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DESCRIPCION
Mutante de polipéptido de factor |X, sus usos y su procedimiento de producciéon

Campo de la invencién

[0001] La presente invencion se refiere a un polipéptido FIX modificado (factor IX), una secuencia de nucleétidos, un
vector que comprende dicha secuencia de nucleétidos y un método para producir el polipéptido FIX modificado.

[0002] La presente invencién también se refiere a preparaciones y usos farmacéuticos del factor FIX modificado y de la
secuencia de nucledtidos.

Técnica anterior

[0003] EI FIX de la técnica anterior es una glicoproteina dependiente de vitamina K perteneciente a la familia de las
serina-proteasas, y se sintetiza en el higado del hombre y de otros animales, incluidos los mamiferos, desempefiando un
papel fundamental en las vias tanto intrinsecas como extrinsecas de la cascada de la coagulacién. El FIX humano circula
en plasma como un zimégeno de cadena sencilla compuesto de 415 aminoécidos. El FIX humano tiene un peso molecular
de 56 kD y una concentracién plasmatica de aproximadamente 5 ug/ml. El zimégeno es activado tanto por el factor Xl
activado (FXla) como por el factor VIl activado por el complejo de factor tisular (TF) (FVlla). La organizacion estructural de
FIX es similar a la de otras proteinas de la coagulacién dependientes de la vitamina K, como el factor VII (FVII), el factor
X (FX) y la proteina C (PC). La porcién amino terminal de la molécula comprende el dominio "Gla", una regién rica en
residuos gamma-carboxi glutdmicos cuya carboxilacién depende de la presencia de vitamina K. La principal funcién
fisiolégica del FIX, una vez activado, es convertir el factor X (FX) en factor X activado (FXa) en un proceso que requiere
la presencia de una superficie fosfolipida, iones calcio y una proteina con efecto cofactor, concretamente el factor VIii
activado. (FVIlla). El propio FXa es capaz de convertir la protrombina en trombina, que transforma el fibrin6geno en fibrina
soluble que, al polimerizarse, forma el coagulo. La accién del FXa se ve reforzada por la presencia del factor V activado
(FVa).

[0004] EIl gen FIX humano estd ubicado en el cromosoma X en la posicién Xq27.1 y contiene 8 exones de longitudes
que varian desde 25 pares de bases (pb) hasta 2000 pb. EI ARNm de FIX humano tiene aproximadamente 3 kb de longitud
y comprende 205 bases que forman la regién 5' UTR, 1386 bases que codifican el polipéptido FIX y 1392 bases de la
regién 3' UTR. Este ARNm codifica la sintesis de 461 aminoacidos que forman el precursor del FIX humano. Este precursor
(SEQ ID NO: 1) comprende los siguientes segmentos y dominios: un péptido sefial hidréfobo (aminoacidos 1-28), un
propéptido (aminoécidos 29-46), un dominio Gla (aminoacidos 47 a 92), un dominio similar a EGF 1 (aminoé&cidos 93 a
129), un dominio similar a EGF 2 (aminoacidos 130 a 171), un péptido de activacion (aminoacidos 192 a 226) y un dominio
de serina-proteasa (aminoéacidos 227 a 461). La forma madura de FIX humano (SEQ ID NO: 2) pierde el péptido sefial
hidrofébico y el propéptido. En consecuencia, las posiciones de aminoacidos correspondientes de los dominios antes
mencionados se convierten en las siguientes: un dominio Gla (aminoacidos 1 a 46), un dominio similar a EGF 1
(aminoacidos 47 a 83), un dominio similar a EGF 2 (aminoéacidos 84 a 125), un péptido de activacién (aminoacidos 146 a
180) y un dominio serina-proteasa (aminoacidos 181 a 415). SEQ ID NO: 1 (de la cual se deriva SEQ ID NO: 2)
corresponde a la secuencia en PubMed (categoria "Proteina") encontrada ingresando el nimero de acceso AABS59620;
esta secuencia de aminoacidos comprende el péptido sefial (46 AA), seguido de la secuencia de aminoéacidos de la
proteina madura.

[0005] Una deficiencia genética en FIX puede causar una serie de enfermedades de la coagulacidn (coagulopatias), por
ejemplo la enfermedad hemorragica conocida como hemofilia B en los hombres afectados (enfermedad genética ligada
al sexo). La hemofilia B se puede clasificar en tres clases, cada una de las cuales se caracteriza por la presencia de
diferentes concentraciones plasmaticas de FIX. En la hemofilia B grave, los niveles plasmaticos de actividad de FIX estan
por debajo del 1% de lo normal; en la forma moderada, los niveles oscilan entre el 1% y el 5%; en la forma leve, entre el
5y el 25% de los niveles normales. También hay individuos portadores sanos que tienen niveles medios de actividad de
FIX, entre el 25% y el 50% de lo normal, pero muchos portadores pueden tener niveles incluso superiores al 50%. Los
pacientes afectados de hemofilia B grave presentan manifestaciones hemorragicas graves que pueden controlarse o
evitarse mediante la administracién de concentrados de FIX de origen extractivo (proveniente de plasma humano) o
recombinante, actualmente sélo disponibles en una Unica formulacién comercial.

[0006] Los intentos de corregir el defecto genético mediante terapia génica hasta ahora han resultado infructuosos
debido a diversos problemas. Entre ellos se incluyen, en primer lugar, los relacionados con la baja eficacia de expresion
en el hombre de los niveles de FIX en plasma, es decir, alrededor del 1%, por lo que no es suficiente para corregir la
enfermedad; los relacionados con la inmunogenicidad del tratamiento con vectores virales; finalmente aquellos
relacionados con los efectos secundarios de la propia terapia génica, que incluyen hepatitis, miositis y otros.

[0007] Un aumento del FIX plasmatico a niveles superiores a los normales (el rango normal de FIX en plasma es 70-
120%, es decir, 70-120 U/dI, donde una unidad es la cantidad de FIX contenida en 1 mililitro de plasma normal, equivalente
a aproximadamente 5 ug) se ha asociado con un mayor riesgo en humanos de desarrollar manifestaciones trombéticas
en el sistema venoso. En particular, para valores superiores a 150 U/dl, se ha observado un aumento de 4,8 veces en el
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riesgo trombético (O. R. corregido 4,8; IC 95%, de 2,3 a 10,1). Sin embargo, nunca se ha identificado la base genética del
aumento de los niveles de FIX en plasma de estos individuos.

[0008] Los estudios de mutagénesis in vitro de la expresidén de FIX recombinante mutado han demostrado la posibilidad
de reproducir las alteraciones en la sintesis y actividad de FIX encontradas in vivo en pacientes con hemofilia B. Viceversa,
mediante mutagénesis especifica de sitio en ciertas posiciones de la molécula FIX, se han producido mutantes FIX con
"ganancia de funcién" (aumento de actividad en relacién con la molécula normal) alterando su especificidad por sustratos
fisiolégicos y/o modificando sus otras funciones. En el documento WO 99/03496 se describe el mutante de arginina 338
alanina de FIX recombinante que dio como resultado una ganancia de funcién cuyos niveles de actividad son 2-3 veces
superiores a los encontrados en FIX de tipo salvaje. Estos mutantes de ganancia de funcién (en particular con actividad
proteasa aumentada hacia el sustrato fisiolégico, es decir, aln no se ha descubierto que existan FX, o con una mayor
capacidad de interaccion con FVllla, un cofactor de FIXa), ni se han probado en el hombre. Mas explicitamente, no hay
evidencia de: 1) la existencia de un portador humano de FIX mutado (mutante de FIX natural) con ganancia de funcién
caracterizada por una mayor actividad funcional en comparacién con el FIX normal (WT) con cualquier ganancia de funcién
en actividad funcional; 2) pruebas realizadas in vivo en humanos con administraciones de FIX recombinante modificado;
3) pruebas realizadas in vivo en humanos con administraciones de FIX recombinante modificado con ganancia de funcién
para la profilaxis y el tratamiento de pacientes afectados de hemofilia (genética o adquirida) u otras coagulopatias; 4)
pruebas realizadas in vivo en el hombre con administraciones de FIX recombinante modificado que demuestran la
ausencia de efectos secundarios.

[0009] EI documento WO 99/03496 describe un factor antihemofilico del factor IX con actividad de coagulacién
aumentada. Kurachi y Davie ensefian el aislamiento y caracterizacién de un ADNc que codifica el factor IX humano (PNAS.
1982 noviembre; 79(21): 6461-6464). Graham et al. ensefian el polimorfismo de Malmo del factor IX de coagulacién, un
polimorfismo inmunolégico debido al dimorfismo del residuo 148 que estad en desequilibrio de ligamiento con otros dos
polimorfismos F.IX (Am J Hum Genet. 1988; 42(4) 573-80).

Resumen de la invencién

[0010] La presente invencién proporciona un vector viral para uso en un tratamiento de terapia génica de hemofilia B
grave y/o moderada en un paciente humano, en donde el vector viral comprende un acido nucleico que codifica un
polipéptido FIX modificado, que tiene al menos la siguiente secuencia:

donde X representa A.

[0011] En algunas formas de realizacion, el &cido nucleico codifica un polipéptido FIX modificado que tiene la siguiente
secuencia:
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donde X representa A.

[0012] En algunas formas de realizacién, el vector viral es un virus adenoasociado. En algunas formas de realizacién,
el polipéptido FIX modificado muestra una actividad funcional 8-9 veces mayor en comparacién con el FIX de tipo salvaje.

Descripcién detallada de la invencién

[0013] La presente invencién se refiere a un vector viral que comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido
FIX modificado para uso en un tratamiento de terapia génica de hemofilia B grave y/o moderada en un paciente humano.

[0014] Los polipéptidos de FIX modificados descritos en este documento muestran una ganancia de funcién de al menos
5 veces mayor que la de la molécula de FIX de tipo salvaje. Este aumento en el nivel de actividad es inesperadamente
incluso mayor que el descrito para el mutante de arginina 338 alanina FIX recombinante conocido.

[0015] A menos que se especifique explicitamente lo contrario, los siguientes términos tienen los significados que se
indican a continuacién.

[0016] En el presente texto, los términos "porcentaje de identidad" y "% de identidad" entre dos secuencias de
aminoécidos (péptidos) o 4cidos nucleicos (nucledtidos) significan el porcentaje de residuos de aminoécidos o nucleétidos
idénticos en posiciones correspondientes en las dos secuencias dptimamente alineadas.

[0017] Para determinar el "porcentaje de identidad" de las dos secuencias de aminoacidos o acidos nucleicos, las
secuencias se alinean entre si. Para lograr una coincidencia 6ptima, se pueden introducir espacios en la secuencia (es
decir, eliminaciones o inserciones que también pueden colocarse en los extremos de la secuencia). A continuacién, se
comparan los residuos de aminoécidos y nucleétidos en las posiciones correspondientes. Cuando una posicién en la
primera secuencia estd ocupada por el mismo aminoacido o residuo de nucledtido que ocupa la posicién correspondiente
en la segunda secuencia, las moléculas son idénticas en esa posicion. El porcentaje de identidad entre dos secuencias
es una funcién del nimero de posiciones idénticas dividido por las secuencias [es decir, % identidad = (nimero de
posiciones idénticas / nimero total de posiciones) x 100]

[0018] Ventajosamente, las secuencias tienen la misma longitud. Ventajosamente, las secuencias comparadas no
presentan espacios (o0 inserciones).

[0019] El porcentaje de identidad se puede obtener mediante el uso de algoritmos mateméticos. Un ejemplo no limitante
de un algoritmo usado para comparar dos secuencias es el algoritmo de Karlin y Altschul [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 87
(1990) 2264-2268] modificado por Karlin y Altschul [Proc. Natl. Acad. Sci. USA 90 (1993) 5873-5877]. Dicho algoritmo
esta incorporado en los programas BLASTn y BLASTp de Altschul [Altschul et al, J. Mol. Bio. 215 (1990) 403-410].

[0020] Con el propésito de lograr alineamientos incluso en presencia de uno 0 mas espacios (0 inserciones) se pueden
usar métodos que asignan una penalizacién relativamente alta para cada espacio (o insercién) y una penalizacién menor
para cada aminoacido o residuo de nucleétido adicional en el espacio (este residuo de aminoacido o nucleétido adicional
se define como extensién del espacio). Las penalizaciones elevadas obviamente conducirdn a que las alineaciones se
optimicen con el menor nimero de espacios.

[0021] Un ejemplo de un programa capaz de lograr este tipo de alineacién es el programa BLAST como se describe en
Altschul et al., Nucleic Acids Res. (1997) 3389-3402. Para ello, se pueden utilizar los programas BLASTn y BLASTp con
los parametros predeterminados. Cuando se utiliza el programa BLAST, normalmente se emplea la matriz BLOSUMG2.
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[0022] Un ejemplo ventajoso y no limitante de un programa para lograr una alineacién 6ptima es el paquete GCG
Wisconsin Bestfit (Universidad de Wisconsin, EE.UU.; Devereux et. al., 1984, Nucleic Acid Research 12:387). Los
parametros predeterminados se utilizan nuevamente, es decir, para una secuencia de aminoacidos permiten una
penalizacién de -12 por un espacio y una penalizaciéon de -4 por cada extension.

[0023] En el presente texto, el término "posicién correspondiente” significa una posicién en una secuencia de polipéptido
o acido nucleico que, después de una alineacién, corresponde (o esta enfrentada) a una posicién precisa en una secuencia
de referencia. Por ejemplo, se puede determinar una posicién correspondiente a una posicién precisa en el polipéptido
FIX que presenta la SEQ ID NO: 2 alineando la SEQ ID NO: 2 con un polipéptido de interés; la alineacion se puede llevar
a cabo manualmente o como se explicé anteriormente en relacidén con la determinacién de identidad porcentual.

[0024] En el presente texto, el término "prometer" significa una porcién de ADN de un gen que controla (activa) la
transcripcién de una secuencia de nucleétidos a la que estd operativamente unido (pero no necesariamente
flanqueéndolo). El promotor incluye una o mas secuencias de ADN, que son reconocidas por la ARN polimerasa y se
unen a la ARN polimerasa de modo que la propia ARN polimerasa inicia la transcripcién.

[0025] En el presente texto, el término "tratar' o "tratamiento” de una patologia significa la profilaxis y/o terapia y/o
curacion de esta patologia. El término profilaxis significa ventajosamente detener al menos parcialmente el desarrollo de
una enfermedad potencial y/o prevenir el empeoramiento de los sintomas o la progresidén de una enfermedad.
Ventajosamente, el término terapia significa un alivio parcial o total de los sintomas de la enfermedad.

[0026] En el presente texto el término "vector" significa un elemento utilizado para introducir un &cido nucleico en una
célula para la expresidn o replicacién de dicho acido nucleico. Un ejemplo de vectores son los episomas, que son capaces
de replicarse extracromosdmicamente. Los vectores también pueden integrarse en los cromosomas del huésped. Los
vectores suelen estar en forma de plasmidos, generalmente ADN circular de doble hélice.

[0027] En el presente texto "vehiculo que presenta un acido nucleico" significa: un vector que incluye acido nucleico;
una célula que incluye acido nucleico; o un excipiente farmacéuticamente aceptable combinado con el acido nucleico
mediante mezcla. Ventajosamente, el vehiculo se elige entre un vector o una célula.

[0028] EIl polipéptido FIX modificado comprende el aminoacido leucina en una posicién correspondiente a la posicién
338.

[0029] El polipéptido FIX modificado debe poder llevar a cabo su funcién dentro de la cascada de coagulacién.

[0030] Ejemplos de polipéptidos de FIX incluyen (pero no se limitan a) FIX de tipo salvaje no modificado (tal como el
polipéptido de SEQ ID NO: 2), precursores de dicho FIX de tipo salvaje (tal como el polipéptido de SEQ ID NO: 1),
variantes polimérficas naturales (tales como: un polipéptido que presenta una alanina en una posicién correspondiente a
la posicién T148 o a un polipéptido precursor de la misma).

[0031] En el presente texto, los Joci (posiciones) de las secuencias de aminoécidos modificadas o no modificadas se
identifican mediante referencia a la numeracién de aminoacidos en las posiciones correspondientes de un polipéptido FIX
maduro no modificado, como se identifica por SEQ ID NO: 2. Las posiciones correspondientes pueden determinarse
mediante alineacién de residuos no modificados (ver arriba). A modo de ejemplo, presentamos a continuacién las
secuencias y numeraciones relativas del polipéptido FIX maduro (SEQ ID NO: 2) y del precursor del polipéptido FIX (SEQ
ID NO: 1).

SEQ D NO: 1

MQRVNMIMAE SPGLITICLL GYLLSARCTY FLOHENANK] LNRPKRYNSG
KLEEFVQGNL ERECMEEKCS FEEAREVFEN TERTTEFWKQ YVDGDOCESN
PULNGGSCKD DINSYECWOP FOFEGKNCEL DVTONIKNGR CEQFCKNSAD
NKVWCSCTEG YRLAENQKSC EPAVPFPCGR VSVSQTSKLT RAEAVFPDVD
YVYNSTEAET! LONITQSTAS FNDFTRVVGG EDAKPGOFPW QVVLNGKVDA
FCGGSIVNER WIVTAAHCVE TGVRITVWAG EHNIEETEHT EQKRNVIRY
PHHNYNAAIN KYNHDIALLE LDEPLVLNSY VTRICIADKE YTNIFLKFGS
GYVSGWGERVE HKOGRSALVLQA YLRVPLVDRA TCLRSTKFTI YNNMFCAGFH
EGGRDSCQGD SGGPHVTEVE GTSFLTGHS WGEECAMKGK YGIYTKVSRY
VNWKEKTKL T
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en negrita subrayada Arg 384 correspondiente a Arg 338 en SEQ ID NO: 2

SEQID NG 2

YNSGKLEEFY QONLERECME EKCSFEEARE VFENTERTTE PAWKQYVDGDQ
CESNPCLNGG SCKDDINSYE CWCPFGFEGK NCELDVTCON! KNGRCEQFCK
NSADNKVVCS CTEGYRLAEM QKSCEPAVPF POGRVSVSQT SKLTRAETVF
PRDVRYVNESTE AETILDNITQ STQSFNDFTR VWGGEDAKPG QFPWQVVLNG
KVDAFCGGES! VNEKWIVTAA HOVETGQVRIT VWAGEHNIEE TEHTEQKRNY
IRUFPHHNYN AAINKYNHDEALLELDEPLY LNSYVTRIC! ADKEYTNIFL
KFGSGYVEGW GRVFHKGRSA LVLQYLRVPL VORATCLRET KFTIYNNMFC
AGFHEGGRDS CQGRSGEPHY TEVEGTSFLT GHSWGEECA MKGKYGIYTK
VERYVNWIKE KTKLT

en negrita subrayada Arg 338.

[0032] Asimismo, las posiciones de las secuencias de nucledtidos modificadas o no modificadas se identifican, salvo
que se indique lo contrario, mediante referencia a la numeracién de nucleétidos en las posiciones correspondientes de la
secuencia de nucleétidos identificada con el nimero de acceso K02402 (GenBank). La secuencia de nucleétidos K02402
cede al precursor del polipéptido FIX (SEQ ID NO: 1) e incluye algunas regiones intrén (a este respecto, véase Anson DS,
Choo KH, Rees DJ, Giannelli F, Gould K, Huddleston JA, Brownlee GG. The gene structure of human anti-haemophilic
factor IX. The EMBO Journal 1984;3:1053-1060).

[0033] La secuencia de nucleétidos cede para el polipéptido FIX modificado.

[0034] Un polipéptido FIX no modificado puede codificarse mediante una secuencia de ARN con la secuencia desde la
posicién 31 hasta la posicién 1411 (SEQ ID NO: 3) (ventajosamente desde la posicion 169 hasta la posicién 1411 - SEQ
ID NO: 4) del polinucleétido de la figura 2 en el articulo de Anson DS, Choo KH, Rees DJ, Giannelli F, Gould K, Huddleston
JA y Brownlee GG. The gene structure of human anti-haemophilic factor IX. The EMBO Journal 1984; 3: 1053-1060. En
este caso (es decir, con referencia a SEQ ID NO: 3y SEQ ID NO: 4), los numeros de posicién se refieren a la numeracién
reportada en la figura 2 antes mencionada.

[0035] La secuencia de ARN puede unirse, en la cabeza y/o en la cola, a cadenas de nucleétidos adicionales que no
estan traducidas o se traducen por separado.

[0036] Un polipéptido FIX no modificado puede codificarse mediante una secuencia de nucleétidos con la secuencia
general de regiones exdnicas en la secuencia (SEQ ID NO: 5) de la figura 4 en el articulo de Anson DS, Choo KH, Rees
DJ, Giannelli F, Gould K, Huddleston JA y Brownlee GG. La estructura genética del factor IX antihemofilico humano. The
EMBO Journal 1984;3:1053-1060.

[0037] La secuencia de nucleétidos que codifica el polipéptido FIX modificado puede comprender una timina en una
posicién correspondiente a la posiciéon 34099 (o en la posicién correspondiente 32318 segln la numeracién dada en SEQ
ID NO: 5; 0 en la posicién correspondiente 31134 segun la numeracién dada en la Base de datos de mutaciones de
Hemofilia B (Giannelli et al., Hemophilia B: Database of point mutations and short additions and deletions. Nucleic Acids
Research 1990;18:4053-9); o un uracilo en la posicién correspondiente 11180 de SEQ ID NO: 3 o SEQ ID NO: 4). En
otras palabras, la secuencia de nucledtidos antes mencionada se diferencia de la secuencia que tiene el nUmero de
acceso K02402 (GenBank) por al menos el hecho de portar una mutacién de guanina a timina en la posicién 34099
(G34099T) o en la posicién correspondiente (por ejemplo, la posicidn 32318 segun la numeracién de SEQ ID NO: 5; o de
guanina a uracilo en la posicién correspondiente 11180 de SEQ ID NO: 3 0 SEQ ID NO: 4).

[0038] En este caso la secuencia de nucleétidos cede a una leucina en una posicién correspondiente a la posicion 338.
[0039] La secuencia de nucleétidos, en las posiciones correspondientes a 34098, 34099 y 34100, podra presentar
triplete elegido del grupo formado por: TTA, UUA, TTG, UUG, CTT, CUU, CTC, CUC, CTA, CUA, CTG, CUG. En particular,
cuando la secuencia de nucleétidos es una secuencia de ADN, el triplete se elige entre el grupo formado por TTA, TTG,
CTT, CTC, CTA, CTG. Ventajosamente, el triplete es CTA. En estos casos, la secuencia cede para una leucina en una
posicién correspondiente a la posicién 338.

[0040] El acido nucleico comprende una secuencia de nucleétidos como se describe en el presente documento.

[0041] El acido nucleico puede comprender un promotor en enlace operativo con la secuencia de nucleétidos.
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[0042] La presente invencién proporciona un vector viral que comprende un écido nucleico como se describe en el
presente documento. En particular, el vector viral comprende una secuencia de nuclebtidos como se describe en el
presente documento.

[0043] En particular, el vector viral puede ser elegido entre: un adenovirus, un retrovirus, un herpesvirus, un lentivirus,
un poxvirus, un citomegalovirus.

[0044] El polipéptido FIX modificado esta destinado al tratamiento de la hemofilia B grave y/o moderada en pacientes
humanos.

[0045] La secuencia de nuclebtidos que codifica el polipéptido FIX modificado se proporciona para su uso como
medicamento para tratar la hemofilia B grave y/o moderada.

[0046] La secuencia de nucleétidos se puede utilizar para tratar una patologia sola o en combinacién con otros
compuestos activos.

[0047] En lugar de administrar el polipéptido FIX modificado, es posible administrar la secuencia de nucleétidos que lo
codifica.

[0048] La secuencia de nucleétidos puede insertarse en células o tejidos mediante cualquier método conocido. La
secuencia de nucleétidos se incorpora a un vector para manipulaciones posteriores.

[0049] Por ejemplo, ciertas células podrian disefiarse para expresar el polipéptido FIX modificado, integrando la
secuencia de nucledtidos mencionada anteriormente en una ubicacién gendmica unida operativamente con las
secuencias promotoras. Dichas células pueden administrarse a un paciente de forma local o sistémica.

[0050] Los vectores virales utilizables incluyen poxvirus, herpesvirus, retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados y
otros virus adecuados para terapia génica.

[0051] Los vectores pueden permanecer como episomales o pueden integrarse en los cromosomas del individuo
tratado. Los serotipos de adenovirus estan disponibles comercialmente en la American Type Culture Collection (ATCC,
Rockville).

[0052] Los vectores virales, en particular los adenovirus, se utilizan ex vivo; por ejemplo, se aislan células de un paciente
y se transducen con un adenovirus que expresa el polipéptido FIX modificado. Después de un periodo adecuado de
cultivo, las células transducidas se administran al paciente de forma local o sistémica.

[0053] Alternativamente, los virus, en particular los adenovirus, que expresan el polipéptido FIX modificado se aislan y
se formulan con un excipiente farmacéuticamente aceptable y se administran al paciente. Normalmente, los adenovirus
se administran en dosis de 1 a 1014 particulas por kilogramo de peso del paciente, generalmente de 106 a 1012 particulas
por kilogramo de peso del paciente. Ejemplos adicionales de tipos de células para la expresidn y liberacién del polipéptido
FIX modificado son los fibroblastos y las células endoteliales (Palmer et al. (1989) Blood 73:483-445; Yao y al. (1991)
PNAS 88:8101-8105).

[0054] La secuencia de nucleétidos y/o los farmacos y/o vehiculos que presentan dicha secuencia de nucleétidos se
utilizan para el tratamiento de las patologias mencionadas anteriormente en relacién con el péptido FIX modificado.

[0055] La secuencia de nucleétidos antes mencionada se utiliza para el tratamiento de pacientes humanos.

[0056] Los polipéptidos y secuencias de nucledtidos de FIX pueden detectarse utilizando métodos conocidos en el
estado de la técnica, y pueden adaptarse a aquellos polimorfismos en estudio para incluir, por ejemplo, ensayos
inmunoenzimaticos, pruebas de actividad de proteinas de la coagulacién (incluida la actividad de FIX), pruebas
coagulométricas y cromogénicas.

[0057] EI método puede comprender una etapa de amplificaciéon por PCR parte de una molécula de acido nucleico (en
la que se requiere verificar la presencia de la secuencia de nucleétidos).

[0058] Ventajosamente, la etapa de amplificacion estd precedida por una etapa de purificaciéon, en particular de
aislamiento, de la molécula de acido nucleico.

[0059] Ventajosamente, la etapa de amplificacién va seguida de una etapa de secuenciacion.

[0060] A modo de ejemplo, se pueden seguir los métodos de los ejemplos 2 y 3 siguientes para detectar la secuencia
de nucledtidos mencionada anteriormente.
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[0061] EI método para detectar la secuencia de proteinas y/o nucleétidos se puede utilizar para ayudar en la
identificacién de aquellos individuos que muestran una alta tendencia a desarrollar enfermedades de la sangre tales como
trombosis.

[0062] Otras caracteristicas de la presente invencién se desprenderan de la siguiente descripcién de algunos ejemplos
que son meramente ilustrativos y no limitativos.

Ejemplo 1 - Pruebas de laboratorio de rutina realizadas en el Proband

[0063] Se llevaron a cabo pruebas de coagulacién de laboratorio de rutina con respecto a la deteccidén de trombofilia en
un individuo (definido como Proband) que presentaba episodios de trombosis venosa profunda pero ningln otro problema
de salud.

[0064] En particular se realizaron: tiempo de protrombina, tiempo parcial de tromboplastina, niveles de factor IX, niveles
de factor VIIl y Xl, niveles de antitrombina (actividad y antigeno), niveles de proteina C (actividad coagulométrica y
cromogénica, antigeno), niveles de proteina S ( antigeno total, antigeno libre y actividad), resistencia a proteina C
activada, analisis de ADN para factor V Leiden, analisis de ADN para la variante de protrombina G20210A, anticuerpos
antifosfolipidos, plasminégeno, pruebas de fibrindlisis. Se encontrdé que todas las pruebas de coagulacién realizadas en
Proband estaban dentro de los limites normales, excepto la actividad de FIX (consulte el ejemplo 4 a continuacion).

Ejemplo 2 - Aislamiento de FIX mutante del plasma y del medio de cultivo celular.

[0065] EIl aislamiento de FIX a partir de plasma o de medio de cultivo se logré mediante la técnica de columna de
inmunoafinidad, utilizando una resina (sefarosa 4B) a la que se le afiadié el anticuerpo monoclonal anti-FIX AHIX-5041
[Haematologic Technologies, Inc. (Essex Junction, VT, EE. UU.)] se uni6 covalentemente (3,5 mg de anticuerpo
monoclonal por 3 ml de resina de sefarosa). Brevemente, la columna se equilibré con tampén que contenia Tris 20 mM,
NaCl 150 mM, benzamidina 1 mM (mM = milimolar). A partir del plasma se precipitaron factores dependientes de la
vitamina K afiadiendo cloruro de bario. Después de la centrifugacion, el sedimento se resuspendié en una solucién que
contenia EDTA 0,2 M. La preparacién asi obtenida se dializé extensamente (2 veces, durante al menos 2 horas) en una
solucién que contenia Tris 20 mM y NaCl 150 mM. Después de la dialisis, se dejé que la preparacidén pasara a través de
la columna a una velocidad de 0,5 ml/min. Después de un lavado exhaustivo de la columna (10 volimenes de columna)
con tampén Tris/NaCl, la elucién se llevd a cabo utilizando una solucién de glicina acida (pH 2,45). El pH del eluato se
neutralizé inmediatamente afiadiendo Tris 2 M a pH 7,5. Las fracciones de eluato que contenian proteina (probadas
mediante el ensayo de proteina de Bradford) se combinaron y se dializaron frente a una solucién de Tris-NaCl, luego se
concentré el FIX a través de una microcolumna de 200 pl de sefarosa Q de flujo rapido (intercambio i6nico). La pureza de
la preparacién se evalué aplicando la técnica de tincién con plata sobre el gel SDS-PAGE.

Ejemplo 3 - El estudio genético de FIX

[0066] La amplificaciéon por PCR y la secuenciacidn directa de los exones y los sitios de empalme del gen Proband FIX
se llevaron a cabo usando técnicas y cebadores estandarizados como se informa en la literatura (De: Methods in Molecular
Medicine, Vol 31: Hemostasis and Thrombosis Protocols. Editado por D.J. Perry y K.J. Pasi. Humana Press Inc. Totowa,
Nueva Jersey. Chapter 16: Hemophilia B mutational analysis. Por Peter Green). Brevemente, la amplificacion se llevé a
cabo utilizando pares de cebadores de intrones que flanquean cada uno de los ocho exones del gen FIX. La secuenciacién
se realizd con un secuenciador ABI PRISM 310 (Perkin Elmer, Foster City, CA) utilizando el kit ABI PRISM BigDye
Terminator para reacciones de secuenciacion de ciclos. Los datos de la secuencia se analizaron utilizando el programa
Sequencing Analysis 3.0 (Perkin Elmer, CA). La secuencia obtenida se comparé con la secuencia FIX informada en la
base de datos GenBank (nimero de acceso: K02402).

[0067] El analisis de la secuencia de nucleétidos del gen Proband FIX ha documentado una Unica mutacién en el exén
VIl del gen FIX en comparacién con la secuencia normal. Se descubrié que el paciente era portador de una mutacién de
G a T en la posicién 34099 del gen FIX (secuencia normal del gen FIX, nimero de acceso al banco de genes: K02402) (o
en la posicién correspondiente 31134 segln la numeracion indicada en la base de datos de mutaciones de la hemofilia B
(Giannelli et al., Hemophilia B: Database of point mutations and short additions and deletions. Nucleic Acids Research
1990;18:4053-9) capaz de cambiar el codén 338 de arginina a leucina. Por lo tanto, la molécula de FIX presente en el
plasma del Proband (FIX mutado) se diferencia de la molécula de FIX normal sélo por la presencia de una sustitucion de
aminoécidos en la posicién 338, donde hay leucina en lugar de arginina.

Ejemplo 4 - Mutagénesis in vitro, expresion y purificacion de FIX recombinante que contiene la mutacién Leu 338

[0068] La mutagénesis especifica del sitio se llevé a cabo segln técnicas estandar descritas por Kunkel (Kunkel TA.
Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection; Proc Natl Acad Sci, EE.UU. 1985, 82:488-492).
Se llev6 a cabo la secuenciacidén del ADNc para garantizar que la mutacién era correcta y que no se habian introducido
nuevas mutaciones. La expresién del FIX recombinante se obtuvo utilizando la "linea celular de rifidén embrionario humano
293"y los métodos ya descritos en la literatura (Chang JL, Jin JP, Lollar P, et al. Changing residue 338 in human factor
IX from arginine to alanine causes an increase in catalytic activity. J. Biol. Chem. 1998;273:12089-12094). El FIX
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recombinante se aisl6 del sobrenadante (medio de cultivo) mediante una columna de inmunoafinidad, como se describié
anteriormente. Brevemente, el sobrenadante del cultivo celular se recogié cada 24 horas durante 10 dias y se conservd a
-20°C. Para la purificacidn, se descongelé el sobrenadante y se afiadieron benzamidina y EDTA hasta una concentracién
final de 5 milimoles y 4 milimoles respectivamente. Después de la filtracién a través de un filtro Millipore, el sobrenadante
se incubd con resina Sepharose Q de flujo rapido durante 12 horas a 4°C. A continuacién, se volvié a equilibrar la resina
en Tris, NaCl y tampén de benzamidina y se cargé en la columna. La elucidn se realizé con un gradiente de calcio de 0-
60 nM. A continuacién, se dializ6 el eluato en un tampdn Tris-NaCl. A continuacién, se aplicé la preparacion a la columna
de inmunoafinidad siguiendo el método descrito en el ejemplo 2 (en la expresién "in vitro" de la proteina recombinante). A
partir del medio de cultivo se procedi6 igual que para el plasma, excepto por el procedimiento de precipitacién con BaCl.
El medio de cultivo se centrifugd a 4000 g durante 20 minutos, luego se sometié a didlisis en Tris-NaCl y se cargé en la
columna de inmunoafinidad a una velocidad de 0,5 ml/min. Los pasos restantes fueron los mismos que los realizados para
el plasma.

[0069] EIFIX con la mutacién del gen G34099T que da como resultado la sustitucién del aminoacido 338Leu, se obtuvo
mediante mutagénesis in vitro y técnicas de expresion. Se encontré que el nivel de expresién en cultivo celular era similar
al que se puede obtener con FIX (molécula normal) recombinante no mutado. Especificamente, el nivel de expresion del
FIX recombinante no mutado estaba entre 750 y 880 ng/ml, mientras que para el factor IX recombinante con la mutacién
genética G34099T que resulta en la sustituciéon del aminoacido 338Leu, el nivel estaba entre 590 y 629 ng/ml.

Ejemplo 5 Ensayo funcional de FIX

[0070] EIl ensayo funcional de FIX se llevé a cabo en el plasma de Proband con una prueba coagulométrica usando
Actina (Dade Behring, Marburg, Alemania) y plasma deficiente en FIX (Dade Behring, Marburg, Alemania). Brevemente,
para la prueba coagulométrica se utilizé una variante del tiempo de tromboplastina parcial (PTT) en un sistema que
contenia plasma deficiente en FIX. Después de afiadir el cloruro de calcio, se midié el tiempo de coagulaciéon en segundos.
Este tiempo de coagulaciéon se compard con los de una curva de calibracién obtenida mediante diluciones seriadas de
una combinacién de plasma normal como referencia que contenia FIX en una cantidad de 5 pg/ml (es decir, 100%), y el
porcentaje de FIX presente en la muestra se calcula sobre el 100% del pool de plasma normal (segin métodos
estandarizados comunes).

[0071] El rango de normalidad de la prueba se habia obtenido previamente analizando, con el mismo método, a 100
individuos sanos de ambos sexos, con edades comprendidas entre 20 y 70 afios.

[0072] Se encontrd que los niveles de actividad de FIX en Proband eran iguales al 776% (rango normal en 100 individuos
sanos, 80-120%).

Ejemplo 6 - Ensayo del antigeno FIX

[0073] EI antigeno FIX se determiné con la prueba ELISA usando un primer anticuerpo monoclonal anti-FIX (Affinity
Biologicals, Ontario, Canada) recubierto (unido) sobre la placa para la captura y un segundo anticuerpo monoclonal
marcado con peroxidasa de rédbano picante (HRP) (Affinity Biologicals, Canadd) para la deteccién de FIX. La curva de
referencia se construyd diluyendo una mezcla de plasma normal de 1:100 a 1:3200 en un tampén para las muestras,
segln procedimientos estandarizados. Brevemente, el primer anticuerpo se uni6é a la placa después de la dilucién en
tampdn de bicarbonato de sodio a pH bésico (pH = 9,0) a una concentracién final de 4 pg/ml. Después de un lavado
extenso de la placa contampén Tris-NaCl-Tween20, las muestras, diluidas 1:100 y 1:200 en el mismo tampén, se cargaron
en los pocillos y se incubaron a temperatura ambiente durante 2 horas. Después de retirar las muestras de los pocillos y
lavarlos exhaustivamente con el tampén, se afiadieron a cada uno de los pocillos 100 pL de una solucién que contenia el
segundo anticuerpo conjugado con HRP y se incubaron a temperatura ambiente durante dos horas. Después de mas
lavados, se afiadieron 100 gL de una solucién que contenia tetrametilbencidina (TMB) y se midié el color desarrollado
mediante un espectrofotémetro con un filtro de 450 nanémetros. El nivel de antigeno FIX se calculd usando la curva de
referencia y se expres6 como porcentaje del conjunto de plasma normal. El rango de normalidad de la prueba se obtuvo
previamente mediante el mismo método analizando a 100 individuos sanos de ambos sexos, con edades comprendidas
entre 20 y 70 afios.

[0074] Se encontré que los niveles de antigeno FIX eran iguales al 92% (rango normal 80-120%). Este resultado
(combinado con el obtenido en el ejemplo 5) fue compatible con la presencia de cantidades normales de un FIX circulante
sintetizado, pero siendo su funcién procoagulante alrededor de 8-9 veces mayor que la de la molécula de FIX normal.

Ejemplo 7 - Actividad y niveles de antigeno de FIX después de la reconstitucion de un plasma deficiente en FIX
con un FIX extraido del plasma del Proband y con FIX recombinante.

[0075] Después de aislar el FIX del plasma del Proband, este FIX se usé para reconstituir un plasma deficiente en FIX
(Dade-Behring, Milan, Italia) con una concentracion final de FIX de 5 pg/ml (igual al 100% de lo normal). Las mediciones
de actividad de FIX y antigeno en el plasma asi reconstituido fueron del 740% y del 95% respectivamente, siendo por
tanto comparables con las del plasma de Proband.
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[0076] Para ensayar la actividad del FIX recombinante obtenido de acuerdo con el ejemplo 4, se usé el mismo sistema
después de la recomposicién de un plasma deficiente en FIX con una cantidad de FIX recombinante mutado (rFIX 338Leu)
tal como para restaurar la concentraciéon normal de FIX en plasma humano normal, es decir, 5 pg/ml (correspondiente al
100% de lo normal) (Mg = microgramos). Las mediciones de actividad del factor IX recombinante y de antigenos fueron
del 780% y del 90% respectivamente, siendo por tanto comparables con las del plasma de Proband. Esto indica que la
proteina recombinante asi obtenida, que contiene la sustitucién de aminoéacidos también presente en el factor IX de
Proband, tiene una actividad biol6gica al menos 8-9 veces mayor que la del factor IX normal.

Ejemplo 8 - SDS-PAGE e inmunotransferencia de FIX

[0077] La SDS-PAGE y la inmunotransferencia (transferencia Western) de FIX se llevaron a cabo en un gel con
gradiente lineal del 5-15% segun procedimientos estandar. Brevemente, las muestras que contenian FIX normal o FIX
recombinante se cargaron en los pocillos del gel de poliacrilamida y se sometieron a electroforesis.

[0078] A continuacidn, el FIX se sometié a transtransferencia en una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
utilizando un aparato semiseco (Novablot, GE-Healthcare, Milan, ltalia). El FIX se detectd en la membrana de PVDF
después de la transtransferencia utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FIX conjugado con HRP (Affinity Biologicals,
Ontario, Canada). La Figura 1 muestra que el FIX aislado de Proband, el FIX recombinante 338Leu y el FIX normal exhiben
la misma movilidad electroforética y el mismo patrén de inmunotransferencia (en la Figura 1, 1 indica marcadores de peso
molecular, 2 indica FIX normal, 3 indica FIX modificado natural, 4 indica el FIX recombinante modificado).

[0079] Por lo tanto, no se encontraron diferencias significativas (ni cuantitativas ni cualitativas) entre el FIX humano
normal, el FIX humano mutante natural de 338 Leu y el FIX recombinante de 338 Leu utilizando esta técnica.

[0080] De lo descrito anteriormente, queda claro que la presencia de una leucina en una posicién correspondiente a la
posicién 338 aumenta sorprendentemente la actividad del polipéptido FIX casi ocho veces.

[0081] Esta es una mejora particular con respecto al estado de la técnica, ya que proporciona un polipéptido FIX
modificado que in vivo en el hombre no causa ningln efecto secundario aparte de un aumento de la actividad de
coagulacién.

Ejemplo 9 - Mutagénesis in vitro, expresion y purificacién del FIX recombinante que contiene la mutacién 338 Asp
(acido aspartico 338, 338D)

[0082] La mutagénesis especifica de sitio se llevé a cabo segun técnicas estdndar descritas por Kunkel (Kunkel TA.
Rapid and efficient site-specific mutagenesis without phenotypic selection; Proc Natl Acad Sci EE. UU. 1985, 82: 488-492)
insertando una guanina en lugar de citosina en la posicién 34098, y una alanina en lugar de guanina en la posicién 34099
y una timina en lugar de alanina en la posiciéon 34100 (la mutagénesis también se realiz6 repetido insertando una guanina
en lugar de citosina en la posicién 34098, una adenina en lugar de guanina en la posicién 34099 y una guanina en lugar
de adenina en la posicién 34100).

[0083] Se llevé a cabo la secuenciacion del ADNc para garantizar que la mutacién era correcta y que no se habian
introducido nuevas mutaciones. La expresién del FIX recombinante se obtuvo utilizando la "linea celular de rifién
embrionario humano 293" y los métodos ya descritos en la literatura (Chang JL, Jin JP, Lollar P, et al. Changing residue
338 in human factor IX from arginine to alanine causes an increase in catalytic activity. J. Biol. Chem. 1998;273:12089-
12094). El FIX recombinante se aisl6 del sobrenadante (medio de cultivo) mediante una columna de inmunoafinidad, como
se describié anteriormente. Brevemente, el sobrenadante del cultivo celular se recogié cada 24 horas durante 10 dias y
se conservé a -20°C. Para la purificacién, se descongel6 el sobrenadante y se afiadieron benzamidina y EDTA hasta una
concentracién final de 5 milimoles y 4 milimoles respectivamente. Después de la filtracidn a través de un filtro Millipore, el
sobrenadante se incub6 con resina Sepharose Q de flujo rapido durante 12 horas a 4°C. A continuacién, se volvi6 a
equilibrar la resina en Tris, NaCl y tampdn de benzamidina y se cargé en la columna. La elucién se realizé con un gradiente
de calcio de 0-60 nM. A continuacién, se dializé el eluato en un tampén Tris-NaCl. La preparacién se aplicé a la columna
de inmunoafinidad siguiendo el método descrito en el ejemplo 2 (en la expresién "in vitro" de la proteina recombinante). A
partir del medio de cultivo se procedi6 igual que para el plasma, excepto por el procedimiento de precipitacién con BaCl.
El medio de cultivo se centrifugé a 4000 g durante 20 minutos, luego se sometié a didlisis en Tris-NaCl y se cargé en la
columna de inmunoafinidad a una velocidad de 0,5 ml/min.

[0084] Los pasos restantes fueron los mismos que los dados para el plasma.

[0085] EIFIX con la sustitucién del aminoacido 338Asp se obtuvo mediante mutagénesis in vitro y técnicas de expresion.
Se encontré que el nivel de expresién en cultivo celular era similar al que se puede obtener con FIX (molécula normal)
recombinante no mutado. Especificamente, el nivel de expresién del FIX recombinante no mutado estaba entre 750 y 880
ng/ml mientras que para el factor IX recombinante con la sustitucién del aminoacido 338Asp, el nivel estaba entre 650 y
740 ng/ml.
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Ejemplo 10 - Actividad y niveles de antigeno de FIX después de la reconstitucién de un plasma deficiente en FIX
con FIX recombinante con mutacién 338Asp.

[0086] Para el ensayo de la actividad del FIX recombinante obtenido de acuerdo con el ejemplo 9, se usd el mismo
sistema después de la recomposiciéon de un plasma deficiente en FIX con una cantidad de FIX recombinante mutado (rFIX
338Asp) tal que restablezca la concentracién normal de FIX en plasma humano normal, es decir, 5 ug/ml (correspondiente
al 100% de lo normal) (ug = microgramos). Las mediciones de actividad y antigenos del factor IX recombinante fueron del
460 % y el 98 % respectivamente. Esto indica que la proteina recombinante asi obtenida (FIX 338 Asp), tiene una actividad
biol6égica al menos 5 veces mayor que la del factor IX normal.

Ejemplo 11 SDS-PAGE e inmunotransferencia de FIX

[0087] La SDS-PAGE y la inmunotransferencia (transferencia Western) de FIX se llevaron a cabo en un gel con
gradiente lineal del 5-15% segun procedimientos estandar. Brevemente, las muestras que contenian FIX normal o FIX
recombinante se cargaron en los pocillos del gel de poliacrilamida y se sometieron a electroforesis.

[0088] A continuacidn, el FIX se sometié a transtransferencia en una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
utilizando un aparato semiseco (Novablot, GE-Healthcare, Milan, ltalia).El FIX se detecté en la membrana de PVDF
después de la transtransferencia utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FIX conjugado con HRP (Affinity Biologicals,
Ontario, Canada).

[0089] EI FIX recombinante 338Asp y el FIX normal exhiben la misma movilidad electroforética y el mismo patrén de
inmunotransferencia. Por lo tanto, no se encontraron diferencias significativas (ni cuantitativas ni cualitativas) entre el FIX
humano normal y el FIX recombinante 338Asp utilizando esta técnica.

[0090] A partir de lo descrito anteriormente, estda claro que la presencia de un é&cido aspartico en una posicién
correspondiente a la posicién 338 aumenta sorprendentemente la actividad del polipéptido FIX casi ocho veces.

[0091] Esta es una mejora particular con respecto al estado de la técnica, ya que proporciona un polipéptido FIX
modificado que in vivo en el hombre no causa ningln efecto secundario aparte de un aumento de la actividad de
coagulacién.

Ejemplo 12 - Mutagénesis in vitro, expresion y purificaciéon de FIX recombinante que contiene la mutacién 338GIn
(338 Glutamina, 338Q)

[0092] La mutagénesis especifica de sitio se llevé a cabo segun técnicas estdndar descritas por Kunkel (Kunkel TA.
Rapid and efficient site-specific mutagenesis; Proc Natl Acad Sci EE. UU. 1985, 82: 488-492) insertando una adenina en
lugar de guanina en la posicion 34099 (la mutagénesis también se repitié insertando una adenina en lugar de guanina en
la posicién 34099, y una guanina en lugar de adenina en posicién 34100). Se llevé a cabo la secuenciacidén del ADNc para
garantizar que la mutacién era correcta y que no se habian introducido nuevas mutaciones. La expresién del FIX
recombinante se obtuvo utilizando la "linea celular de rifién embrionario humano 293" y los métodos ya descritos en la
literatura (Chang JL, Jin JP, Lollar P, et al. Changing residue 338 in human factor IX from arginine to alanine causes an
increase in catalytic activity. J. Biol. Chem. 1998;273:12089-12094). El FIX recombinante se aisl6 del sobrenadante (medio
de cultivo) mediante una columna de inmunoafinidad, como se describi6é anteriormente. Brevemente, el sobrenadante del
cultivo celular se recogié cada 24 horas durante 10 dias y se conservé a -20°C. Para la purificaciéon, se descongeld el
sobrenadante y se afiadieron benzamidina y EDTA hasta una concentraciéon final de 5 milimoles y 4 milimoles
respectivamente. Después de la filtracién a través de un filtro Millipore, el sobrenadante se incubé con resina Sepharose
Q de flujo rapido durante 12 horas a 4°C. A continuacién, se volvié a equilibrar la resina en Tris, NaCl y tampén de
benzamidina y se cargd en la columna. La elucién se realizé con un gradiente de calcio de 0-60 nM. A continuacién, se
dializd el eluato en un tampdn Tris-NaCl. A continuaciéon, se aplicd la preparacién a la columna de inmunoafinidad
siguiendo el método descrito en el ejemplo 2 (en la expresidn "in vitro" de la proteina recombinante). A partir del medio de
cultivo se procedi6 igual que para el plasma, excepto por el procedimiento de precipitacién con BaCl. El medio de cultivo
se centrifugé a 4000 g durante 20 minutos, luego se sometié a dialisis en Tris NaCl y se cargé en la columna de
inmunoafinidad a una velocidad de 0,5 ml/min. Los pasos restantes fueron los mismos que los realizados para el plasma.

[0093] EIFIX con la sustitucién del aminoécido 338GIn se obtuvo mediante mutagénesis in vitro y técnicas de expresion.
Se encontré que el nivel de expresién en cultivo celular era similar al que se puede obtener con FIX (molécula normal)
recombinante no mutado. Especificamente, el nivel de expresién del FIX recombinante no mutado estaba entre 750 y 880
ng/ml mientras que para el factor IX recombinante con la sustitucién del aminoacido 338GiIn, el nivel estaba entre 600 y
720 ng/ml.

Ejemplo 13 - Niveles de actividad y antigeno del FIX después de la reconstituciéon de un plasma deficiente en FIX
con FIX recombinante con mutacién 338GIn

[0094] Para el ensayo de la actividad del FIX recombinante obtenido segln el ejemplo 12, se utilizé el mismo sistema
después de la recomposicion de un plasma deficiente en FIX con una cantidad de FIX recombinante mutado (rFIX 338GIn)
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tal que restablezca la concentracién normal de FIX en plasma humano normal, es decir, 5 pg/ml (correspondiente al 100%
de lo normal) (Mg = microgramos). Las mediciones de actividad y antigenos del factor IX recombinante fueron del 1.360
% y del 99 % respectivamente. Esto indica que la proteina recombinante asi obtenida (FIX 338 GIn) tiene una actividad
biol6gica al menos 13 veces mayor que la del factor IX normal.

Ejemplo 14 - SDS-PAGE e inmunotransferencia de FIX

[0095] La SDS-PAGE y la inmunotransferencia (transferencia Western) de FIX se llevaron a cabo en un gel con
gradiente lineal del 5-15% segun procedimientos estandar. Brevemente, las muestras que contenian FIX normal o FIX
recombinante se cargaron en pocillos de gel de poliacrilamida y se sometieron a electroforesis.

[0096] A continuacidn, el FIX se sometié a transtransferencia en una membrana de fluoruro de polivinilideno (PVDF)
utilizando un aparato semiseco (Novablot, GE-Healthcare, Milan, ltalia). El FIX se detectd en la membrana de PVDF
después de la transtransferencia utilizando un anticuerpo monoclonal anti-FIX conjugado con HRP (Affinity Biologicals,
Ontario, Canada).

[0097] EI FIX recombinante 338GIn y el FIX normal exhibieron la misma movilidad electroforética y el mismo patrén de
inmunotransferencia. Por lo tanto, no se encontraron diferencias significativas (ni cuantitativas ni cualitativas) entre el FIX
humano normal y el FIX recombinante 338GIn utilizando esta técnica.

[0098] De lo descrito anteriormente, queda claro que la presencia de una glutamina en una posicidén correspondiente a
la posicién 338 aumenta sorprendentemente la actividad del polipéptido FIX casi trece veces.

[0099] Esta es una mejora particular con respecto al estado de la técnica, ya que proporciona un polipéptido FIX
modificado que in vivo en humanos no causa ninguln efecto secundario aparte de una mayor actividad de coagulacién.

[0100] Por lo tanto, se proporciona evidencia de que:

1) se ha descubierto un mutante de FIX de origen natural (arginina 338 leucina) con una actividad funcional 8-9
veces mayor en comparacion con el FIX de tipo salvaje;

2) polipéptidos FIX modificados recombinantes (no conocidos antes) con 5 veces (FIX arginina 338 acido aspartico),
8 a 9 veces (FIX arginina 338 leucina), 13 veces (FIX arginina 338 glutamina) la actividad funcional aumentada
(procoagulante), respectivamente, en comparacidén con FIX de tipo salvaje, se puede generar.

[0101] El uso de estos mutantes, que muestran una actividad funcional especifica de 5 veces o0 mas, y en particular de
8 a 9 veces en comparacién con FIX de tipo salvaje, para uso médico y en particular para la profilaxis y el tratamiento de
pacientes con hemofilia B; dicho uso de estos mutantes nunca se habia considerado antes. Nunca antes se habia
considerado el uso de estos mutantes, que muestran una actividad funcional especifica de 5 veces o mas, y en particular
de 8 a 9 veces en comparacion con el FIX de tipo salvaje, para la terapia génica de pacientes con hemofilia B.

[0102] El uso de estos mutantes, que muestran una actividad funcional especifica de 5 veces o0 mas, y en particular de
8 a 9 veces en comparacién con el FIX de tipo salvaje, para la profilaxis y el tratamiento de coagulopatias hemorragicas
distintas de la hemofilia B o para la terapia génica de tales enfermedades nunca antes habia sido considerado.

[0103] Cabe sefialar que se considera el uso de estos mutantes, que muestran una actividad funcional especifica de 5
veces 0 mas, y en particular de FIX arginina 338 leucina, que muestra una actividad funcional de 8 a 9 veces mayor en
comparacién con el FIX de tipo salvaje. Optimo para el tratamiento de pacientes con hemofilia B debido a la presencia de
un mutante natural idéntico en humanos (nunca descrito antes) que no genera anticuerpos neutralizantes. Ademés, los
niveles de actividad funcional de FIX expresados por FIX arginina 338 leucina, es posiblemente la mejor opcién al ser
superiores a los de FIX arginina 338 alanina (anteriormente conocido y descrito en el documento WO 99/03496, con un
modesto aumento de actividad de 2 a 3 veces mayor que el del FIX de tipo salvaje) y no demasiado alto como para causar
complicaciones trombéticas en pacientes con hemofilia B o pacientes con otras coagulopatias hemorragicas.

[0104] FIX arginina 338 leucina, es también la mejor opcién para el uso de mutantes FIX en terapia génica mediante el
uso de vectores virales, dada la eficiencia y rendimiento real del método para el tratamiento (correccién parcial) de la
Hemofilia B.
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REIVINDICACIONES

1. Un vector viral para uso en un tratamiento de terapia génica de hemofilia B grave y/o moderada en un paciente humano,
en el que el vector viral comprende un acido nucleico que codifica un polipéptido FIX modificado, que tiene al menos la
siguiente secuencia

O RN B

DI W
AR AN

donde X representa A.

2. El vector viral para uso segun la reivindicacién 1, en el que dicho acido nucleico codifica un polipéptido FIX modificado
que tiene la siguiente secuencia:

donde X representa A.
3. El vector viral para uso segun la reivindicacién 1 o 2, en el que el vector viral es un virus adenoasociado.

4. El vector viral para uso segun cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en el que el polipéptido FIX modificado muestra
una actividad funcional 8-9 veces mayor en comparacién con el FIX de tipo salvaje.

14



	Page 1 - ABSTRACT/BIBLIOGRAPHY
	Page 2 - DESCRIPTION
	Page 3 - DESCRIPTION
	Page 4 - DESCRIPTION
	Page 5 - DESCRIPTION
	Page 6 - DESCRIPTION
	Page 7 - DESCRIPTION
	Page 8 - DESCRIPTION
	Page 9 - DESCRIPTION
	Page 10 - DESCRIPTION
	Page 11 - DESCRIPTION
	Page 12 - DESCRIPTION
	Page 13 - DESCRIPTION
	Page 14 - CLAIMS

