCAGTACGTGOACGGCCACCAGTGCOAGTCAAACCLUTGCCTGAACLGCGGCAGUTUCA
AGGACGATATCAACAGCTACGAGTGCTGGTCCCCCTTUGGETTCGAGGGCAAGAACTGCGAGCTG
GACGTGACCTGCAACATCAAGAACGGCCGCTOGCCAGCAGTTCTGCAAGAACAGCGUCOACAACAA
GGTGOTGTGCTCATGCACTGAGGGCTACCGGCTGOUCCGAGAALCAGAAGAGCTGCCGAGCCCGUCG
TGCCCTTCCCCTGEGGCAGAGTGTCCOTGAGCCAGACCAGCAAGCTGACCAGGGCCGAGGCCGTG
TTCCCTCACGTGGACTACGTGAACTCAACCGAGGUCGAGACAATCCTGGACAACATCACCCAGAG
CACCCAGTCCTTCAACGACTTCACCCGLGTGGTGGGCGGCGAGCGACGUCAAGCCCGGCCAGTECC
CTTGGCAGGTGOTGCTGAACGGCAAGGTOGACGCCTTCTGCGGCGGCTCAATCGTGAACGAGAAG
TGGATCGTGACAGCCGCCCACTGCGTGGAGACAGGCGTGAAGATCACCGTGETGGUCGGCGAACA
CAATATCGAGGAAACCCAGCACACCCGAGCAGAAACGCAACCTCATCCGOATTATCCCCCACCACA
ACTACAACGCCGCCATCAACAAGTACAACCACGATATCGUCCTGCTGUGAACTGGACGACGCCTCTG
GTGCTGAATTCATACCTGACCCCCATCTGTATCGCCGACAAAGAGTACACCAACATCTTTCTGAAG
TTCOGCAGCGGCTACGTOTCCGGCTOGGGGCAGGOTOTTCCACAAGGGCCGCAGCGCCCTGOTGET
GCAGTACCTGCGGGTGCCCCTGOTGGACAGAGCCACCTGCCTCGCGGTCAACCAAGTTCACCATCTA
CAACAACATGTTCTGCGCCOGCTTCCACGAGGGCOGCAGGGACAGCTGCCAGGOGCGACAGCUOLG
CGACCCCACGTCAUCCAGOTGGAGGGCACCAGCTTTCTGACCGGCATCATCTCATGGGGCGAGGAA
TGCGCCATGAAGGGCAAGTACGGAATCTACACTAAGOTGTCAAGATACGTGAACTGGATCAAAGA
GAAAACCAAGCTGACCTGA

Figura 11
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Secuencia de acide nucleico de intrén A (SEC {D n.° 17);

GTTTGTTTCCTTTTTTATAATACATTGAGTATGCTIGCCTTITAGATATAGAAATATCTGATTICTGTC
TTCTTCACTAAATTITGATTACATGATTTGACAGCAATATTGAAGAGTCTAACAGCCAGCACCCAG
GITTGGTAAGTACTGGTTCTTTGTITAGCTAGGTITTCTTCTTCTTCACTITTAAAACTAAATAGATGG
ACAATGCTTATGATGCAATAAGGTTTAATAAACACTGTTCAGTTCAGTATTTGGTCATGTAATTCCT
GTTAAAAAACAGTCATCTCCTIGGTTTAAAAAAATTAAAAGTGGGAAAATUAAAGAAATAGCAGAA
TATAGTGAAAAAAAATAACCACAGTATTTITGTTITGGACTTACCACTTTGAAATCAAATTGGGAAA
CAAAAGUACAAACAGTGGUCTTATTYACACAAAAAGTUTGAT T TAAGATATGTGALCAATTCAAG
GTTTCAGAAGTATCTAAGGAGGTGTGTCTCTAATITTTTAAATTATATATCTTCAATTTAAAGTTTT
AGTTAAAACATAAAGATTAACCTTITCATTAGCAAGCTGTTAGTITATCACCAAAGCTTTTCATGGAT
TAGGAAAAAATCATTTTGTCTCTATCTCAAACATCTTGGAGTTGATATTTGGGGAAACACAATACT
CAGTTGAGTTCCCTAGGGGAGAAAAGCAAGCTTAAGAATTCGACACAAAGAGTAGGAAGTTAGTTA
TTGCAACATATATCACTTIGTTTTTICACAACTACAGTGACTTTATTTATTTCCCAGAGGAAGGCAT
ACAGGGAAGAAATTATCCCATTTGUACAAACAGCATOTTCTCACAGTAAGCACTTATCACACTTAC
TTCGTCAACTTTCTAGAATCAAATCTAGTAGCTGACAGTACCAGGATCAGGGGTGCCAACCCTAAGC
ACCCCCAGAAAGCTOQACTGGCCCTGTGUTTCCCACTCCAGACATGATCTCAGUTGTGAAATCCACC
TCCCTGOGACCATAATTAGGCTTCTGTITCTTCAGGAGACATTTGTICAAAGTCATTTGGGCAACCATA
TTCTCAAAACAGCCCAGCCAGGGTGATCGGATCACTTTGCAAACGATCCTCAATCGAGECTATTTTCAAG
TGATGACAAAGTOTGAAGTTAAGGGCTCATTTGAGAACTTITCTITITCATCCAAAGTAAATTCAAA
TATGATTAGAAATCTGACCTTITATTACTGGAATTCTCTTGACTAAAAGTAAAATTGAATTTTAATT
CCTAAATCTCCATGTGTATACAGTACTGTGGGAACATCACAGATTITTGGCTCCATGCCCTAAAGAG
AAATTGGCTTITCAGATTATTTGGATTAAAAACAAAGACTTTCTTAAGAGATGTAAAATITTCATGA
TOTTTTCTTTITITGCTAAAACTAAAGAATTATTCTITTACATTITCAG

Figura 14
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Secuencia de acido nucleico de FIX39, incluyendo ef intrén A (el intrén A esta subrayado} (SEC {D n.° 25)

ATGCAGAGGGTGAACATGATCATGGCTGAGAGCCCTGGCCTGATCACCATCTGCCTGCTGGGCTAC
CTGCTGTCTGCTGAATGTACAGGTTITGTITCCTITITTATAATACATTGAGTATGCTTGCCTTTITAGA
TATAGAAATATCTGATTCTGTCITCTTCACTAAATTTTGATTACATCGATTITCACAGCAATATTGAAG
AGTCTAACAGCCAGUACCCAGETTGGTAAGTACTGUTTCTTTGTTAGCTAGGYTTTCTTCTTCTTCA
CITTTAAAACTAAATAGATGOACAATGCTTATGATGCAATAAGGTTTAATAAACACTGTTICAGTTC
AQTATTIGOTCATGTAATTCCTOTTAAAAAACAGTCATCTCCITOUTITAAAAAAATTAAAAGTCG
GAAAACAAAGAAATAGCAGAATATAGTGAAAAAAAATAACCACAGTATITITGTITGCACTTACC
ACTTTGAAATCAAATTCGOAAACAAAAGCACAAACAGTGGCCTTATTTACACAAAAAGTCTGATT
TTAAGATATCTGACAATTCAAGGTITCAGAAGTATGTAAGGAGGTGTGTCTCTAATTITITAAATT
ATATATCTTCAATTITAAAGTTTTAGTTAAAACATAAAGATTAACCTTITCATTAGCAAGCTGTITAGTT
ATCACCAAAGCTIITCATGGATTAGGAAAAAATCATTTTGTCTCTATCTCAAACATCTTGGAGTTG
ATATTTGCGGAAACACAATACTCAGTTGAGTTCCCTAGGGUAGAAAAGUCAAGUTTAAGAATTGAC
ACAAAGAGTAGUAAGTTAGCTATTIGCAACATATATCACTITGITITITCACAACTACAGTGALTTYT
ATTTATTTCCCAGAGGAAGGCATACAGGCAAGAAATTATCCCATTITGOACAAACAGCATGTITCTICA
CAGTAAGCACTTATCACACTTACTTGICAACTTICTAGAATCAAATCTAGTAGCTCGACAGTACCAG
GATCAGGGCTGCCAACCCTAAGCACCTCCAGAAAGLTCACTGGLCCTGTIGOGTTICCCACTCCAGAC
ATCATGTCAGCTOTGAAATCCACCTCCCTGGACCATAATTAGOCTTICTGTICTICAGGAGACATTT
CTTCAAAGTCATTIGGOCAACCATATTICTCGAAAACAGCCCAGCCAQGGGTOATCGOGATCACTTTIGCAA
AGATCCTCAATGAGCTATTITCAAGTCGATCGACAAAGTGTGAAGTTAAGGOCTCATTTICGAGAACTTT
CTTTTTCATCCAAAGTAAATTCAAATATGATTAGAAATCTGACCTTTTATTACTGGAATTCTCTITGA
CTAAAAGTAAAATTGAATTTTAATTCCTAAATCTCCATGTGTATACAGTACTGTGGGAACATCACA
GATTTTGGCTCCATGCCCTAAAGAGAAATTGGCTITTCAGATTATTITGGATTAAAAACAAAGACTTT
CTTAAGAGATOTAAAATTTTCATGATGTTTICTITTITTGCTAAAACTAAAGAATTATTCTTTTACAT
TICAQTTTTICTTGATCATGAAAATGCCAACAAAATTICTGAATAGACCAAAGAGGTATAACTCTGG
CAAGCTTGAAGAGTITTGTACAGGGGAATCTGGAGAGAGAGTGTATGUAAGAGAAGTGCAGCTTTG
AGGAAGCCAGAGAAGTGTTTGAAAATACAGAGAGAACAACTCGAATTTIGGAAGCAGTATCTGGAT
GUGTGATCAATCTCGACAGCAATCCCTGCTTCGAATCGGGGCGAGCTUTAAAGATCATATCAACAGCTA
TGAATGTTGOTGTCCCTTTGGATTITGAGGGGAAAAACTGTGAGCTTGATGTGACCTGTAATATCAA
GAATGGCAGGTGTGAGCAATTTTGCAAGAATTCTGCTGATAATAAAGTGGTCTGTAGCTGCACTGA
GGGATATAGGCTGGUTGAAAACCAGAAGAGCTGTGAACCTGCAGTGCCTTTTCCCTGTGGGAGAG
TGTCTGTGAGCCAAACCAGCAAGCTGACTAGGGCTGAAGCAGTCTTTCCTGATGTAGATTATGTGA
ATAGCACTOGAGCGCTCAGACAATCCTTIGACAATATCACTCAGAGCACACAGAGCTTCAATGACTTC
ACCAGGGTGGTAGGAGGGGAGGATGCCAAGCCTGGGCAGTTCCCCTGGCAGGTAGTGCTCAATGG
AAAAGTGUATGCCTTTTGTGGAGUTTCAATTOTAAATGAGAAGTGGATTGTGACTGCAGCCCACTG
TGTCGGAAACTOGAGTCAAGATTACTGTGCTGGCTGOAGAGCACAATATTGAGGAAACTGAGCACA
CTGAGCAGAAGAGGAATCTCGATCAGCGATTATCCCCCACCACAACTACAATOGCTGCTATCAACAAG
TACAACCATGACATTGCCCTCCTGOAACTGGATGAACCCCTOOTCTTGAACAGCTATGTGACACCC
ATCTGTATTGCTGATAAAGAGTACACCAACATCTTUTTGAAATTTGGGICTGGATATGTGTCTGGCT
GGGOCAGGOTGTTCCATAAAGGCAGGTCTOLCCCTGATATTGCAGTATTTGAGGGTGCCTCTGGTGE
ATAGAGCAACCTGCTTGCTGAGCACCAAGTTTACAATCTACAACAATATGTITCTGTGCAGGGTTCC
ATGAAGGTGOTAGAGACAGCTGCCAGGGAGATTCTCGGGOGTCCCCATGTGACTGAGGTGGAGGGA
ACCAGCTTCCTGACTGGGATTATCAGCTGGOGTCGAGGAGTGTGCTATCGAAGGGAAAGTATGGGAT
CTACACAAAAGTATCCAGATATGTOAACTGGATTAAGGAGAAAACCAAGUTOACTTGA

Figura 15
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Eficiencia de transduccion de AAV-variante de capside 4-1 (SEC ID n.° 4)
analizada en un contexto in vitro
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Comparacion de los niveles de actividad temprana de FIX:C para los primeros 4 sujetos
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AAV-FD39-Padua; 1° sujeto, dia 183 Nivel de actividad de FIX.C 228 %
Sujeto 1 [5x10™ gwikg] 183 dias después de fa Gitima infusion de Alpralix
Dosis: 4,08x10" gv de AAV-FIX39-Padua + 2,01x10™ pe de caspides vacias [1:5]
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Figura 20A

77



ES 2989774 T3

AAVFIX33-Padua 1° sujeto, dia 183 Funciones hepalicas
Sujeto 1 [Bx10" gkg] 183 dias daspués de Ulfima infusidn de Alprolix
4,08x10™ gv de ARV-FIX30-Padua+2 01x 10" pe de cépsides vacias [1:5]
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Figura 208 *Datos presentados basados en el lab. local.
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Actividad de facior 1X
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AAVFIX39-Padua 2° sujety, dia 102 Nivel de schvided de FIXC al 41 %
Sujeto 2 Bx10" gwkg] 102 dies después da e tlfima infusion de BeneFIX
Dosis: Z 810 gy de AAV-FIXI9-Padia +1,3%010™ pe de cdpsidles vadkas {15}
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AAVFIXR3G-Padua; 2° sujeto, dia 102 Fungiones hepaticas
Suieto 2 [Bx10" gwkg] 102 dias después de fa Utima infusidn de BeneFIX
2.84x10% gy de AMVFIX39-Padua + 1,39x10pe de cépsides vacias [1:5]
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a4 % 2

Activided de FIX. C=niveles de acfividad de factor IX circulants
AST=Aspartatc aminotransferasa; AL T=Alenina aminofransferasa
LDH=Lactato deshidrogenasa.

UtN=Limite superior de la normalidad

* Datos presentados basados en ab. local



Actividad de factor IX

ES 2989774 T3

AAV-FI33-Padue: 3° sujeto, dia 63 Nivel de activided de FIX.C al 26 %
Sujeto 3 Bx10%gvkg] 67 dias despuiés de la ilima infusion de Alorolix
5,38x10 % gv de ARV-FIX39-Padua + 1,93x10% pe de capsides vacias [1:4]
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= Actividad de FIX.C
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kG 48 UG Dias después dela Activicad de FIX Ceniveies de actividad de factor X crouanie
L o ? [ v AST=Aspartato aminciransorasa, ALT=Alnina arrinolranslerasa
Hprot Aol administracion de LDH=Lactato desticogenasa
vector Figura 22A ULN=Limie superior dela nommalidad

* Datos presentados basados en el b bcal
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AAV-FIX39-Padus: 3 sujeto, dia 69 Funciones hepéticas
Sujeto 3 Bx10" gukg] 67 dias después de la Uiima infusion de Afprolix
5,38x10% gv de AAGFIX30-Padua + 1,93 10" pe de cépsides vacias {1:4]
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Intervalos nomales Advirbdde FIX Canveies deachvichd de facdor [X cioulants
AST17-33 UL AST=Agatao anpoiransierasa, ALT=Alarina aminclianskeasa
AT 2-T2UL Figura 22B D=L acteo deshiciogerasa.
LDH: 33 =318 UL ULN= imie superior ce i nonralided
* Detos presentados besaos enldb. local
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Actividad de factor IX

ES 2989774 T3

AAVFIX33Padua: 4° sujeto, dia 50 Nivel de actividd de FIXC al 33 %
Suieto 4 [5x 10" gwikg] 50 dias después de la ffima infusion de BeneFIX
557x10% gv de AAVFIX39-Padua + 2,22x 10" po de capsides vacias [1:4]
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1w administracién de AST=Aspartato aminolransierasa; ALT=Alanina amindkansierasa
BengFiX vector EDH= aciefodeshidogenasa
Figura 23A Ut NeLimite supericr d lanomaliad,
*Pafos presertados hageados en leb. local
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AAV-FIX39-Padua; 4° sujeld, dia 50 Funciones hepéticas
Sujeto 4 [Bx10% gvikg] 50 dias después de fa (fima infusion de BeneFIX
5 57x10° gy de ABV-FIX39-Packia +2,.22x10™ pe 6 cApsices vacias [1:4]
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Infervalos namales . . Achividad de FIX:C=niveles de actividad de factor IX coulante
ﬁ AT AT Dias después de la AST=Aspartato aminotansferasa ALT=Alina amioransferasa
kG AT -T2 administracion de LDH=Lactato deshidrogenasa,
BanaFi LGH 315 - B1B UL vector ULN=Limite superior de’a normalidad.
. *Datios presentados basados en . local
Figura 238
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