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DESCRIPCION
Método para producir trombomodulina soluble de gran pureza
Campo técnico

La presente invencion se refiere a un método para producir una trombomodulina soluble de gran pureza que no
contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble que puede ser generado en
condiciones acidas.

Técnica anterior

Se sabe que la trombomodulina actia como una sustancia que se une especificamente a la trombina de modo que
inhiba su actividad de coagulaciéon de la sangre y, al mismo tiempo, actie para promover significativamente la
capacidad de la trombina para activar la proteina C. También se sabe que la trombomodulina tiene una fuerte accién
inhibidora de la coagulacién de la sangre. También se sabe que la trombomodulina prolonga el tiempo de
coagulacion por trombina, o que suprime la agregacion plaquetaria debida a la trombina. La proteina C es una
proteina dependiente de la vitamina K que desempefia un papel importante en un sistema fibrinolitico de coagulacion
de la sangre. La proteina C es activada por la accién de la trombina, de manera que se convierta en proteina C
activada. Se sabe que la proteina C activada inactiva in vivo un factor V de coagulacion de la sangre activado y un
factor VIl de coagulacién de la sangre activado, y que esta implicada en la generacion de un activador de
plasmindgeno que tiene accion trombolitica (Documento que no es patente 1). Por consiguiente, se considera que la
trombomodulina promueve la activacion de la proteina C por la trombina y por tanto que es util como un
anticoagulante o un agente trombolitico. También, estd documentado en un experimento con animales, que la
trombomodulina es eficaz para la terapia o prevencion de enfermedades asociadas a la aceleracion de la
coagulacion (Documento que no es patente 2).

Convencionalmente, la trombomodulina se descubrié y obtuvo como una glicoproteina que se expresa en las células
endoteliales vasculares de varias especies animales, incluyendo seres humanos como ejemplos tipicos, y después
se clond con éxito. Es decir, un gen precursor de la trombomodulina humana que contiene un péptido de sefal se
cloné por ingenieria genética a partir de una genoteca de cDNA de pulmén humano, y se analizaron todas las
secuencias del gen de la trombomodulina. Como resultado, se clarificé una secuencia de aminoacidos que consistia
en 575 residuos que contenian un péptido de sefial (en general, se ilustraron 18 residuos de aminoacidos)
(Documento de patente 1). Se sabe que una trombomodulina madura, a partir de la cual se escinde el péptido de
sefial, esta compuesta de 5 regiones, a saber, una region N-terminal (aminoacidos 1-226: esta es la posicion
determinada cuando se supone que el péptido de sefial consta de 18 residuos de aminoacidos, y lo mismo puede
decirse de ofras regiones), una region que tiene seis estructuras similares al EGF (factor de crecimiento epidérmico)
(aminoacidos 227-462), una region de glicosilacion unida por O (aminoacidos 463-498), una region transmembranica
(aminoacidos 499 a 521) y una region intracitoplasmica (aminoacidos 522-557), desde el lado N-terminal del péptido
maduro. También se sabe que, entre las seis estructuras similares al EGF, las porciones 42, 52 y 62 de estructuras
similares al EGF procedentes del lado N-terminal (es decir, unidades minimas de actividad) tienen principalmente la
misma actividad que la trombomodulina de longitud completa (Documento que no es patente 3).

Salvo que esté presente un tensioactivo, la trombomodulina de longitud completa se disuelve dificilmente. Por lo
tanto, es necesaria la adicion de un tensioactivo para obtener una preparacion de trombomodulina. Por el contrario,
también existe una trombomodulina soluble que se puede disolver completamente, incluso en ausencia de un
tensioactivo. La trombomodulina soluble se puede preparar eliminando al menos una parte de la region
transmembranica o la regién transmembranica completa. Por ejemplo, se ha confirmado que se puede obtener una
trombomodulina soluble que conste sélo de 3 regiones, a saber, una region N-terminal, una regiéon que tiene seis
estructuras similares al EGF y una regién de glicosilacion unida por O (es decir, una trombomodulina soluble que
tiene un secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos 19 a 516 de la SEQ ID NO: 1), aplicando
técnicas de recombinacién, y que esta trombomodulina soluble recombinante tiene la misma actividad que una
trombomodulina natural (Documento de patente 1). Ademas, hay algunos otros documentos que se refieren a
trombomodulinas solubles (Documentos de patentes 2 a 9). También, se han ilustrado como trombomodulinas
naturales una trombomodulina soluble derivada de orina humana y similares (Documentos de patentes 10y 11).

Como se reconoce en muchos casos, como resultado de mutaciones espontaneas o mutaciones que ocurren
cuando se obtienen trombomodulinas, se han encontrado mutaciones polimérficas incluso en genes humanos.
Actualmente, se han identificado genes de trombomodulina en los que el aminoacido en la posicion 473 de un
precursor de trombomodulina humana, que tiene la secuencia de aminoacidos antes mencionada que consiste en
575 residuos de aminoacidos, se convierte en Val o Ala. En una secuencia de nucledtidos que codifica este
aminoacido, el nucledtido en la posicion 1418 se convierte en T o C (Documento que no es de patente 4). Sin
embargo, las dos trombomodulinas son completamente idénticas en cuanto a su actividad y propiedades fisicas. Por
lo tanto, se puede considerar que son sustancialmente idénticas.

Esta documentado que la trombomodulina tiene efectos sobre la terapia de la coagulacion intravascular diseminada
(CID) (Documento que no es patente 5). Ademas de los usos previstos antes mencionados, se prevé que la
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trombomodulina se usara en la terapia y prevencion de diversas enfermedades, tales como sindrome coronario
agudo (SCA), trombosis, obstruccion vascular periférica, arteriosclerosis obliterante, vasculitis, trastorno funcional
que ocurre después de cirugia cardiaca, complicacion provocada por trasplante de érganos, angina de pecho,
ataque isquémico transitorio, toxemia del embarazo, diabetes, EVO hepatica (enfermedad veno-oclusiva hepatica,
por ejemplo, hepatitis fulminante, enfermedad veno-oclusiva del higado que ocurre después de trasplante de médula
6sea), trombosis venosa profunda (TVP) y sindrome de dificultad respiratoria del adulto (SDRA).

Como productos desnaturalizados de la trombomodulina, se conocen un agregado generado en un proceso de
liofilizacidon y un agregado generado durante la conservacion a largo plazo en estado liofilizado (Documentos de
patentes 12 a 16).

Los métodos conocidos para producir trombomodulina soluble a nivel industrial para uso en productos farmacéuticos
incluyen: un método que utiliza cromatografia de afinidad en la que un anticuerpo que reacciona con la
trombomodulina se mantiene en una etapa de purificacion; un método para producir trombomodulina soluble de gran
pureza que no contiene sustancialmente ni productos derivados de suero ni productos derivados de anticuerpos, que
se caracteriza por que la trombomodulina soluble se obtiene como una fraccién de paso en una etapa que permite
que la trombomodulina soluble obtenida por cromatografia de afinidad se ponga en contacto con un intercambiador
catiénico en condiciones que consisten en una conductividad especifica de 25 a 34 mS/cm y pH de 3 a 4
(Documento de patente 17); y un método para purificar trombomodulina, que se caracteriza porque comprende
purificar en primer lugar una muestra que contiene trombomodulina de orina humana por cromatografia de afinidad
de trombina fijada y a continuacion purificar la muestra por cromatografia de adsorcion utilizando hidroxiapatita como
adsorbente (Documento de patente 18).

Documento de patente 1: Publicacion de patente japonesa (Kokai
Documento de patente 2: Publicacién de patente japonesa (Kokai
Documento de patente 3: Publicacion de patente japonesa (Kokai
Documento de patente 4: Publicacion de patente japonesa (Kokai
Documento de patente 5: Publicacion de patente japonesa (Kokai
Documento de patente 6: Publicacion de patente japonesa (Kokai
Documento de patente 7: W0O92/00325

Documento de patente 8: W092/03149

Documento de patente 9: WO93/15755

Documento de patente 10: Publicacion de patente japonesa (Kokai) N° 3-86900 A (1991)

Documento de patente 11: Publicacion de patente japonesa (Kokai) N° 3-218399 A (1991)

Documento de patente 12: Publicacion de patente japonesa (Kokai) N° 6-321085 A (1994)

Documento de patente 13: Patente japonesa N° 3007785

Documento de patente 14: Publicacion de patente japonesa (Kokai) N° 11-171790 A (1999)

Documento de patente 15: W0O95/16460

Documento de patente 16: Patente japonesa N° 3822383

Documento de patente 17: Publicacion de patente japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999)

Documento de patente 18: Patente japonesa N° 3745805

Documento que no es patente 1: Koji Suzuki, Igaku no Ayumi (Progression of Medicines), Vol. 125, p. 901 (1983)
Documento que no es patente 2: K. Gomi et al., Blood 75, 1396-1399 (1990)

Documento que no es patente 3: M. Zushi et al., J. Biol. Chem., 246, 10351-10353 (1989)

Documento que no es patente 4: D. Z. Wen et al., Biochemistry, 26, 4350-4357 (1987)

Documento que no es patente 5: S. M. Bates et al., Br. J. of Pharmacol., 144, 1017-1028 (2005)

N° 64-6219 A (1989)

N° 2-255699 A (1990)
N° 3-133380 A (1991)
N° 3-259084 A (1991)
N° 4-210700 A (1992)
N° 5-213998 A (1993)

PR N> e Nas e

Descripcion de la invenciéon
Objeto que ha de ser resuelto por la invencion

Un objeto de la presente invencién es proporcionar un método para producir trombomodulina que no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble con alta productividad.

Medios para resolver el objeto

En un proceso para producir trombomodulina soluble a nivel industrial o en un método para producir trombomodulina
soluble que comprende una etapa de inactivacion de virus en condiciones acidas, el autor de la presente invencion
ha encontrado un nuevo objeto que consiste en que se genera un producto desnaturalizado de trombomodulina
soluble cuando la trombomodulina soluble se deja en condiciones acidas y que debe eliminarse eficazmente el
producto desnaturalizado de trombomodulina soluble. Con el fin de eliminar el producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble, el autor de la presente invencion ha estudiado el uso de cromatografia de filtracion en gel
(CFG), cromatografia de exclusiéon por tamafios (CET) y similares. Sin embargo, el autor de la presente invencién ha
encontrado que la cromatografia de filtracion en gel (CFG) o la cromatografia de exclusion por tamarios (CET) tiene
pequefia capacidad de procesamiento y por tanto que debe aumentarse su volumen de columna (volumen de
columna comun: 5% o menos) o se necesitan multiples ciclos. Ademas, como un método para aumentar la eficacia,
se considera un aumento de la velocidad lineal de la cromatografia. Sin embargo, no es adecuado dicho aumento de
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la velocidad lineal debido a que disminuye la capacidad de separacion. Ademas, como otro método, también se
considera un aumento de la concentracion de la proteina procesada. Sin embargo, este método es problematico
debido a la adicién de una etapa de concentracién para aumentar la concentracion de la proteina, una disminucion
de la capacidad de separacidon causada por la alta viscosidad debido a una alta concentracién de proteina, y
similares.

Por tanto, con el fin de producir trombomodulina soluble a nivel industrial para conseguir el objeto antes mencionado
de la presente invencion, el autor de la presente invencion ha considerado que es importante separar un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble por un método que implique alta productividad, por el cual se consiga
el objeto antes mencionado. Con el fin de lograr el nuevo objeto antes mencionado, el autor de la presente invencion
ha realizado estudios intensivos con relaciéon a diversas condiciones utilizando diversos soportes cromatograficos.
Como resultado, el autor de la presente invencion ha tenido éxito encontrando un método para separar eficaz y
establemente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble utilizando un intercambiador aniénico o
hidroxiapatita como soporte y determinando las condiciones adecuadas para cada uno de los soportes.

Especificamente, la presente invencion incluye las siguientes caracteristicas.

[A1] Un método para producir trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado
de la trombomodulina soluble que puede ser generado a partir de la trombomodulina soluble en condiciones acidas,
que comprende:

(0) una etapa en la que se deja la trombomodulina soluble en condiciones acidas de pH 5 o menor; (1) una etapa en
la que se hace pasar un material que contiene trombomodulina soluble que a su vez contiene o se sospecha que
contiene un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, que se obtiene en la etapa (0) anterior, a través
de un intercambiador anidnico o hidroxiapatita; y (2) una etapa en la que se obtiene una fraccion que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble
en condiciones de separacién, en las que la trombomodulina soluble se puede separar de un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[A2-1] El método de producciéon de acuerdo con [A1] anterior, en el que la etapa en la que se hace pasar el material
que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico o hidroxiapatita es una etapa en la que
se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico.

[A2-2] El método de produccion de acuerdo con [A1] anterior, en el que la etapa en la que se hace pasar el material
que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico o hidroxiapatita es una etapa en la que
se hace pasar el material que contiene la trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita.

[A3] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1], [A2-1] y [A2-2] anteriores, en el que el
contenido de la trombomodulina soluble es 80% o mas, respecto a las proteinas totales en el material que contiene
trombomodulina soluble.

[A3-2] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3] anteriores, en el que el contenido de la
trombomodulina soluble es 90% o mas, respecto a las proteinas totales en el material que contiene trombomodulina
soluble.

[A3-3] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3] anteriores, en el que el contenido de la
trombomodulina soluble es 95% o mas, respecto a las proteinas totales en el material que contiene trombomodulina
soluble.

[A3-4] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3] anteriores, en el que el contenido de la
trombomodulina soluble es 99% o mas, respecto a las proteinas totales en el material que contiene trombomodulina
soluble.

[A4] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (2) es
una etapa en la que se realiza una elucién en gradiente lineal, una elucién en gradiente escalonado o una elucion en
gradiente en la que se combina la elucion en gradiente lineal con la elucion en gradiente escalonado, de modo que
se obtenga una fraccion de elucién que contenga trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

Ha de observarse que, en el caso en el que los parrafos citados se indican como un intervalo (por ejemplo, [A1] a
[A3-4] como se ha descrito anteriormente) y esta incluido en el intervalo un parrafo que tiene un sub-numero, tal
como [A3-2], se entiende que también se cita el parrafo que tiene un sub-ndmero, tal como [A3-2]. Esta regla se
aplica también a las siguientes descripciones.

[A5] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (2) es
una etapa en la que se obtiene una fraccion de paso, en la que se obtiene una fracciébn que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble.
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[A6] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (2) es
una etapa en la que se realiza una elucidn isocratica para obtener una fraccion de elucién que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble.

[A7] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador
anionico utilizando una solucion tampén de pH 4 a 9; y la etapa (2) es una etapa en la que se realiza una elucion en
gradiente lineal, una elucién en gradiente escalonado o una elucién en gradiente en la que se combina la elucion en
gradiente lineal con la elucidon en gradiente escalonado, utilizando una solucién tampén de pH 5 a 9 que tiene una
concentracion de sal de 0 a 1 M, de modo que se obtenga una fraccion de elucion que contiene trombomodulina
soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[A8] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador
anionico utilizando una solucién tampon de pH 5 a 8 que tiene una concentracion de sal de 0,1 a 0,2 M; y la etapa
(2) es una etapa en la que se obtiene una fraccion de paso usando una solucién tampoén de pH 5 a 8 que tiene una
concentracion de sal de 0,1 a 0,2 M, de modo que se obtiene una fraccién que contiene trombomodulina soluble que
no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[A9] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita
usando una solucion tampén de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 8 mM o menor; y la etapa (2) es
una etapa en la que se realiza una elucion en gradiente lineal, una elucion en gradiente escalonado o una elucion en
gradiente en la que se combina la elucion en gradiente lineal con la elucion en gradiente escalonado, utilizando una
soluciéon tampoén de pH 6 a 9 que tiene una concentraciéon de fosfato de 0 a 0,5 M, de modo que se obtiene una
fraccion de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto
desnaturalizado de trombomodulina soluble.

[A10] El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A3-4] anteriores, en el que la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita
usando una solucién tampon de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 5 a 20 mM o menor; y la etapa
(2) es una etapa en la que se obtiene una fraccidon de paso usando una solucién tampoén de pH 6 a 9 que tiene una
concentracion de fosfato de 5 a 20 mM, de modo que se obtiene una fraccidon que contiene trombomodulina soluble
que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[A11] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A10] anteriores, que no comprende una
etapa en la que se ajusta el pH de una fraccién de elucion que contiene trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble a pH 4 o menor, después que se ha
obtenido la fraccion de elucion.

[A12] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A11] anteriores, que es un método de
produccion que comprende una etapa de concentracion y/o una etapa de desalacion, en la que el pH de una fraccion
de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble no se ajusta a pH 4 o menor después de que se ha obtenido la fraccion de elucién, en el
que el método de produccioén se utiliza para convertir la trombomodulina soluble en un material farmacéutico.

En el método de la invencién, el contenido de un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble
es 3% o menos.

[A13] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A12] anteriores, en el que la
trombomodulina soluble es trombomodulina obtenida a partir de células transformantes preparadas por transfeccion
de células hospedantes con DNA que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9 u 11.

También se describe en la presente memoria un método que contiene las siguientes caracteristicas.

[A15] Un método para purificar trombomodulina soluble, de tal modo que la trombomodulina soluble no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble que se puede generar a partir de la
trombomodulina soluble en condiciones acidas, que comprende: (1) una etapa en la que se hace pasar un material
que contiene trombomodulina soluble que a su vez contiene o se sospecha que contiene un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble a través de un intercambiador anionico o hidroxiapatita, y (2) una
etapa en la que se obtiene una fraccion que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en condiciones de separacioén, en las que puede separarse
trombomodulina soluble de un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble; o el método de purificacion,
en el que, en la etapa en la que se hace pasar un material que contiene trombomodulina soluble a través de un
intercambiador anidénico o hidroxiapatita, se prepara una soluciéon tampoén del material que contiene trombomodulina
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soluble y se obtiene como fraccion de paso la trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[A15-2] El método de purificacion de acuerdo con [A15] anterior, que tiene el rasgo caracteristico de acuerdo con
una cualquiera de [A1] a [A14] anteriores.

[A16] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [A1] a [A15] anteriores, en el que el contenido de
un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble en la trombomodulina que no contiene sustancialmente el
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble es 3,0% o menos.

También se describen en la presente memoria métodos que contienen las siguientes caracteristicas.

[B1] Un método para producir trombomodulina que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble a partir de un material que contiene trombomodulina soluble que a su vez contiene o se
sospecha que contiene un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble que se puede generar a partir de
la trombomodulina soluble en condiciones acidas, que comprende: (1) una etapa en la que se hace pasar el material
que contiene trombomodulina a través de un intercambiador aniénico o hidroxiapatita, y (2) una etapa en la que se
obtiene una fraccion de eluciéon que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble en condiciones de separacion, en las que se puede separar la
trombomodulina soluble a partir del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[B2] Un método para producir trombomodulina que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble a partir de un material que contiene trombomodulina soluble que a su vez contiene o se
sospecha que contiene un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble que se puede generar a partir de
la trombomodulina soluble en condiciones acidas, que comprende un etapa en la que se hace pasar un material que
contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico o hidroxiapatita, en la que se prepara una
solucion tampdn del material que contiene trombomodulina soluble y se obtiene como una fraccién de paso la
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble.

[B3] El método de produccion de acuerdo con [B1] anterior, en el que la etapa (1) es una etapa en la que se hace
pasar un material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico, usando una solucién
tampodn de pH 4 a 9, y la etapa (2) es una etapa en la que se realiza una elucioén en gradiente lineal, una elucién en
gradiente escalonado o una elucién en gradiente en la que se combina la elucién en gradiente lineal con la eluciéon
en gradiente escalonado, utilizando una solucion tampoén de pH 5 a 9 que tiene una concentracion de sal de 0 a 1 M,
de modo que se obtiene una fraccion de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, después que ha sido confirmada
previamente la posicién de la fraccién de eluciéon o mientras se confirma la presencia de la fraccién de elucion.

[B4] El método de produccion de acuerdo con [B1] anterior, en el que la etapa (1) es una etapa en la que se hace
pasar un material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico, usando una solucién
tampodn de pH 4 a 5, y la etapa (2) es una etapa en la que se realiza una elucion en gradiente lineal, una elucion en
gradiente escalonado o una elucién en gradiente en la que se combina la elucién en gradiente lineal con la eluciéon
en gradiente escalonado, utilizando una solucion tampoén de pH 5 a 9 que tiene una concentracion de sal de 0 a 1 M,
de modo que se obtiene una fraccion de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, después que ha sido confirmada
previamente la posicién de la fraccién de elucidon o mientras se confirma la presencia de la fraccién de elucion.

[B5] El método de producciéon de acuerdo con [B2] anterior, en el que se usa una soluciéon tampén de pH 5 a 8 que
tiene una concentracion de sal de 0,1 a 0,2 M y un material que contiene trombomodulina soluble se hace pasar a
través de un intercambiador aniénico para obtener trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente como
fraccion de paso un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[B6] El método de produccion de acuerdo con [B1] anterior, en el que la etapa (1) es una etapa en la que se hace
pasar un material que contiene trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita, usando una solucién tampén de
pH 6 a 9 que tiene una concentracién de fosfato de 8 mM o menor, y la etapa (2) es una etapa en la que se realiza
una elucién en gradiente lineal, una elucién en gradiente escalonado o una elucién en gradiente en la que se
combina la elucién en gradiente lineal con la elucidn en gradiente escalonado, utilizando una solucion tampo6n de pH
6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 0 a 0,5 M, de modo que se obtiene una fraccion de eluciéon que
contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble, después que se ha confirmado previamente la fraccién de elucién o mientras se confirma la
presencia de la fraccion de eluciéon

[B7] EI método de produccion de acuerdo con [B1] anterior, en el que la etapa (1) es una etapa en la que se hace
pasar un material que contiene trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita, usando una solucién tampén de
pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 1 a 4 mM, y la etapa (2) es una etapa en la que se realiza una
elucion en gradiente lineal, una elucion en gradiente escalonado o una elucion en gradiente que combina la elucion
en gradiente lineal con la elucién en gradiente escalonado, utilizando una solucién tampén de pH 6 a 9 que tiene una
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concentracion de fosfato de 1 a 40 mM, de modo que se obtiene una fraccion de elucién que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble, después que se ha confirmado previamente la fraccién de elucién o mientras se confirma la presencia de la
fraccion de elucion.

[B8] El método de produccion de acuerdo con [B2] anterior, en el que se usa una solucién tampoén de pH 6 a 9 que
tiene una concentracion de fosfato de 5 a 20 mM y un material que contiene trombomodulina soluble se hace pasar a
través de hidroxiapatita para obtener trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente como fraccién de
paso un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble.

[B9] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [B1] a [B8] anteriores, en donde, después que se ha
obtenido una fraccion de eluciéon que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble, el pH de la fraccion de elucién no se ajusta a pH 4 o menor.

[B10] EI método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [B1] a [B8] anteriores, en donde, después que se
ha obtenido una fracciéon de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, se realiza una etapa de concentracién o una etapa de
desalacion sin ajustar el pH de la fraccion de elucién a pH 4 o menor, de modo que se convierte la trombomodulina
soluble en un material farmacéutico.

[B11] EI método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [B1] a [B10] anteriores, en el que el contenido de
un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos.

[B12] EI método de producciéon de acuerdo con una cualquiera de [B1] a [B11] anteriores, en el que el contenido de
un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 1% o menos.

[B13] El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de [B1] a [B12] anteriores, en el que la
trombomodulina soluble es un péptido obtenido a partir de células transformantes preparadas por transfeccion de
células hospedantes con DNA que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9 u 11.

Efecto de la invencion

El método de produccion de la presente invencién no requiere una etapa de concentracién para aumentar la
concentracion de una proteina procesada. Asi, el uso del método de produccién de la presente invencién permite la
separacion de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble de la trombomodulina soluble, con alta
productividad, independientemente de la limitacion por un volumen procesado. Como resultado, se puede obtener
una trombomodulina soluble de gran pureza que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble.

Mejor modo de realizar la invencion

Se sabe que la trombomodulina usada en la presente invencion tiene la accion de: (1) unirse selectivamente a la
trombina y (2) promover la activacion de la proteina C realizada por la trombina. Ademas, es preferible que la
presente trombomodulina tenga generalmente (3) la accion de prolongar el tiempo de coagulacion por trombina y/o
(4) la accion de suprimir la agregacion plaquetaria causada por la trombina. Dicha accion de la trombomodulina
puede denominarse actividad de trombomodulina.

En cuanto a actividad de trombomodulina, la trombomodulina tiene preferiblemente las acciones (1) y (2) anteriores,
y mas preferiblemente, todas las acciones (1) a (4) anteriores.

En cuanto a la accién de promover la activacion de la proteina C realizada por la trombina, el nivel de actividad de la
accion de promover la activacion de la proteina C o la presencia o ausencia de dicha accién se puede confirmar
facilmente aplicando los métodos de ensayo descritos claramente en diversos tipos de publicaciones conocidas, que
incluyen la Publicacién de Patente Japonesa (Kokai) N° 64-6219 A (1989). Por ofra parte, también se puede
confirmar de la misma manera anterior la accién de prolongar el tiempo de coagulacion realizada por la trombina o la
accion de suprimir la agregacion plaquetaria realizada por la trombina.

Un ejemplo de la trombomodulina soluble descrito en la presente invencion es trombomodulina soluble que es
soluble en agua en ausencia de un tensioactivo. Como ejemplo preferido de la solubilidad de dicha trombomodulina
soluble es una solubilidad de 1 mg/mL o mayor, o 10 mg/mL o mayor, en agua, por ejemplo, en agua destilada
usada para preparaciones inyectables (en general, alrededor de un intervalo neutro en ausencia de un tensioactivo,
tal como Triton X-100 o Polidocanol). Dicha solubilidad es preferiblemente 15 mg/mL o mayor, o 17 mg/mL o mayor;
mas preferiblemente 20 mg/mL o mayor, 25 mg/mL o mayor o 30 mg/ml o mayor; y particular y preferiblemente 60
mg/mL o mayor. En algunos casos, dicha solubilidad puede ser 80 mg/mL o mayor o 100 mg/mL o mayor. Con el fin
de determinar si estaba o no disuelta la trombomodulina soluble, después que se haya disuelto la trombomodulina
soluble, se observa la soluciéon a simple vista, por ejemplo, directamente bajo una fuente de luz blanca, en una
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posicion de brillo de aproximadamente 1.000 lux. Cuando la solucién es transparente y no contiene sustancias
insolubles que se vean claramente, se puede entender como un indicador claro de disolucién de la trombomodulina
soluble. Ademas, también es posible filtrar la solucion y confirmar la presencia o ausencia de un residuo.

La trombomodulina utilizada en la presente invencion comprende preferiblemente una secuencia de aminoacidos
que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID
NO: 1, que se conoce como la porcién central de la actividad de trombomodulina de la trombomodulina humana. La
secuencia de aminoacidos de la presente trombomodulina no esta limitada particularmente, siempre que comprenda
una secuencia de aminoacidos que consista en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1. La secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las
posiciones 19 a 132 de la secuencia de aminoacidos descrita anteriormente mostrada en SEQ ID NO: 1 puede ser
natural o mutada artificialmente, siempre que tenga accién para promover la activacion de la proteina C realizada por
la trombina, a saber, actividad de trombomodulina. Es decir, la secuencia de aminoacidos que consiste en los
aminoacidos en las posiciones 19 a 132 puede comprender una sustitucién, deleciéon o adiciéon de uno o multiples
aminoacidos con relacién a la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1. El nivel aceptable de mutacién
no esta limitado particularmente, siempre que la secuencia de aminoacidos antes mencionada tenga actividad de
trombomodulina. La secuencia de aminoacidos mutada que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132
de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 muestra una homologia de, por ejemplo, 50% o mas,
preferiblemente 70% o mas, mas preferiblemente 80% o mas, mas preferiblemente 90% o mas, particular y
preferiblemente 95% o mas y lo mas preferiblemente 98% o mas, con la secuencia de aminoacidos original. Dicha
secuencia de aminoacidos se denomina una secuencia homdloga obtenida por mutacion. Como se describe mas
adelante, dicha secuencia de aminoacidos mutada se puede producir faciimente por una técnica de ingenieria
genética usual.

En la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3, Val, que es el aminoacido en la posicién 125 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1, ha sido sustituido por Ala. La trombomodulina usada en la
presente invencion también incluye preferiblemente una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos
en las posiciones 19 a 132 de la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 3.

Asi, el tipo de trombomodulina usado en la presente invencién no esta limitado particularmente, siempre que tenga,
al menos, una secuencia de aminoacidos que consista en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 o 3, o una secuencia homologa obtenida por mutacion de la
secuencia antes mencionada, y que comprenda al menos una secuencia peptidica que tenga actividad de
trombomodulina. Los ejemplos preferidos de la presente trombomodulina incluyen un péptido que consiste en una
secuencia de los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 o en las posiciones 17 a 132 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 o 3, y un péptido que consiste en una secuencia homéloga obtenida por
mutacioén de la secuencia antes mencionada y que tiene al menos actividad de trombomodulina. Es mas preferido un
péptido que consiste en una secuencia de los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 1 o 3. Ademas, en otra realizacién mas preferida, también se puede aplicar
un péptido que consiste en una secuencia homéloga obtenida por mutacion de la secuencia de los aminoacidos en
las posiciones 19 a 132 o en las posiciones 17 a 132 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1
o 3 y que tiene al menos actividad de trombomodulina.

En otra realizacion, la trombomodulina usada en la presente invencién comprende preferiblemente una secuencia de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 5. El tipo de la presente trombomodulina en esta realizacion no esta limitado particularmente,
siempre que comprenda dicha secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a
480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5. La secuencia de aminoacidos que consiste en
los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de aminoacidos antes mencionada mostrada en la SEQ
ID NO: 5 se puede mutar homdlogamente, siempre que tenga una accion de promover la activacion de la proteina C
realizada por la trombina, principalmente, actividad de trombomodulina.

En la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 7, Val, que es el aminoacido en la posiciéon 473 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5, ha sido sustituido por Ala. La trombomodulina usada en la
presente invencion también incluye preferiblemente una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos
en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 7.

Asi, el tipo de la trombomodulina usado en la presente invencién no esta limitado particularmente, siempre que
tenga, al menos, una secuencia de aminoacidos que consista en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 o 7, o una secuencia homdloga obtenida por mutacion de
la secuencia antes mencionada, y comprenda al menos una secuencia peptidica que tenga actividad de
trombomodulina. Los ejemplos preferidos de la presente trombomodulina incluyen un péptido que consiste en una
secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 o en las posiciones 17 a 480 de la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 0 7, y un péptido que consiste en una secuencia homéloga obtenida
por mutacién de la secuencia antes mencionada y que tiene al menos actividad de trombomodulina. Es mas
preferido un péptido que consiste en una secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 o 7. Ademas, en una realizacion aun mas preferida, se
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puede aplicar también un péptido que consiste en una secuencia homologa obtenida por mutacién de la secuencia
de aminoacidos consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 o en las posiciones 17 a 480 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 o 7 y que tiene al menos actividad de trombomodulina.

En una realizacion adicional, la trombomodulina usada en la presente invencion incluye preferiblemente una
secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 515 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9. El tipo de la presente trombomodulina en esta realizacién no esta
limitado particularmente, siempre que comprenda dicha secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos
en las posiciones 19 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9. La secuencia de
aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 515 de la secuencia de aminoacidos antes
mencionada mostrada en la SEQ ID NO: 9 puede ser mutada homologamente, siempre que tenga accion de
promover la activacion de la proteina C realizada por la trombina, a saber, actividad de trombomodulina.

En la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 11, Val, que es el aminoacido en la posicion 473 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9, ha sido sustituido por Ala. La trombomodulina usada en la
presente invencion también incluye preferiblemente una secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos
en las posiciones 19 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 11.

Asi, el tipo de la trombomodulina usado en la presente invencién no esta limitado particularmente, siempre que
tenga, al menos, una secuencia de aminoacidos que consista en los aminoacidos en las posiciones 19 a 515 de la
secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11, o una secuencia peptidica que tenga una secuencia
homoéloga obtenida por mutacion de la secuencia antes mencionada y que tenga al menos actividad de
trombomodulina. Los ejemplos mas preferidos de la presente trombomodulina incluyen un péptido que consiste en
una secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 516, en las posiciones 19 a 515, en las
posiciones 17 a 516 o en las posiciones 17 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 u
11, y un péptido que consista en una secuencia homologa obtenida por mutacion de la secuencia antes mencionada
y que tenga al menos actividad de trombomodulina. Es particularmente preferido un péptido que consiste en una
secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 516, en las posiciones 19 a 515, en las posiciones
17 a 516 o en las posiciones 17 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9. Ademas, una
de sus mezclas es también un ejemplo preferido. Por otra parte, en otra realizacion particularmente preferida, se
puede aplicar también un péptido que consiste en una secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones
19 a 516, en las posiciones 19 a 515, en las posiciones 17 a 516 o en las posiciones 17 a 515 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 11. Una de sus mezclas es también un ejemplo preferido de la
trombomodulina de la presente invencion. Ademas, un péptido que consiste en una de sus secuencias homadlogas
obtenida por mutacién y que tiene al menos actividad de trombomodulina es también otro ejemplo preferido de la
presente trombomodulina.

Un péptido que tiene una secuencia homologa obtenida por mutacién es como se ha descrito anteriormente. Dicho
péptido que tiene una secuencia homodloga obtenida por mutacién incluye también un péptido que puede
comprender una sustitucion, delecion o adicion de uno o mas, a saber: uno o multiple, y preferiblemente varios (por
ejemplo, 1 a 20, preferiblemente 1 a 10, mas preferiblemente 1 a 5 y en particular preferiblemente 1 a 3)
aminoacidos en la secuencia de aminoacidos del péptido diana. El nivel aceptable de mutacién no esta limitado
particularmente, siempre que el péptido tenga actividad de trombomodulina. El péptido mutado muestra una
homologia de, por ejemplo, 50% o mas, preferiblemente 70% o mas, mas preferiblemente 80% o mas, mas
preferiblemente 90% o mas, particular y preferiblemente 95% o mas, y lo mas preferiblemente 98% o mas, al nivel
de secuencia de aminoacidos con el péptido diana.

Por otra parte, otros ejemplos preferidos de la trombomodulina usada en la presente invencion incluyen un péptido
que consiste en una secuencia (462 residuos de aminoacidos) mostrada en la SEQ ID NO: 14, un péptido que
consiste en una secuencia (272 residuos de aminoacidos) mostrada en la SEQ ID NO: 8 y un péptido que consiste
en una secuencia (236 residuos de aminoacidos) mostrada en la SEQ ID NO: 6, que estan descritos en la
Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 64-6219 (1989) A.

El tipo de trombomodulina usado en la presente invenciéon no esta limitado particularmente, siempre que tenga al
menos una secuencia de aminoacidos que consista en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la secuencia
de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 o 3. Entre otros, se prefiere un péptido que tiene al menos una
secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 5 0 7, y es mas preferido un péptido que tiene al menos una secuencia de
aminoacidos consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada
en la SEQ ID NO: 9 u 11. Un ejemplo mas preferido del péptido que tiene al menos una secuencia de aminoacidos
consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID
NO: 9 u 11 es un péptido que consiste en una secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 516,
en las posiciones 19 a 515, en las posiciones 17 a 516 o en las posiciones 17 a 515 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11. Ademas, una mezcla obtenida de dichos péptidos, que consiste cada uno en una
secuencia consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 516, en las posiciones 19 a 515, en las posiciones
17 a 516 o en las posiciones 17 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11 es
también un ejemplo preferido de la trombomodulina de la presente invencion.
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En el caso de la mezcla antes mencionada, la relacion en la mezcla entre un péptido que comienza desde la
posicion 17 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11 y un péptido que comienza desde la
posicion 19 de la misma es de (30 : 70) a (50 : 50), y preferiblemente de (35 : 65) a (45 : 55).

Ademas, la relacién en la mezcla entre un péptido que termina en la posicién 515 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11 y un péptido que termina en la posicion 516 es de (0 : 100) a (90 : 10), y puede
ser de (70 : 30) a (90 : 10), o puede ser de (0: 100) a (30 : 70).

La relacién en la mezcla de dichos péptidos se puede obtener por un método habitual.

Se ha de observar que la secuencia que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 1 corresponde a la secuencia que consiste en los aminoacidos en las
posiciones 367 a 480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9, y que la secuencia que
consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO:
5 corresponde a la secuencia que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de
aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9.

Ademas, la secuencia que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 132 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en la SEQ ID NO: 3 corresponde a la secuencia que consiste en los aminoacidos en las posiciones 367 a
480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 11, y la secuencia que consiste en los aminoacidos
en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 7 corresponde a la
secuencia que consiste en los aminoacidos en las posiciones 19 a 480 de la secuencia de aminoacidos mostrada en
la SEQ ID NO: 11.

Aln mas, cada una de las secuencias que consisten en los aminoacidos en las posiciones 1 a 18 de las secuencias
de aminoacidos mostradas en las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9 y 11 son todas idénticas entre si.

Como se describe a continuacioén, la trombomodulina utilizada en la presente invencion se puede obtener a partir de
células transformantes que se preparan incorporando DNA que codifica el péptido que tiene la secuencia de
aminoacidos mostrada en las SEQ ID NO: 1, 3, 5, 7, 9, 11, etc., (especificamente, la secuencia de nucledtidos
mostrada en las SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10, 12, etc., respectivamente) a un vector y luego transfectando células
hospedantes con el vector. Como trombomodulina usada en la presente invencion, se prefiere la trombomodulina
obtenida a partir de células transformantes preparadas por transfeccién de células hospedantes con un vector que
comprende el DNA que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9 u 11 (especificamente, el
DNA mostrado en la SEQ ID NO: 10 o 12, respectivamente).

Solo es necesario que dichos péptidos tengan las secuencias de aminoacidos antes mencionadas.
Asi, se puede afadir o no una cadena de azlcar. La adicion de una cadena de azucar no esta limitada
particularmente. Ademas, en las técnicas de ingenieria genética, el tipo de dicha cadena de azucar, la posicion en la
que se afnade dicha cadena de azucar y el nivel de adicion difieren dependiendo del tipo de célula hospedante
utilizado, y no estan limitados particularmente. La posicion de unién de dicha cadena de azucar y su tipo estan
descritos en la Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 (1999) A. En el caso de la trombomodulina
de la presente invencion, se puede anadir la misma cadena de azucar en la misma posicion que las descritas en la
publicacion antes mencionada. Como se describe mas adelante, el método para obtener la trombomodulina de la
presente invencién no esta limitado a la ingenieria genética. Sin embargo, en el caso de la obtencién de la presente
trombomodulina por ingenieria genética, como secuencia de sefial que se puede utilizar en la expresion, se pueden
usar una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las
posiciones 1 a 18 de la secuencia de aminoacidos antes mencionada mostrada en la SEQ ID NO: 9, una secuencia
de nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos que consiste en los aminoacidos en las posiciones 1 a 16
de la secuencia de aminoacidos antes mencionada mostrada en la SEQ ID NO: 9, y ofras secuencias de sefial
conocidas, tales como la secuencia de sefial de un activador de plasminégeno tisular humano (Publicacion
internacional WO88/9811 y Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 (1999) A).

Cuando se introduce una secuencia de DNA que codifica trombomodulina en células hospedantes, se aplica
preferiblemente un método, que comprende incorporar la secuencia de DNA que codifica trombomodulina a un
vector y mas preferiblemente a un vector de expresidon capaz de expresarse en células de animales, y luego
introducir el vector en las células hospedantes. Dicho vector de expresiéon es una molécula de DNA que esta
constituida por una secuencia promotora, una secuencia para afnadir un sitio de unién a ribosoma al mRNA, una
secuencia de DNA que codifica una proteina que ha de ser expresada, una sefal de corte y empalme, una
secuencia terminadora para la terminacion de la transcripcion, una secuencia origen de replicacion y otras. Ejemplos
de un vector de expresion de células de animales preferidos incluyen: pSV2-X documentado por R. C. Mulligan et al.,
[Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.A., 78, 2072 (1981)]; y pBP69T (69-6) documentado por P. M. Howley et al., [Methods in
Emzymology, 101, 387, Academic Press (1983)].

Ejemplos de células hospedantes que se pueden utilizar en la produccion de dichos péptidos incluyen células de
ovario de hamster chino (CHO), células COS-1, células COS-7, células VERO (ATCC CCL-81), células BHK, células
MDCK derivadas de rifidon canino y células AV-12-664 de hamster. Ademas, los ejemplos de dichas células
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hospedantes derivadas de células humanas incluyen células Hela, células WI38 y células 293 humanas. De estas
células, las células CHO son extremadamente comunes y preferibles. Entre las células CHO, son mas preferidas las
células DHFR-CHO.

En un proceso de ingenieria genética o en un proceso de produccion de péptidos, se utilizan con frecuencia
microorganismos, tal como Escherichia coli. Se utiliza preferiblemente un sistema hospedante-vector adecuado para
cada proceso. Se puede seleccionar un sistema vector adecuado dependiente incluso de las células hospedantes
antes mencionadas. Se clon6 un gen de trombomodulina usado en una técnica de recombinaciéon genética. Se han
descrito ejemplos de produccion de trombomodulina por dicha técnica de recombinacion genética. Ademas, también
se conoce un método para purificar trombomodulina para obtener un producto purificado [Publicacién de Patente
Japonesa (Kokai) Nos. 64-6219 (1989) A, 2-255699 (1990) A, 5-213998 (1993) A, 5-310787 (1993) Ay 7-155176
(1995) A; y J. Biol. Chem., 264: 10351-10353 (1989)]. Por consiguiente, la trombomodulina utilizada en la presente
invencion se puede producir por los métodos descritos en los documentos antes mencionados o por métodos
equivalentes a ellos. Por ejemplo, la Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 64-6219 (1989) A describe la cepa
DH5 de Escherichia coli K-12 (ATCC N° de acceso 67283) que comprende un plasmido pSV2TMJ2 que contiene
DNA que codifica la trombomodulina de longitud completa. También se puede usar una cepa (Escherichia coli
DH5/pSV2TM J2) (FERM BP-5570), en la que la cepa antes mencionada ha sido re-depositada en el antiguo
National Institute of Bioscience and Human-Technology (el actual National Institute of Advanced Industrial Science
and Technology, una institucién administrativa independiente del Ministry of Economy, Trade and Industry (AIST) de
EE.UU.). La trombomodulina de la presente invencion se puede preparar por una técnica de ingenieria genética
conocida utilizando como materia prima el DNA que codifica la trombomodulina de longitud completa.

La trombomodulina utilizada en la presente invencién se puede preparar por un método convencionalmente conocido
o un método equivalente. Por ejemplo, la presente trombomodulina se puede preparar con referencia al método
antes mencionado de Yamamoto et al., [Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 64-6219 A (1989)] o al método
descrito en la Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 5-213998 A (1993). Es decir, un gen de trombomodulina
derivado de un ser humano se puede someter a ingenieria genética para convertilo en DNA que, por ejemplo,
codifique la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9, y si es necesario, se puede modificar ain mas.
Para dicha modificacién, un codén que codifica el aminoacido en la posicién 473 de la secuencia de aminoacidos
mostrada en SEQ ID NO: 9 (particularmente, el nucledtido en la posicién 1418) se somete a mutagénesis dirigida al
sitio de acuerdo con el método descrito en Method in Enzymology, 100: 468 (1983), Academic Press, de modo que
se obtenga DNA que, por ejemplo, codifique la secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 11 (que consiste
especificamente en la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 12). Utilizando el DNA sintético usado
para la mutacién que tiene la secuencia de nucleétidos mostrada en SEQ ID NO: 13, el nucleétido T en la posicion
1418 de la SEQ ID NO: 10 se puede convertir en el nucledtido C, de modo que se obtenga, por ejemplo, DNA
mutado.

ElI DNA asi preparado se incorpora en, por ejemplo, células de ovario de hamster chino (CHO) para obtener células
transformantes. A continuacion, se seleccionan dichas células, segun sea apropiado. A continuacion, se cultivan las
células seleccionadas para obtener una soluciéon de cultivo y se puede producir trombomodulina a partir de la
solucién de cultivo purificandola de acuerdo con un método conocido. Como se indicé anteriormente, se prefiere que
las células hospedantes antes mencionadas sean transfectadas con el DNA (SEQ ID NO: 10) que codifica la
secuencia de aminoacidos mostrada en SEQ ID NO: 9. Un método para producir la trombomodulina utilizado en la
presente invencion no esta limitado al método antes mencionado. Por ejemplo, dicha trombomodulina se puede
extraer y purificar también de orina, sangre, otros tipos de fluidos corporales, etc. Por otra parte, también se puede
extraer y purificar de tejidos que producen trombomodulina, una solucién de cultivo de dichos tejidos, etc. Ademas, la
trombomodulina se puede someter ademas a un tratamiento de escisién usando proteasa, si fuera necesario.

Cuando la trombomodulina usada en la presente invencion se produce por el método de cultivo celular antes
mencionado, puede haber casos en los que el aminoacido N-terminal llegue a diversificarse como resultado de la
modificacion post-traduccional de la proteina. Por ejemplo, los aminoacidos en las posiciones 17, 18, 19 0 22 de la
SEQ ID NO: 9 pueden en algunos casos llegar a ser los extremos N. Ademas, también puede haber casos en los
que el aminoacido N-terminal esté modificado de tal manera que el acido glutamico en la posicion 22 podria
convertirse en acido piroglutamico. Es preferible que el aminoacido en la posicion 17 o 19 llegue a ser el extremo N.
Es mas preferido que el aminoacido en la posicion 19 llegue a ser el extremo N. Ademas, en ofra realizacion
preferida, el aminoacido en la posicion 17 puede llegar a ser el extremo N. Con relacion a la modificacion,
diversificacion, etc., antes mencionada, lo mismo se cumple para la SEQ ID NO: 11.

Ademas, cuando la trombomodulina usada en la presente invencion se produce usando DNA que tiene la secuencia
de nucleotidos mostrada en la SEQ ID NO: 10, el aminoacido C-terminal puede llegar a diversificarse y, como
resultado, un residuo de aminoacido puede producir en algunos casos un péptido que es mas corto que el péptido
ordinario. Es decir, puede haber casos en los que el aminoacido en la posicién 515 llegue a ser el extremo C y
ademas esté amidado, de modo que se pueda modificar el aminoacido C-terminal. Como resultado, se puede
producir un péptido con aminoacido N-terminal y aminoacido C-terminal diversificados, o una de sus mezclas. El
aminoacido en la posicion 515 puede llegar a ser preferiblemente el extremo C. Por otra parte, en otra realizacion
preferida, el aminoacido en la posicion 516 puede llegar a ser el extremo C. Con relacion a la modificacion,
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diversificacion, etc., antes mencionada, lo mismo se cumple para el DNA que tiene la secuencia de nucleétidos
mostrada en la SEQ ID NO: 12.

La trombomodulina obtenida por el método antes mencionado puede ser una mezcla de péptidos con el extremo Ny
el extremo C diversificados. Un ejemplo especifico es una mezcla de péptidos que consisten en una secuencia
consistente en los aminoacidos en las posiciones 19 a 516, en las posiciones 19 a 515, en las posiciones 17 a 516 o
en las posiciones 17 a 515 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9.

La presente invencién proporciona un método para producir trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble que puede ser generado a partir de la
trombomodulina soluble en condiciones acidas. El presente método de produccién no esta limitado particularmente,
siempre que comprenda: (1) una etapa en la que se hace pasar un material que contiene trombomodulina soluble
que contiene o se sospecha que contiene un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble a través de un
intercambiador aniénico o hidroxiapatita y (2 ) una etapa en la que se obtiene una fraccion que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble
en condiciones de separacidon en las que la trombomodulina soluble se puede separar de un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble y (0) una etapa en la que se deja trombomodulina soluble en
condiciones acidas de pH 5 o menor, antes de la etapa (1) y comprende mas preferiblemente (0) una etapa en la que
se deja trombomodulina soluble en condiciones acidas de pH 5 o menor y (*) una etapa en la que se purifica la
trombomodulina soluble, antes de la etapa (1). En el método de produccioén de la presente invencion, el momento en
el que se realiza la etapa (*) no esta limitado particularmente. La etapa (*) se realiza preferiblemente antes de la
etapa (1).

Las condiciones acidas bajo las que se genera un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble a partir de la
trombomodulina soluble en la presente invencion incluyen pH 5 o menor, preferiblemente a pH 4 o menor y mas
preferiblemente pH 3 o menor. El limite inferior de dicho pH es, por ejemplo, pH 1 o mayor, preferiblemente pH 2 o
mayor y mas preferiblemente pH 3 o mayor. Ademas, el tiempo requerido bajo dichas condiciones acidas es, por
ejemplo, 0,5 horas o mas, preferiblemente 1 hora o mas y mas preferiblemente 2 horas o mas. Por otra parte, la
temperatura aplicada bajo dichas condiciones acidas es, por ejemplo, la temperatura ambiente, preferiblemente 15°C
o menor y mas preferiblemente 8°C o menor. El limite inferior de dicha temperatura es generalmente 0°C o mayor,
preferiblemente 2°C o mayor y mas preferiblemente 5°C o mayor. Bajo las condiciones acidas antes mencionadas, la
trombomodulina soluble esta presente en forma de una mezcla de la trombomodulina soluble y uno de sus productos
desnaturalizados.

El limite superior del contenido de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble en la "trombomodulina
que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble" producida por el método
de la presente invencion es 3,0% o menos, mas preferiblemente 2,0% o menos, mas preferiblemente 1,0% o menos
y particularmente preferido 0,5% o menos. El limite inferior del contenido antes mencionado es 0,01% o mas. Sin
embargo, es preferiblemente un limite de deteccion o menos. El contenido en porcentaje de un producto
desnaturalizado de trombomodulina soluble se puede medir por cromatografia. Por ejemplo, 150 pyL de una muestra
analitica se somete a una cromatografia analitica de exclusion por tamafos, TSK-GEL G3000SWXL (D.l. 7,8 mm x
30 cm; TOSOH). Se utiliza una fase mévil de un tampon de fosfato que contiene sulfato de sodio y la absorbancia a
280 nm se mide a un caudal de 0,9 mL/min. Por lo tanto, el contenido en porcentaje se puede obtener basandose en
el area del pico de la trombomodulina soluble.

Cuando 150 pL de una muestra analitica se somete a una cromatografia analitica de exclusién por tamafos, TSK-
GEL G3000SWXL (D.l. 7,8 mm x 30 cm; TOSOH), usando una fase movil de un tampén de fosfato que contiene
sulfato de sodio y a continuacion se realiza el analisis a un caudal de 0,9 mL/min, un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble que puede ser generado de la trombomodulina soluble de la presente invenciéon en
condiciones acidas se detecta en un tiempo de retencion de aproximadamente 90% del tiempo de retencion de la
trombomodulina soluble. (Cuando el tiempo de retencién de la trombomodulina soluble es aproximadamente 9
minutos, por ejemplo, el tiempo de retencion de un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble es
aproximadamente 8 minutos). Ademas, en un método electroforético (Native-PAGE), se desplazé dicho producto
desnaturalizado de trombomodulina soluble que puede ser generado a partir de la trombomodulina soluble de la
presente invencion en condiciones acidas y se observo en el lado de alto peso molecular de trombomodulina. En
SDS-PAGE, no se detecté dicho producto desnaturalizado.

La clase de material que contiene trombomodulina soluble utilizada en la presente invencion, que contiene o se
sospecha que contiene un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble que puede ser generado en
condiciones acidas (de aqui en adelante abreviadamente a veces "material que contiene producto desnaturalizado"),
no esta limitada particularmente, siempre que contenga una trombomodulina soluble y un producto desnaturalizado
de trombomodulina soluble. Un ejemplo de dicho material que contiene trombomodulina soluble es una solucion de
trombomodulina soluble obtenida a partir de un liquido sobrenadante de cultivo preparado cultivando células
capaces de producir trombomodulina soluble en un medio que contiene componentes séricos o en un medio exento
de suero. Los ejemplos preferidos de dicho material que contiene trombomodulina soluble incluyen: una solucién de
trombomodulina soluble obtenida realizando una etapa de purificacion de un liquido sobrenadante de cultivo
preparado cultivando células capaces de producir trombomodulina soluble en un medio que contiene componentes
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séricos 0 en un medio exento de suero; y una solucidon de trombomodulina soluble dejada en condiciones acidas
después de preparar el liquido sobrenadante de cultivo antes mencionado. Un ejemplo mas preferido de dicha
solucién que contiene trombomodulina soluble es una soluciéon de trombomodulina soluble obtenida realizando una
etapa de purificacion de un liquido sobrenadante de cultivo preparado cultivando células capaces de producir
trombomodulina soluble en un medio que contiene componentes séricos 0 en un medio exento de suero. Ademas,
en otra realizacion de la presente invencion, se prefiere una solucion de trombomodulina soluble dejada en
condiciones acidas después de preparar el liquido sobrenadante de cultivo antes mencionado.

La etapa de purificacion antes mencionada no esta limitada particularmente, siempre que sea capaz de eliminar al
menos proteinas distintas de la trombomodulina soluble. Ejemplos de dicha etapa de purificacion incluyen una etapa
en la que se eluye y recupera trombomodulina soluble en condiciones acidas, usando cromatografia de afinidad en
la que esta soportado un anticuerpo que reacciona con la trombomodulina, y una etapa en la que se permite que la
trombomodulina soluble obtenida por la cromatografia de afinidad antes mencionada entre en contacto con un
intercambiador catiénico en condiciones que consisten en una conductividad especifica de 25 a 34 mS/cm y un pH
de 3 a 4, de modo que se recupere la trombomodulina soluble como una fraccién de paso.

El material que contiene trombomodulina soluble antes mencionado (material que contiene el producto
desnaturalizado) no esta limitado particularmente, siempre que contenga trombomodulina soluble y un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble. Un ejemplo de dicho material que contiene trombomodulina soluble
es un material que no contiene sustancialmente proteinas distintas de trombomodulina soluble y un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble. Especificamente, el limite inferior del contenido de trombomodulina
soluble con respecto a las proteinas totales en dicho material que contiene trombomodulina soluble es, por ejemplo,
50% o mas, preferiblemente 60% o mas, mas preferiblemente 70% o mas, mas preferiblemente 80% o mas
particular y preferiblemente 90% o mas, extremada y preferiblemente 95% o mas, y lo mas preferiblemente 99% o
mas. Ademas, puede haber casos en los que es preferible el contenido de 99,9% o mas. El contenido antes
mencionado de trombomodulina soluble indica generalmente el contenido de trombomodulina soluble propiamente
dicho. Sin embargo, también puede haber casos en los que dicho contenido significa el contenido tanto de
trombomodulina soluble como de un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble. Incluso en un caso en
el que el contenido de trombomodulina soluble significa el contenido tanto de trombomodulina soluble como de un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, el limite inferior del contenido de trombomodulina soluble
con respecto a las proteinas totales en dicho material que contiene trombomodulina soluble es, por ejemplo, 50% o
mas, preferiblemente 60% o mas, mas preferiblemente 70% o mas, mas preferiblemente 80% o mas, particular y
preferiblemente 90% o mas, extremada y preferiblemente 95% o mas, y lo mas preferiblemente 99% o mas.
Ademas, también puede haber casos en los que es preferible el contenido de 99,9% o mas.

El contenido antes mencionado de trombomodulina soluble se puede medir usando cromatografia. Por ejemplo, se
emplea una cromatografia analitica en fase inversa, Asahipak C4P-50 (D.l. 4,6 mm x 15 cm; Showa Denko KK), y
150 uL de una muestra analitica se hace pasar a través de la columna a un caudal de 0,8 mL/min, utilizando una
fase movil que consiste en agua destilada que contiene &cido trifluoroacético al 0,1% (liquido A) y acetonitrilo que
contiene acido trifluoroacético al 0,1% (liquido B). La relacion de mezcla entre el liquido Ay el liquido B se cambia
linealmente desde 96:4 hasta 0:100 (48 minutos mas tarde). Después se mide y analiza la absorbancia a 280 nm de
un eluato. Asi, el contenido de trombomodulina soluble se puede obtener basandose en las areas de los picos de la
trombomodulina soluble y otras proteinas. Alternativamente, las cantidades de proteinas distintas de trombomodulina
soluble se miden por el método ELISA descrito en la Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 A
(1999), de modo que se puede obtener el contenido de la trombomodulina soluble.

En la presente invencion, después de realizar una etapa en la que deja la trombomodulina en condiciones acidas de
pH 5 o menor, un material que contiene dicha trombomodulina que contiene, o se sospecha que contiene, un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble se hace pasar preferiblemente a través de un intercambiador
anidénico o hidroxiapatita. El limite superior de dichas condiciones acidas es preferiblemente pH 5 o menor, mas
preferiblemente pH 4 o menor, y mas preferiblemente pH 3 o menor. El limite inferior de dichas condiciones es
preferiblemente pH 1 o mayor, mas preferiblemente pH 2 o mayor, y ain mas preferiblemente pH 3 o mayor.

Ademas, el tiempo requerido bajo dichas condiciones acidas es, por ejemplo, 0,5 horas o mas, preferiblemente 1
hora o mas, y mas preferiblemente 2 horas o mas. Por otra parte, la temperatura aplicada en dichas condiciones
acidas es, por ejemplo, la temperatura ambiente, preferiblemente 15°C o inferior, y mas preferiblemente 8°C o
inferior. El limite inferior de dicha temperatura es generalmente 0°C o superior, preferiblemente 2°C o superior, y mas
preferiblemente 5°C o superior.

Una sal preferida utilizada en la presente invencién es un cloruro. La sal mas preferida es cloruro de sodio. Ademas,
los fosfatos preferidos con hidroxiapatita son fosfato de sodio y fosfato de potasio.

Las condiciones de separacion para separar trombomodulina soluble de un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble incluyen: condiciones de elucién en gradiente lineal; condiciones de eluciéon en gradiente
escalonado; condiciones de elucién en gradiente en las que se combina la elucidn en gradiente lineal con elucién en
gradiente escalonado; condiciones en las que la trombomodulina soluble no se eluye de una fraccion de paso; y
condiciones de elucion isocratica. De estas condiciones, se prefieren las condiciones de elucion en gradiente lineal,
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las condiciones de elucion en gradiente escalonado, las condiciones de elucion en gradiente en las que se combina
la elucion en gradiente lineal con la elucion en gradiente escalonado, y las condiciones en las que la trombomodulina
soluble no se eluye de una fraccion de paso. Ademas son mas preferibles las condiciones de elucién en gradiente
lineal, las condiciones de elucién en gradiente escalonado y las condiciones de eluciéon en gradiente en las que se
combina la elucion en gradiente lineal con la elucién en gradiente escalonado. Ademas, en otra realizacion, son
preferibles las condiciones en la que la trombomodulina soluble no se eluye de una fraccion de paso. Aun mas,
también puede haber un caso en el que son preferibles las condiciones isocraticas.

Como fraccién de paso, hay una fraccion en la que la trombomodulina soluble no es adsorbida sobre un
intercambiador aniénico o hidroxiapatita cuando un material que contiene trombomodulina soluble se hace pasar a
través de dicho intercambiador aniénico o hidroxiapatita. La clase de dicha fraccién de paso no esta limitada
particularmente, siempre que no contenga sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina. Por
ejemplo, se puede usar una fraccion de 1 a 20 volimenes de columna, 1 a 50 volimenes de columna o 1 a 100
volumenes de columna.

Las condiciones de la elucidon en gradiente se pueden determinar, seguin sea apropiado, dependiendo del tipo de
columna utilizado. Las condiciones especificas se describiran mas adelante. Ademas, para condiciones en las que la
trombomodulina soluble no se eluye de una fraccion de paso, se puede determinar una soluciéon tampon que ha de
ser utilizada, segun sea apropiado, dependiendo del tipo de columna utilizada. Las condiciones especificas se
describiran mas adelante. Ademas, las condiciones de la elucién isocratica se pueden determinar, segun sea
apropiado, dependiendo del tipo de columna utilizado.

Como intercambiador aniénico se usa preferiblemente un intercambiador anidnico que tenga un grupo de amonio
cuaternario, tal como SourceQ (GE Healthcare Bio-Sciences), que es un intercambiador anidnico fuerte. Antes de
hacer pasar un material que contenga el producto desnaturalizado a través de dicho intercambiador, dicho
intercambiador aniénico puede ser equilibrado con varios volimenes de columna de una soluciéon tampén de pH 4 a
9 (la clase de dicha soluciéon tampoén no esta limitada, por ejemplo, un tampon de acetato 0,1 M (pH 4), un tampén de
fosfato 0,02 M (pH 7,3) o un tampon Tris 0,02 M (pH 8)). Después de la terminacion de dicho equilibrado, un material
que contiene el producto desnaturalizado se hace pasar a través del intercambiador aniénico. Antes de la elucion de
la trombomodulina soluble, el intercambiador anidnico se puede lavar con una solucién tampon de pH 4 a 9 (la clase
de dicha solucion tampdn no esta limitada, por ejemplo, un tampén de acetato 0,1 M (pH 4), un tampédn de fosfato
0,02 M (pH 7,3) o un tampodn Tris 0,02 M (pH 8)). Con respecto al material que contiene el producto desnaturalizado
adsorbido, la trombomodulina soluble puede ser separada de un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble y puede ser eluida por elucién en gradiente con una concentracion de sal de 0 a 1 M, utilizando una solucién
tampodn de pH 5 a 9, y preferiblemente de pH 7 a 8 (la clase de dicha solucién tampdn no esta limitada, por ejemplo,
un tampon de fosfato 0,02 M (pH 7,3) o un tampdn Tris 0,02 M (pH 8)). Las condiciones de separacion no estan
limitadas particularmente, siempre que las condiciones sean capaces de separar la trombomodulina soluble de un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble y permitan su elucién. Ejemplos de dichas condiciones de de
elucién en gradiente incluyen condiciones de elucion en gradiente lineal, condiciones de elucion en gradiente
escalonado, y condiciones de elucion en gradiente en las que se combina la elucién en gradiente lineal con la
elucion en gradiente escalonado. En dicha elucion en gradiente, se ajusta una concentracion de sal preferiblemente
de 0 a 0,3 M, y mas preferiblemente de 0,03 a 0,26 M. La cantidad de una soluciéon tampén usada en la elucion es 2
a 40 volumenes de columna y preferiblemente 5 a 20 volimenes de columna.

Cuando se utilizan condiciones de elucién en gradiente, como una etapa para obtener una fraccion de elucion que
contenga trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble, se aplica, por ejemplo, (a) una etapa en la que se obtiene dicha fraccién de elucion
después de que haya sido previamente confirmada la posicion de una fraccion de la que se eluye la trombomodulina
soluble, o (b) una etapa en la que se obtiene dicha fraccion de elucién mientras se confirma la presencia de la
trombomodulina soluble en la fraccién de elucion.

Describiendo especificamente la etapa (a), la posicién de una fraccion de elucién, que no contiene sustancialmente
un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble, ha sido confirmada previamente por un método analitico
para confirmar la presencia de trombomodulina soluble y la de un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble (por ejemplo, por la cromatografia por exclusion de tamarfios descrita en el Ejemplo 7 mas adelante) y se
recupera la fraccion de elucién de la posicion. Por otro lado, describiendo especificamente la etapa (b), mientras se
confirma por un método analitico de confirmacion de la presencia de trombomodulina soluble y la de un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble (por ejemplo, por la cromatografia por exclusiéon de tamafios descrita
en el Ejemplo 7 mas adelante) que una fraccion de elucion contiene trombomodulina soluble y no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, se obtiene dicha fraccién de elucién que
contiene trombomodulina soluble y que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble. La etapa (b) es preferible. Ademas, también puede haber casos en los que es preferible la
etapa (a).

Por otra parte, la trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente uno de sus productos desnaturalizados
se puede obtener también como una fraccion de paso sustituyendo un material que contiene el producto
desnaturalizado por una solucién tampoén adecuada antes de hacer pasar dicho material que contiene el producto
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desnaturalizado a través de un intercambiador aniénico. Dicha fracciéon de paso es una fracciéon en la que la
trombomodulina soluble no es adsorbida en el intercambiador aniénico cuando un material que contiene
trombomodulina soluble se hace pasar a través del intercambiador aniénico. Se utiliza una diferencia entre la
trombomodulina soluble y uno de sus productos desnaturalizados en términos de capacidad de adsorciéon en una
columna. En este caso, como intercambiador aniénico se usa preferiblemente un intercambiador aniénico que tiene
un grupo amonio cuaternario, tal como SourceQ, Q Sepharose FF (GE Healthcare Bio-Sciences), Sartobind
(Sartorius KK) o Mustang (PALL), que es un intercambiador aniénico fuerte. Una solucién tampdn adecuada utilizada
en la sustitucién es preferiblemente una soluciéon tampén de pH 5 a 8 que tiene una concentracién de sal de 0,1 a
0,2 M. La clase de dicha solucion de tampdén no esta limitada. Por ejemplo, se puede utilizar fosfato 0,02 M, cloruro
de sodio 0,18 M, pH 7,3. Como método de obtencién de una fraccion de paso, mientras se confirma por un método
analitico, tal como la cromatografia de exclusidon por tamafios descrita en el Ejemplo 7 mas adelante, contiene
trombomodulina soluble y no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble,
se ‘puede obtener apropiadamente dicha fraccién,

Ademas, también se pueden usar condiciones de elucién isocratica. También en este caso, dichas condiciones se
pueden determinar, segun sea apropiado, con referencia a las condiciones de elucién en gradiente y a las
condiciones en las que la trombomodulina soluble no se eluye de una fraccién de paso.

Como hidroxiapatita se usa, por ejemplo, Macro-Prep (R) Ceramic Hydroxyapatite TYPE 1 (Bio-Rad). Antes de hacer
pasar un material que contiene el producto desnaturalizado a través de dicha hidroxiapatita, la misma puede ser
equilibrada con varios volumenes de columna de una solucién tampén de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de
fosfato de 8 mM o menos, preferiblemente 5 mM o menor, y mas preferiblemente 2 mM o menor (la clase de dicha
soluciéon tampon no esta limitada, pero se pueden usar las siguientes soluciones tampon, por ejemplo: fosfato 5 mM,
cloruro de sodio 0,2 M, pH 7; fosfato 1 mM, Tris 25 mM, cloruro de sodio 0,2 M, pH 7,7; o fosfato 2 mM, HEPES 20
mM, cloruro de sodio 0,17 M, pH 7). Una solucién tampon de un material que contiene producto desnaturalizado que
se ha hacer pasar a través de hidroxiapatita es una solucion tampoén de pH 6 a 9 que tiene una concentraciéon de
fosfato de 8 mM o menor, preferiblemente 5 mM o menor, y mas preferiblemente 2 mM o menor. Después de la
terminacion de dicho equilibrado, un material que contiene producto desnaturalizado se hace pasar a través de
hidroxiapatita. Antes de la eluciéon de la trombomodulina soluble, la hidroxiapatita se puede lavar con una solucién
tampon de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 8 mM o menor, preferiblemente 5 mM o menor, y mas
preferiblemente 2 mM o menor (la clase de dicha solucion tampdn no esta limitada, pero se pueden usar, las
siguientes soluciones tampon, por ejemplo: fosfato 5 mM, cloruro de sodio 0,2 M, pH 7; fosfato 1 mM, Tris 25 mM,
cloruro de sodio 0,2 M, pH 7,7; o fosfato 2 mM, HEPES 20 mM, cloruro de sodio 0,17 M, pH 7). Con respecto al
material que contiene producto desnaturalizado adsorbido, la trombomodulina soluble se puede separar de un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble y luego puede ser eluida por elucion en gradiente con una
concentracion de fosfato de 0 a 0,5 M, utilizando una solucién tampén de pH 6 a 9, y preferiblemente de pH 7 a 8.
Las condiciones de separacion no estan limitadas particularmente, siempre que las condiciones sean capaces de
separar la trombomodulina soluble de un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble. Ejemplos de tales
condiciones de elucion en gradiente incluyen condiciones de elucion en gradiente lineal y condiciones de elucion en
gradiente de elucion escalonado. Esta elucion en gradiente se lleva a cabo preferiblemente con una concentracion
de fosfato de 1 a 40 mM. Mas preferiblemente, la elucion en gradiente escalonado se lleva a cabo con una
concentracion de fosfato de 8 a 10 mM, de modo que se obtenga una fraccion de elucion que contiene
trombomodulina soluble y que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble. Aumentando aun mas la concentracion de fosfato se eluye un producto desnaturalizado de trombomodulina
soluble.

Cuando se utilizan condiciones de elucion en gradiente, como un método de obtencién de una fraccion de elucion
que contiene trombomodulina soluble y que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble, se puede aplicar el mismo método que en el caso de la separacion de la trombomodulina
soluble de uno de sus productos desnaturalizados utilizando un intercambiador aniénico.

Ademas, se puede obtener también trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente uno de sus productos
desnaturalizados como una fraccion de paso sustituyendo un material que contiene producto desnaturalizado con
una solucion tampoén adecuada antes de hacer pasar dicho material que contiene producto desnaturalizado a través
de hidroxiapatita. Dicha fraccién de paso es una fraccién en la que la trombomodulina soluble no es adsorbida sobre
la hidroxiapatita cuando un material que contiene trombomodulina soluble se hace pasar a través de la
hidroxiapatita. Se utiliza una diferencia entre la trombomodulina soluble y uno de sus productos desnaturalizados en
términos de capacidad de adsorcidon en una columna. En este caso, se puede usar como hidroxiapatita, por ejemplo,
Macro-Prep (R) Ceramic Hydroxyapatite TYPE 1 (Bio-Rad). Una solucién tampén adecuada utilizada en la
sustitucién es una solucion tampon de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 5 a 20 mM, y
preferiblemente una solucién tampoén de pH 6 a 7 que tiene una concentracién de fosfato de 5 a 10 mM. La clase de
dicha solucién tampén no esta limitada. Por ejemplo, se puede utilizar fosfato 10 mM, cloruro de sodio 10 mM, pH 7.
Como método para obtener una fracciéon de paso, mientras es confirmado por un método analitico, tal como la
cromatografia de exclusion por tamafios descrita en el Ejemplo 7 mas adelante, que una fraccion de elucién contiene
trombomodulina soluble y no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble,
se puede obtener apropiadamente dicha fraccion.
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Por otra parte, también se pueden usar condiciones de elucién isocratica. También en este caso, dichas condiciones
se pueden determinar, segun sea apropiado, con referencia a las condiciones de elucién en gradiente y las
condiciones en las que la trombomodulina soluble no se eluye de una fraccion de paso.

Preferiblemente, el método de produccion de la presente invencién no comprende una etapa en la que se ajusta el
pH de una fraccién de elucién que contiene trombomodulina soluble y que no contiene sustancialmente un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble, a pH 4 o menor, después que se ha hecho pasar un material que
contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador aniénico o hidroxiapatita para obtener la fraccion de
elucién antes mencionada. Ademas, incluso en la etapa de concentracion subsiguiente y/o la etapa de desalacion
para convertir la trombomodulina soluble en un material farmacéutico, es preferible no ajustar el pH de la fraccién de
elucion a pH 4 o menor.

Un ejemplo preferido de un método de purificacion de la trombomodulina soluble a partir de un liquido sobrenadante
de cultivo preparado cultivando células capaces de producir trombomodulina soluble en un medio que contiene
componentes séricos o un medio exento de suero es un método de purificacién que usa, como indicador, la actividad
de trombomodulina, tal como la actividad de trombomodulina para promover la activaciéon de la proteina C por
trombina. Un ejemplo especifico es un método de purificacion que comprende: purificar en bruto un liquido
sobrenadante de cultivo con Q-Sepharose FF utilizado como una columna de intercambio iénico para recuperar una
fraccion que tiene actividad de trombomodulina; purificar la fraccion recuperada con un anticuerpo monoclonal anti-
trombomodulina de ratén en una columna de afinidad para recuperar una fraccidon que tiene una alta actividad de
trombomodulina; purificar la fracciéon recuperada con SP-Sepharose FF utilizada como columna de intercambio
catidnico; concentrar una fraccién de paso; y luego someter la fraccion resultante a filtracion por gel para obtener
una fraccién activa de trombomodulina. Después de la terminacion de dicha purificaciéon con SP-Sepharose FF, se
utiliza en condiciones Optimas el intercambiador anidénico de la presente invencion, preferiblemente un
intercambiador aniénico que tiene un grupo de amonio cuaternario, tal como SourceQ (GE Healthcare Bio-Sciences),
que es un intercambiador anidnico fuerte, o la hidroxiapatita de la presente invencion, tal como Macro-Prep (R)
Ceramic Hydroxyapatite TYPE 1 (Bio-Rad), con el fin de obtener facilmente la trombomodulina de alta pureza que no
contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble.

Por otro lado, después de la purificacion con un anticuerpo monoclonal anti-trombomodulina de ratén, se utiliza en
condiciones optimas el intercambiador aniénico de la presente invencion, preferentemente un intercambiador
anionico que tiene un grupo amonio cuaternario tal como SourceQ (GE Healthcare Bio-Sciences), que es un
intercambiador aniénico fuerte, de modo que se pueden eliminar simultaneamente un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble, un producto derivado de anticuerpo de ratén, y en el caso de utilizar un medio que contiene
suero, un producto derivado del suero, obteniéndose de este modo facilmente trombomodulina de gran pureza que
no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble.

La trombomodulina de gran pureza obtenida por el método antes mencionado se somete luego a una etapa de
concentracion y/o una etapa de desalacion en la que el pH no se ajusta a pH 4 o menor, de modo que se obtiene un
producto altamente purificado con intercambio de tampdn. La trombomodulina soluble obtenida por el método antes
mencionado se puede utilizar como material farmacéutico.

También se describe en la presente memoria un método para purificar trombomodulina soluble de tal modo que la
trombomodulina soluble no contenga sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble
que puede ser generado a partir de la trombomodulina soluble en condiciones acidas. El presente método de
purificacion no esta limitado particularmente, siempre que comprenda: (1) una etapa en la que se hace pasar un
material que contiene trombomodulina soluble, que contiene o se sospecha que contiene un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble, a través de un intercambiador anionico o hidroxiapatita, y (2) una
etapa en la que se obtiene una fraccidon que contiene trombomodulina soluble y que no contiene sustancialmente un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en condiciones de separacién en las que la trombomodulina
soluble puede ser separada de un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble. Ademas, como dicho
método de purificacion, se puede aplicar un método de purificacion que tiene los rasgos caracteristicos del método
anteriormente mencionado para la produccién de la trombomodulina soluble de la presente invencion.

Ejemplos

La presente invencion se describirda mas especificamente en los siguientes ejemplos. Sin embargo, no se pretende
que estos ejemplos limiten el alcance de la presente invencion.

(Ejemplo 1) Purificacion en bruto en una columna de intercambio aniénico fuerte

De acuerdo con la descripcion de Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999), ElI DNA que
codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 se prepard, maodifico, y luego se incorpord en
células de ovario de hamster chino mediante técnicas de ingenieria genética. Las células se cultivaron, y se obtuvo
luego un liquido sobrenadante del cultivo. Después, se filtraron 41 litros del liquido sobrenadante del cultivo obtenido
por un filtro de membrana de 0,2 uym (Millipore; Millipak 20). El liquido sobrenadante del cultivo filtrado se hizo pasar
a través de una columna de Q-Sepharose (GE Healthcare Bio-Sciences) (diametro: 44 cm: longitud: 26,3 cm) que
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habia sido equilibrada con una soluciéon tampén Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) que contenia cloruro de sodio 150 mM.
Posteriormente, la columna se lavé con 6 volimenes de columna de una solucién tampdn de acetato 20 mM que
contenia cloruro de sodio 180 mM, y se lavo adicionalmente con 8 volimenes de columna de una soluciéon tampdn
Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) que contenia cloruro de sodio 180 mM. A continuacion se iniciod la elucién con una solucion
tampon Tris-HCI 20 mM (pH 7,4) que contenia cloruro de sodio 300 mM. Se obtuvieron 0,5 volumenes de columna
de un eluato como un producto purificado en bruto a partir de la subida inicial del pico de absorbancia a 280 nm del
eluato. Ha de advertirse que el caudal se ajustd a 760 mL/min.

(Ejemplo 2) Purificacién con un anticuerpo monoclonal

De acuerdo con las descripcion de la Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999), se prepard
un anticuerpo monoclonal anti-trombomodulina usando como antigeno trombomodulina derivada de pulmén humano.
A continuacién, el anticuerpo monoclonal anti-trombomodulina obtenido se dejé entrar en contacto, y reaccionar
Sepharose 4 Fast Flow activada con CNBr (GE Healthcare Bio-Sciences) de modo que el anticuerpo monoclonal
anti-trombomodulina se acoplé con dicho reactivo, produciendo de este modo Sepharose 4 Fast Flow unida al
anticuerpo monoclonal anti-trombomodulina. Se hicieron pasar 16,5 litros de la fraccién de elucién obtenida en el
Ejemplo 1 a través de una columna de anticuerpo monoclonal (diametro: 44 cm; longitud: 10,5 cm) que habia sido
equilibrada con una solucion tampon de fosfato 20 mM (pH 7,3) que contenia cloruro de sodio 0,3 M. La columna se
lavé por suministro de 6 volumenes de columna de una solucién tampén de fosfato 20 mM (pH 7,3) que contenia
cloruro de sodio 1,0 M y, a continuacion, por suministro de 3 volimenes de columna de una soluciéon tampén de
acetato 0,1 M (pH 5,0). Después, se inici6 la elucién con una solucion tampon de glicina-HCI 0,1 M (pH 3,0) que
contenia cloruro de sodio 0,3 M. Se obtuvo un eluato desde la subida inicial hasta el declive del pico de absorbancia
a 280 nm del eluato. A continuacion se anadid al eluato una solucién tampoén de fosfato 0,5 M (pH 7,3) en una
cantidad de 1/10 con respecto al volumen del eluato, para obtener una solucion purificada. Hay que advertir que el
caudal se ajustd a 760 mL /min.

(Ejemplo 3) Purificacion con una columna de cambio catiénico fuerte.

Se afiadié una solucién tampon de glicina-HCI 1,0 M (pH 2,0) a 193 mL de la solucién purificada obtenida en el
Ejemplo 2, para ajustar el pH de la solucién a pH 3,5. Esta solucién se hizo pasar a través de una columna de SP-
Sepharose FF (GE Healthcare Bio-Sciences) (diametro: 16 mm; longitud: 12 cm) que habia sido equilibrada con una
solucion tampon de glicina 0,1 M (pH 3,5) que contenia NaCl 0,3 M. La columna comenzé a ser lavada con una
solucién tampon de glicina-HCI 100 mM (pH 3,5) que contenia NaCl 300 mM. Se obtuvo una fraccion de paso desde
la subida inicial hasta el declive del pico de absorbancia a 280 nm, y se neutralizé inmediatamente con una solucién
tampon de fosfato 0,5 M (pH 7,3) con el fin de ajustar el pH de la soluciéon a pH 7, obteniéndose de este modo un
producto altamente purificado. Hay que advertir que el caudal se ajusté a 3,3 mL/min. Como resultado de la medicion
por cromatografia usando Asahipak C4P-50 antes mencionado o el método ELISA descrito en la Publicacion de
Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999), se encontrd que el contenido de la trombomodulina soluble en el
producto altamente purificado era 99% o mas.

(Ejemplo 4) Separacion de producto desnaturalizado de trombomodulina soluble por elucion en gradiente lineal a
través de intercambiador anidnico (1)

10 mL del producto altamente purificado obtenido en el Ejemplo 3 se diluyeron con 30 mL de agua purificada. Se
hicieron pasar 40 mL de la solucion asi diluida a través de una columna SourceQ 30 (GE Healthcare Bio-Sciences)
(diametro: 0,5 cm, longitud: 9,8 cm) que habia sido equilibrada con una solucién tampén de fosfato 20 mM (pH 6)
que contenia cloruro de sodio 0,1 M. La columna se lavé con 3 volumenes de columna de una solucién tampén de
fosfato 20 mM (pH 6), y empezé a ser eluida por elucion en gradiente lineal de cloruro de sodio de 0,1 M a 0,3 M con
una solucién tampon de fosfato 20 mM (pH 6) en un volumen de elucion de 20 voliumenes de columna. Se fracciono
un eluato en una unidad de 1 volumen de columna desde la subida inicial del pico de absorbancia a 280 nm del
eluato. Hay que advertir que el caudal durante la carga de la muestra y el lavado se ajusté a 2,2 mL/min, y que el
caudal durante la elucion se ajusté a 0,3 mL/min. El cromatograma se muestra en la Figura 1.

(Ejemplo 5) Separacion del producto desnaturalizado de trombomodulina soluble por elucién en gradiente lineal a
través de intercambiador anidnico (2)

Se diluyeron 10 mL de producto altamente purificado obtenido en el Ejemplo 3 con 30 mL de agua purificada. Se
hicieron pasar 40 mL de la soluciéon asi diluida a través de una un columna SourceQ 30 (GE Healthcare Bio-
Sciences) (diametro: 0,5 cm, longitud: 9,8 cm) que habia sido equilibrada con una solucion tampon de fosfato 20 mM
(pH 7) que contenia cloruro de sodio 0,1 M. La columna se lavé con 3 volimenes de columna de una solucion
tampon de fosfato 20 mM (pH 7), y empezd a ser eluida por elucion en gradiente lineal de cloruro de sodio de 0,1 M
a 0,3 M con una solucion tampén de fosfato 20 mM (pH 7) en un volumen de elucion de 20 volumenes de columna.
Se fracciond un eluato en una unidad de 1 volumen de columna desde la subida inicial del pico de absorbancia a 280
nm del eluato. Hay que advertir que el caudal durante la carga de la muestra y el lavado se ajusté a 2,2 mL/min, y
que el caudal durante la elucion se ajusté a 0,3 mL/min. El cromatograma se muestra en la Figura 2.
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(Ejemplo 6) Separacion de producto desnaturalizado de trombomodulina soluble por elucion en gradiente lineal a
través de intercambiador anidnico (3)

Se diluyeron 10 mL del producto altamente purificado obtenido en el Ejemplo 3 con 30 mL de agua purificada. Se
hicieron pasar 40 mL de la solucion asi diluida a través de una columna SourceQ 30 (GE Healthcare Bio-Sciences)
(diametro: 0,5 cm; longitud: 9,8 cm) que habia sido equilibrada con una solucion tampén Tris 20 mM (pH 8) que
contenia cloruro de sodio 0,1 M. La columna se lavé con 3 volimenes de columna de una solucién tampén Tris 20
mM (pH 8) y la elucién luego se inicié por elucion en gradiente lineal de cloruro de sodio de 0,1 M a 0,3 M con una
solucién tampén Tris 20 mM (pH 8) a un volumen de elucién de 20 volimenes de columna. Se fraccion6 un eluato en
una unidad de 1 volumen de columna desde la subida inicial del pico de absorbancia a 280 nm del eluato. Hay que
advertir que el caudal durante la carga de la muestra y el lavado se ajust6 a 2,2 mL/min, y que el caudal durante la
elucién se ajustoé a 0,3 mL/min. El cromatograma se muestra en la Figura 3.

(Ejemplo 7) Evaluacion del contenido de productos desnaturalizados de trombomodulinas solubles de los Ejemplos
4-6

Usando una cromatografia analitica de exclusion por tamafios, TSK-GEL G3000SWXL (D.l. 7,8 mm x 30 cm;
TOSOH), se evalud en cada fraccion el contenido de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble. La
columna se equilibré con una fase movil. Como tal fase moévil, se utilizé una solucién tampén de fosfato 50 mM (pH
7,3) que contenia sulfato de sodio 0,1 M. Se sometieron 150 yL de cada fraccion a la cromatografia antes
mencionada a un caudal de 0,9 mL/min, de modo que se analiz6. Ademas, la velocidad de recuperaciéon de cada
fraccion se calculé midiendo la absorbancia a 280 nm. Los resultados de los Ejemplos 4 a 6 se muestran en la
siguiente Tabla 1. Ademas, con respecto al producto altamente purificado obtenido en el Ejemplo 3, también se
midié por el método antes mencionado el contenido de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble.
Como resultado, se encontré que el contenido era 7,0% (Figura 4). En cualquiera de las condiciones de los Ejemplos
4 a 6, se pudo obtener una trombomodulina soluble de gran pureza que no contenia sustancialmente un producto
desnaturalizado de trombomodulina soluble con una tasa de recuperacion de 76% a 81%.

Tabla 1

Mezcla de las | Fraccion 5| Fraccion 6| Fraccion 7
fracciones 1 a 4

Ejemplo 4 | Tasa de contenido de producto

desnaturalizado de TM (%) 0,0 9,3 41,5 53,8

Tasa de recuperacion (%) 80 9 7 4
Ejemplo 5 | Tasa de contenido de producto

desnaturalizado de TM (%) 0,0 3,0 35,5 54,7

Tasa de recuperacion (%) 76 10 8 6
Ejemplo 6 | Tasa de contenido de producto

desnaturalizado de TM (%) 0,0 8,8 40,2 50,0

Tasa de recuperacion (%) 81 9 7 3

TM = trombomodulina.

(Ejemple 8) Separacion de producto desnaturalizado de trombomodulina soluble por elucion en gradiente
escalonado a través de un intercambiador anionico.

Se diluyeron 70 mL del producto altamente purificado obtenido en el Ejemplo 3 con 210 mL de agua purificada. La
solucion diluida se hizo pasar a través de una columna SourceQ 30 (GE Healthcare Bio-Sciences) (diametro: 0,5 cm;
longitud: 20,5 cm) que habia sido equilibrada con una solucidon tampén de fosfato 20 mM (pH 7,3) que contenia
cloruro de sodio 30 mM. La columna se lavd con 3 volimenes de columna de una solucién tampén de fosfato 20 mM
(pH 7,3) que contenia cloruro de sodio 30 mM, y se comenzd la elucién con una solucion tampén de fosfato 20 mM
(pH 7,3) que contenia cloruro de sodio 0,18 M. Se obtuvo un eluato desde la subida inicial del pico de absorbancia a
280 nm del eluato hasta 6 volimenes de columna. Usando una cromatografia analitica de exclusién por tamanios,
TSK-GEL G3000SWXL (TOSOH), se evalué en el eluato el contenido de un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble en las condiciones del Ejemplo 7. Como resultado, se encontré que el contenido del
producto desnaturalizado de trombomodulina soluble era 0,0%. Por lo tanto, se pudo obtener una trombomodulina
soluble de gran pureza que no contenia sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble.
Se encontré que la tasa de recuperacion del eluato era 89%. Hay que advertir que el caudal durante la carga de la
muestra y el lavado se ajustd @ 0,8 mL/min, y que el caudal durante la eluciéon se ajusté a 0,4 mL/min. El
cromatograma se muestra en la Figura 5.

(Ejemplo 9) Obtencién de un liquido sobrenadante de cultivo que contiene trombomodulina soluble por cultivo exento
de suero de células de ovario de hamster chino, en las que se incorporo, por técnicas de ingenieria genética, el gen
de la trombomodulina humana que habia sido preparado y modificado.
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Como medios exentos de suero que no contenian ingredientes de origen animal utilizados en el cultivo para la
obtencién de un liquido sobrenadante de cultivo que contenia trombomodulina soluble, se prepararon dos tipos de
medios, a saber, un medio para la siembra y un medio para el cultivo por perfusion.

Para preparar el medio para la siembra, se mezclaron asépticamente 5 mL de suplemento HT (liquido; nimero de
catalogo: 11067-030; fabricante: Invitrogen) y 40 mL de L-glutamina 200 mM (liquido; nimero de catalogo: 25030-
081; fabricante: Invitrogen) en 1 litro de IS CHO-CD (medio liquido; nimero de catalogo: 91119-1L; fabricante: Irvine
Scientific). Para sus conservacion, el medio asi preparado para la siembra se refriger6é (2°C a 8°C), y cuando se
utilizé, se calenté en un bafo de temperatura constante a 36°C inmediatamente antes de su uso.

Para preparar el medio para el cultivo en perfusion, se afiadieron 20,8 g de IS CHO-CD-A3 (medio en polvo; numero
de catalogo 98688; fabricante: Irvine Scientific), 2,6 g de sales comunes (calidad especial; fabricante: Wako Pure
Chemical Industries, Ltd.) y 4,4 g de bicarbonato de sodio (calidad especial; fabricante: Wako Pure Chemical
Industries, Ltd.) y se disolvieron en 1 L de agua ultrafiltrada desionizada, y a continuacion la solucion mixta se filtro
asépticamente por un filiro de 0,2 ym (hecho de PVDF; fabricante: Millipore). El medio asi preparado para el cultivo
en perfusion se refrigerd (2°C a 8°C) cuando se conservod y uso.

Para la iniciacion del cultivo de siembra, las células congeladas capaces de producir trombomodulina soluble
(Publicacion de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999)) se fundieron rapidamente en un bafio a
temperatura constante de 37°C, y a continuacion las células se pusieron en suspension en un medio para el cultivo
de siembra. La suspension se centrifugd (2000 rpm; 2 minutos; Kokusan Chemical Co., Ltd.) y después de la
eliminacién del liquido sobrenadante centrifugado el sedimento celular se puso en suspension en 100 mL del medio
para el cultivo de siembra. La suspension se distribuyd en un recipiente de cultivo consistente en un matraz en forma
de T de 225 cm? (fabricante: BD Biosciences) para iniciar un cultivo de siembra para la primera etapa. El cultivo de
siembra para la primera etapa se llevé a cabo en forma de un cultivo estatico en una incubadora a 36°C con 5% de
CO,. Cuando la denS|dad de las células vivas que flotan en el cultivo de siembra para la primera etapa alcanzé
aproximadamente 8 x 10° células/mL, las células se subcultivaron hasta obtener un cultivo de siembra para la
segunda etapa.

El cultivo de siembra para la segunda etapa y los cultivos subsiguientes se llevaron a cabo como cultivos giratorios.
Las balanzas y los recipientes del cultivo giratorio utilizados en cultivos giratorios como cultivos de siembra son los
siguientes: cultivo de siembra para la segunda etapa: 400 mL (un matraz giratorio de vidrio; fabricante: Shibata
Scientific Technology Ltd.); cultivo de siembra para la tercera etapa: 1,6 L (un matraz giratorio de vidrio; fabricante:
Shibata Scientific Technology Ltd.); y cultivo de siembra para la cuarta etapa: 6 L (un matraz giratorio de vidrio;
fabricante: Shibata Scientific Technology Ltd.). Asi, las células se subcultivaron sucesivamente, de modo que se
aumento la cantidad de una solucion de cultlvo Cuando la densidad de células vivas que flotaban en un cultivo de
siembra alcanz6 aproximadamente 8 x 10° células/mL, las células se subcultivaron hasta el cultivo de siembra
siguiente. En dichos subcultivos, se afiadié un medio para el cultivo de siembra al medio anterior en la misma
cantidad que el valor obtenido restando el peso de la balanza de cultivo antes del subcultivo del peso de la balanza
de cultivo después del subcultivo, con el fin de aumentar la cantidad de la solucion de cultivo. El cultivo giratorio se
llevé a cabo en una incubadora a 36°C, con 5% de COg, utilizando un agitador magnético (fabricante: Shibata
Scientific Technology Ltd.) a una velocidad de agitacion de 60 a 100 rpm.

Cuando la densidad de células vivas que flotan en el cultivo de siembra para la cuarta etapa alcanzé
aproximadamente 8 x 10° células/mL, se transfirieron 2 litros de la solucion de cultivo de siembra a cada uno de 3
depdsitos de cultivo en perfusion (fermentadores de cultivos en perfusion de 2 L; fabricante: B.E. Marubishi Co., Ltd.)
y luego se inicié el cultivo en perfusion.

En el cultivo en perfusion, el transporte cuantitativo de un medio de cultivo en perfusiéon suministrado a un depdsito
de cultivo en perfusion se llevd a cabo usando una bomba peristaltica (fabricante: Master Flex) a un caudal de 2
L/dia.

La separacion de células en el cultivo en perfusion se llevé a cabo utilizando un filtro giratorio acoplado a un depésito
de cultivo en perfusion. Los filtros giratorios usados en los 3 depositos de cultivo en perfusion fueron de tipos
diferentes. Un primer filtro giratorio consistia en una malla de acero inoxidable (FP-10, diametro de poros: 10 pm;
fabricante: Fuji Filtro MFG Co., Ltd.). Un segundo filtro giratorio consistia en una malla de acero inoxidable (FP-30,
diametro de poros: 30 ym; fabricante: Fuji Filiro MFG Co., Ltd.). Un tercer filtro giratorio consistia en una malla de
poliéster PETP (diametro de poros: 10 ym; numero de catalogo: BB-8808571; fabricante: Sartorius KK),

Se retiré intermitentemente del deposito un liquido sobrenadante de cultivo, separado con un filtro giratorio acoplado
a un depdsito de cultivo en perfusién, mediante la presion en el depdsito de cultivo por la acciéon de un sensor de
nivel que indicaba un nivel de liquido de 2 L en el depdsito de cultivo en perfusién, cuando la cantidad de la solucién
de cultivo llegdé a ser 2 L o mas. El liquido sobrenadante del cultivo retirado intermitentemente se transfirié a un
recipiente refrigerado, y luego se refrigeré de 2°C a 8°C.

Las condiciones para el cultivo en perfusiéon fueron controladas como sigue: la temperatura en el depésito: 35°C a
37°C; nivel de oxigeno disuelto: 10% a 90%;y pH 6,8 a 7,6.
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El cultivo en perfusién se realizé durante 30 dias. Las densidades medias de las células vivas durante el cultivo
fueron los siguientes: en el Erimer depdsito de cultivo en perfusion: 17 x 10° células/mL; en el segundo deposito de
cultivo en perfusion: 10 x 10° células/mL; y en el tercer depdsito de cultivo en perfusion: 18 x 10° células/mL.

Se reunieron los liquidos sobrenadantes de cultivo obtenidos de los 3 depdsitos de cultivo en perfusion durante un
periodo de tiempo entre el tercer dia y el dia 30 del cultivo en perfusion, y luego la mezcla se filtré por un filtro de 0,2
pum (de PVDF; fabricante: Millipore). El liquido sobrenadante de cultivo filtrado se refriger6 (2°C a 8°C).

(Ejemplo 10) Purificacién con una columna de intercambio aniénico fuerte.

Se hicieron pasar 850 mL del liquido sobrenadante de cultivo obtenido en el Ejemplo 9 a través de una columna Q-
Sepharose FF (GE Healthcare Bio-Sciences) (diametro: 1,6 cm, longitud: 29 cm) que habia sido equilibrada con una
solucién tampén de acetato de sodio 20 mM - acetato 120 mM que contenia cloruro de sodio 30 mM.
Posteriormente, la columna se lavé con 12 volimenes de columna de una soluciéon tampoén de acetato de sodio 20
mM - acetato 120 mM (pH 3,8) que contenia cloruro de sodio 30 mM y a continuacion se inicid la elucién con una
solucion tampén de acetato de sodio 20 mM - acetato 40 mM (pH 4,2) que contenia cloruro de sodio 140 mM. Se
afnadié 1/5 de volumen de columna de una solucion tampén HEPES 1 M (pH 8) que contenia fosfato de potasio 10
mM a un eluato desde la subida inicial del pico principal de absorbancia a 280 nm del eluato hasta 2 volumenes de
columna, con el fin de obtener un producto purificado. Hay que advertir que el caudal se ajustd a 2 mL/min.

(Ejemplo 11) Separacion de producto desnaturalizado de trombomodulina soluble por elucién en gradiente
escalonado a través de hidroxiapatita.

Se hicieron pasar 20 mL del producto purificado obtenido en el Ejemplo 10 a través de una a una columna Macro-
Prep (R) Ceramic Hydroxyapatite TYPE 1 (BIO-RAD) (diametro: 0,5 cm; longitud: 9,7 cm) que habia sido equilibrada
con una soluciéon tampon HEPES 20 mM (pH 7) que contenia cloruro de sodio 0,17 M y fosfato de sodio 2 mM. La
columna se lavo con 6 volumenes de columna de una solucién tampén HEPES 20 mM (pH 7) que contenia cloruro
de sodio 0,17 M y fosfato de sodio 2 mM, y a continuacion se realiz6 la elucion con 4 volimenes de columna de una
solucion tampon de fosfato 8 mM (pH 7) que contenia cloruro de sodio 10 mM. Se obtuvo un eluato desde la subida
inicial hasta el declive del pico de absorbancia a 280 nm del eluato. Hay que advertir que el caudal se ajusté a 0,4
mL/min. Usando una cromatografia analitica de exclusiéon por tamafios, TSK-GEL G3000SWXL (TOSOH), se evalud
en el eluato en las condiciones del Ejemplo 7, el contenido de un producto desnaturalizado de trombomodulina
soluble. Como resultado, se encontré que el contenido del producto desnaturalizado de trombomodulina soluble era
0,8% o menos. La columna se reprodujo con una solucién tampén de fosfato 0,5 M (pH 7). ElI cromatograma se
muestra en la Figura 6.

(Ejemplo 12) Purificacién en bruto con una columna de intercambio aniénico fuerte (2)

Se hicieron pasar 5,2 L de liquido sobrenadante del cultivo obtenido en el Ejemplo 9 a través de una columna Capto
Q (GE Healthcare Bio-Sciences) (diametro: 1,6 cm; longitud: 26 cm) que habia sido equilibrada con una solucién
tampon Tris-HCI 20 mM (pH 7,7) que contenia cloruro de sodio 150 mM. Posteriormente, la columna se lavé con 15
volumenes de columna de una solucion tampoén Tris-HCI 20 mM (pH 7,7) que contenia cloruro de sodio 0,18 My a
continuacion se inicio la eluciéon con una solucion tampon Tris-HCI 20 mM (pH 7,7) que contenia cloruro de sodio 0,3
M. Se obtuvo un eluato desde la subida inicial del pico de absorbancia a 280 nm del eluato hasta 2 volumenes de
columna como un producto purificado en bruto. Hay que advertir que el caudal se ajusté a 10 mL/min.

(Ejemplo 13) Purificaciéon con un anticuerpo monoclonal (2)

Se produjo un anticuerpo monoclonal de acuerdo con el Documento de Patente 2. Se hicieron pasar 72 mL de la
fraccion de elucién obtenida en el Ejemplo 12 a través de una columna cargada con un anticuerpo monoclonal
(diametro: 5 cm; longitud: 11 cm) que habia sido equilibrada con una solucién tampén de fosfato 20 mM (pH 7,3) que
contenia cloruro de sodio 0,3 M. Se suministraron a la columna 6 volumenes de columna de una soluciéon tampon de
fosfato 20 mM (pH 7,3) que contenia cloruro de sodio 1,0 M y después se suministraron a dicha columna 3
volumenes de columna de una soluciéon tampén de acetato 0,1 M (pH 5,0), de modo que se lavé dicha columna.
Después, se inicio la elucion con una solucion tampén de glicina-HCI 0,1 M (pH 3,0) que contenia cloruro de sodio
20 mM, para obtener un eluato desde la subida inicial hasta el declive del pico de absorbancia a 280 nm del eluato.
Luego se afadid al eluato 15% en volumen de una solucidon tampén de fosfato 0,3 M (pH 7,3), para obtener una
solucion purificada. Hay que advertir que el caudal se ajustd a 9,8 mL/min. Como resultado de la medicién por
cromatografia usando el Asahipak C4P-50 antes mencionado o el método ELISA descrito en la Publicacion de
Patente japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999) se encontré que el contenido de trombomodulina soluble en la
solucioén altamente purificada era 99% o mas.

(Ejemplo 14) Altas purificacion y eliminacién de producto desnaturalizado de trombomodulina soluble con un
intercambiador anidnico fuerte.

Se hicieron pasar 75 mL de la solucion purificada obtenida en el Ejemplo 13 a través de una columna SourceQ 30
(GE Healthcare Bio-Sciences) (diametro: 0,5 cm; longitud: 20,5 cm) que habia sido equilibrada con una solucion
tampon de acetato 0,1 M (pH 4) que contenia cloruro de sodio 40 mM. Se suministraron a la columna 2 voliumenes

20



10

15

20

25

30

35

ES 2496 596 T3

de columna de una solucién tampén de acetato 0,1 M (pH 4) que contenia cloruro de sodio 40 mM, luego se
suministraron a dicha columna 4 volimenes de columna de una solucidon tampoén de acetato 0,1 M (pH 4) que
contenia cloruro de sodio 50 mM y después se suministraron a dicha columna 3 volumenes de columna de una
solucion tampon de fosfato 20 mM (pH 7,3) que contenia cloruro de sodio 30 mM de modo que se lavo la columna.
Después se inicid la elucion con una solucion tampoén de fosfato 20 mM (pH 7,3) que contenia cloruro de sodio 0,18
M, para obtener un eluato desde la subida inicial del pico de absorbancia a 280 nm del eluato hasta 6 voliumenes de
columna. Hay que advertir que el caudal durante la carga de la muestra se ajusté a 1 mL/min, y que el caudal
durante el lavado y la elucion se ajusto a 0,3 mL/min. Usando una cromatografia analitica de exclusiéon por tamarios,
TSK-GEL G3000SWXL (TOSOH), se evaluo en el eluato, en las condiciones del Ejemplo 7, el contenido de un
producto desnaturalizado de trombomodulina soluble. Como resultado, se encontré que el contenido del producto
desnaturalizado de trombomodulina soluble era 0,1%. Por tanto, se obtuvo una trombomodulina soluble de gran
pureza que no contenia sustancialmente un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble. Se encontré que
la tasa de recuperacion del eluato era 71%. El cromatograma se muestra en la Figura 7.

(Ejemplo 15) Evaluacion de la cantidad de proteinas en la que estan mezclados diferentes tipos de productos
(producto derivado de anticuerpo de ratén y producto derivado de células de ovario de hamster chino)

Por el método ELISA descrito en la Publicacién de Patente Japonesa (Kokai) N° 11-341990 A (1999) se evaluaron
las fracciones de elucion de los Ejemplos 13 y 14. Se midié la absorbancia a 280 nm de cada fraccién de elucion.
Los resultados obtenidos evaluando por absorbancia dicha fraccién de elucidon basada en la cantidad mixta se
muestran en la Tabla 2 siguiente. Las cantidades mixtas de ingredientes podian ser disminuidas simultaneamente.

Tabla 2:
Producto derivado de anticuerpo de ratéon| Producto derivado de células de ovario de hamster
(ng/DO) chino (ng/DO)
Ejemplo 13 1 102
Ejemplo 14 N.D. N.D.

Breve descripcion de los dibujos

La Figura 1 muestra un cromatograma de la separacion de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble
por elucién en gradiente lineal a través de un intercambiador aniénico en el Ejemplo 4.

La Figura 2 muestra un cromatograma de la separacion de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble
por elucién en gradiente lineal a través de un intercambiador aniénico en el Ejemplo 5.

La Figura 3 muestra un cromatograma de la separacion de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble
por elucién en gradiente lineal a través de un intercambiador aniénico en el Ejemplo 6.

La Figura 4 muestra los resultados obtenidos midiendo el contenido de un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble en el producto altamente purificado obtenido en el Ejemplo 3.

La Figura 5 muestra un cromatograma de la eliminacion de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble
por elucién en gradiente escalonado a través de un intercambiador aniénico en el Ejemplo 8.

La Figura 6 muestra un cromatograma de la eliminaciéon de un producto desnaturalizado de trombomodulina soluble
por elucién en gradiente escalonado a través de hidroxiapatita en el Ejemplo 11.

La Figura 7 muestra un cromatograma de las altas purificacion y eliminacion de un producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble a través de un intercambiador anidnico fuerte en el Ejemplo 14.
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<110> Asahi Kasei Pharma Kabushiki Kaisha

<120> Método para producir trombomodulina soluble de gran pureza

<130> F107165
<160> 13

<210>1
<211>132
<212> PRT
<213> humana

<400> 1

Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly
1 5
Phe Pro Asp Pro Cys Phe Arg Ala
20
Leu Asn Gin Thr Ser Tyr Leu Cys
35 ' 40
Ile Pro His Glu Pro His Arg Cys
50 55
Cys Pro Ala Asp Cys Asp Pro Asn
65 70
Glu Gly Tyr lle Leu Asp Asp Gly
85
Cys Glu Asn Gly Gly Phe Cys Ser
100
Thr Phe Glu Cys lle Cys Gly Pro
115 120
Gly Thr Asp Cys
130

<210> 2
<211> 396
<212> DNA
<213> humano

<400> 2

atgetteegee tcoctggtcet tggogogotg
tgcttcagag ccaactgcga gtaccagtgc
gtetgecgeocg agggottege goccattece
aaccagactg cctgtecage cgactgegac
gaaggctaca tcctggacga cggtttcate
gegcttotget ccgeggetgteg ccacaaccte
gactcggece ttgtcecgeca cattggeace

<210> 3
<211>132
<212> PRT
<213> humana

<400> 3

Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Gly

10

15

Asn Cys Glu Tyr Gin Cys Gln Pro

25
Val Cys A

a
GIn Met Phe

Thr Gin Ala
75

Phe Ile Cys

<90

Gly Val Cys

105

Asp Ser A

a

gecetgecog
cagccectga
Cacgagccec
cccaacacce
tgecacggaca
cccggtacet
gactgt

30
Glu Gly Phe Ala
45
Cys Asn Gin Thr
60
Ser Cys Glu Cys

Thr Asp lie Asp
95
His Asn Leu Pro
110
Leu Val Arg His
125

Pro
Ala
Pro
80

Glu
Gly

lle

goctggggtt cccogacceg 60
accaaactag ctacctctge 120
acaggtgcca gatgttttge 180
aggctagetg tgagtgccct 240
tcgacgagtg cgaaaacgge 300
tcgagtgcat ctgcggecce 360

Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Gly

1 5

10

15

Phe Pro Asp Pro Cys Phe Arg Ala Asn Cys Glu Tyr GIn Cys GIn Pro

22
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. 20 25 30
Leu Asn GIn Thr Ser Tyr Leu Cys Val Cys Ala Glu Gly Phe Ala Pro
35 40 45 ‘
Ile Pro His Glu Pro His Arg Cys Gln Met Phe Cys Asn Gin Thr Ala
50 55 60
Cys Pro Ala Asp Cys Asp Pro Asn Thr Gin Ala Ser Cys Glu Cys Pro
65 70 15 80
Glu Gly Tyr lle Leu Asp Asp Gly Phe lle Cys Thr Asp lle Asp Glu
85 90 95
Cys Glu Asn Gly Gly Phe Cys Ser Gly Val Cys His Asn Leu Pro Gly
. 100 105 110
Thr Phe Glu Cys lle Cys Gly Pro Asp Ser Ala Leu Ala Arg His Ile
115 120 125
Gly Thr Asp Cys
130
<210>4
<211> 396
<212> DNA

<213> humano

<400> 4

atgettgege tcoctggtect tggegegetg gecctggecg goctggggtt cecegaceeg 60
tgcttcagag ccaactgcga gtaccagtge cageccotga accaaactag ctacctctge 120
gtctgcgccg agggcttcgc geccattece cacgagecge acaggtgcca gatgttttge 180
aaccagactg cctgtccage cgactgegac cccaacacce aggctagotg tgagtgecct 240
gaaggctaca tcctggacga cggtttcatc tgcacggaca tcgacgagte cgaaaacgee 300
gecttctget coggggtetg ccacaaccte cceggtacet tegagtgeat ctgegggece 360

gactoggece ttgeccgeca cattggecace gactegt

<210>5
<211> 480
<212> PRT
<213> humana

<400> 5

Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Gly
1 5 10 18
Phe Pro Ala Pro Ala Glu Pro GIn Pro Gly Giy Ser GIn Cys Val Glu
20 25 30
His Asp Cys Phe Ala Leu Tyr Pro Gly Pro Ala Thr Phe Leu Asn Ala
35 40 45
Ser Gin lle Cys Asp Gly Leu Arg Gly His Leu Met Thr Val Arg Ser
50 55 60
Ser Val Ala Ala Asp Val |le Ser Leu Leu Leu Asn Gly Asp Gly Gly
65 70 5 80
Val Gly Arg Arg Arg Leu Trp Ile Gly Leu Gln Leu Pro Pro Gly Cys
85 90 95
Gly Asp Pro Lys Arg Leu Gly Pro Leu Arg Gly Phe Gin Trp Val Thr
100 105 110
Gly Asp Asn Asn Thr Ser Tyr Ser Arg Trp Ala Arg Leu Asp Leu Asn
115 120 125
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Gly Ala Pro Leu Cys Gly Pro Leu Cys Val Ala Val Ser Ala Ala Glu
130 135 140
Ala Thr Val Pro Ser Glu Pro lle Trp Glu Glu GIn GIn Cys Glu Val!
145 150 155 160
Lys Ala Asp Gly Phe Leu Cys Glu Phe His Phe Pro Ala Thr Cys Arg
165 170 175
Pro Leu Ala Val Glu Pro Gly Ala Ala Ala Ala Ala Val Ser Ile Thr
180 185 190
Tyr Gly Thr Pro Phe Ala Ala Arg Gly Ala Asp Phe Gin Ala Leu Pro
195 200 205
Val Gly Ser Ser Ala Ala Val Ala Pro Leu Gly Leu GIn Leu Met Cys
210 215 220
_Thr Ala Pro Pro Gly Ala Val GIn Gly His Trp Ala Arg Glu Ala Pro
225 230 235 240
Gly Ala Trp Asp Cys Ser Val Glu Asn Gly Gly Cys Glu His Ala Cys
245 250 255
Asn Ala lle Pro Gly Ala Pro Arg Cys Gin Cys Pro Ala Gly Ala Ala
260 265 270
Leu Gln Ala Asp Gly Arg Ser Cys Thr Ala Ser Ala Thr Gin Ser Cys
275 280 285
Asn Asp Leu Cys Glu His Phe Cys Val Pro Asn Pro Asp Gin Pro Gly
290 295 - 300
Ser Tyr Ser Cys Met Cys Glu Thr Gly Tyr Arg Leu Ala Ala Asp GIn
305 310 315 320
His Arg Cys Glu Asp Val Asp Asp Cys |le Leu Glu Pro Ser Pro Cys
325 330 335
Pro Gin Arg Cys Val Asn Thr Gin Gly Gly Phe Glu Cys His Cys Tyr
340 345 350
Pro Asn Tyr Asp Leu Val Asp Gly Glu Cys Val Glu Pro Val Asp Pro
355 360 365
Cys Phe Arg Ala Asn Cys Giu Tyr Gln Cys Gln Pro Leu Asn Gln Thr
370 375 380
Ser Tyr Leu Cys Val Cys Ala Glu Gly Phe Ala Pro lle Pro His Glu
385 390 395 i 400
Pro Ris Arg Cys GIn Met Phe Cys Asn GIn Thr Ala Cys Pro Ala Asp
405 410 415
Cys Asp Pro Asn Thr Gin Ala Ser Cys Glu Cys Pro Glu Gly Tyr lle
. 420 425 430
Leu Asp Asp Gly Phe Ile Cys Thr Asp |le Asp Glu Cys Glu Asn Gly
435 440 445
Gly Phe Cys Ser Gly Val Cys His Asn Leu Pro Gly Thr Phe Glu Cys
450 455 460
Ile Cys Gly Pro Asp Ser Ala Leu Val Arg His Iie Gly Thr Asp Cys
465 470 415 480

<210>6
<211> 1440

<212> DNA
<213> humano

<400> 6
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atgcttgges tcctggtect tggegogetg gocctggccg gootggegtt ceecgeacce 60
gcagagocgc ageogggtee cagecagtge gtegageacg actgcttcge getctacceg 120
geccccgega ccttectcaa tgocagtcag atctgegacg gactgeggge ccacctaatg 180
acagtgeget cotoggteee tgccgatgte atttecttge tactgaacgg cgacggegge 240
gttggccece ggcgoctotg gatcggectg cagotgecac ceoggctgegs cgaccccaag 300
cgectegeee ceotgegegg cttecagtge gttacgggag acaacaacac cagetatage 360
aggtgggcac ggetcegacct caatgggect ccectetgeg gecogttets cgtegetgte 420
tccgetgete aggccactgt geccagegag ccgatctggs aggageagea gtgegaagtg 480
aaggccgatg gotteoctetg cgagttccac ttcccageca cetgeaggee actggotgteg 540
gagcccgecg cegegectge cgecgtoteg atcacctacg geacccogtt cgeggececge 600
geageggact tccaggeget gocgetggge agotoogoeg cggtgectec cotcggetta 660
cagctaatgt gcaccgegec goccggageg gtccagggec actgggccag ggaggcgecg 720
gecgettgge actgeagegt ggagaacgge ggctgegage acgegtgcaa tgegatccet 780
gegectccce gotgecagtg cccagecgge gecgecctge aggcagacgg gegotectge 840
accgcatceg cgacgeagte ctgcaacgac ctetgegage acttetgegt teccaaccce 900
gaccagcegg getcctacte gtgcatgtge gagaccgget accggetggc ggccgaccaa 960
caccggtgeg agpacgtgga tgactgeata ctggagecca gtocgtgtee geagegetgt 1020
gtcaacacac agggtggott cgagtgccac tgcotacccta actacgacct ggtggacgge 1080
gagtgtegtge agccecgtgga coegtgettc agagccaact gegagtacca gtgccagece 1140
ctgaaccaaa ctagctacct ctgegtcotge gecgagggct tegcgcccat tccecacgag 1200
ccgcacaggt gccagatgtt ttgcaaccag actgectgtc cagecgactg cgaccccaac 1260
acccaggcta getgtgagtg ccctgaagge tacatcotgg acgacggttt catctgeacg 1320
gacatcgacg agtgcgaaaa cggeggcttc tgctccggeg tgtgccacaa coteccccggt 1380
accttcgagt gcatctgegg geccgacteg geccttgtee gecacattgg caccgactgt 1440

<210>7
<211> 480
<212> PRT
<213> humana

<400> 7

Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Gly
1 5 10 15
Phe Pro Ala Pro Ala Glu Pro Gin Pro Gly Gly Ser Gin Cys Val Glu
20 25 30
His Asp Cys Phe Ala Leu Tyr Pro Gly Pro Ala Thr Phe Leu Asn Ala
35 40 45
Ser GIn lle Cys Asp Gly Leu Arg Gly His Leu Met Thr Val Arg Ser
50 1 60
Ser Val Ala Ala Asp Val lle Ser Leu Leu Leu Asn Gly Asp Gly Gly
65 10 75 80
Val Gly Arg Arg Arg Leu Trp lle Gly Leu Gin Leu Pro Pro Gly Cys
85 90 a5
Gly Asp Pro Lys Arg Leu Gly Pro Leu Arg Gly Phe GIn Trp Val Thr
100 105 110
Gly Asp Asn Asn Thr Ser Tyr Ser Arg Trp Ala Arg Leu Asp Leu Asn
115 120 125
Gly Ala Pro Leu Cys Gly Pro Leu Cys Val Ala Val Ser Ala Ala Glu
130 135 140
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Ala Thr Val Pro Ser Glu Pro lle Trp Glu Glu Gln Gin Cys Glu Val
145 150 155 160
Lys Ala Asp Gly Phe Leu Cys Glu Phe His Phe Pro Ala Thr Cys Arg
165 : 170 175
Pro Leu Ala Val Glu Pro Gly Ala Ala Ala Ala Ala Val Ser lle Thr
180 185 190
Tyr Gly Thr Pro Phe Ala Ala Arg Gly Ala Asp Phe GIn Ala Leu Pro
195 200 205
Val Gly Ser Ser Ala Ala Val Ala Pro Leu Gly Leu Gin Leu Met Cys
210 215 220
Thr Ala Pro Pro Gly Ata Val GIn Gly His Trp Ala Arg Glu Ala Pro
225 230 235 240
Gly Ala Trp Asp Cys Ser Val Glu Asn Gly Gly Cys Glu His Ala Cys
245 250 255
Asn Ala 1le Pro Gly Ala Pro Arg Cys Gin Cys Pro Ala Gly Ala Ala
260 265 270
Leu GIn Ala Asp Gly Arg Ser Cys Thr Ala Ser Ala Thr GIn Ser Cys
275 280 285
Asn Asp Leu Cys Glu His Phe Cys Val Pro Asn Pro Asp GIn Pro Gly
290 295 300
Ser Tyr Ser Cys Met Cys Glu Thr Gly Tyr Arg Leu Ala Ala Asp Gin
305 310 315 320
His Arg Cys Glu Asp Val Asp Asp Cys |le Leu Glu Pra Ser Pro Cys
325 330 335
Pro Gin Arg Cys Val Asn Thr Gin Gly Gly Phe Glu Cys His Cys Tyr
’ 340 345 © 350
Pro Asn Tyr Asp Leu Val Asp Gly Glu Cys Val Glu Pro Val Asp Pro
355 360 365
Cys Phe Arg Ala Asn Cys Glu Tyr GIn Cys Gin Pro Leu Asn GIn Thr
370 375 380
Ser Tyr Leu Cys Val Cys Ala Glu Gly Phe Ala Pro lle Pro His Glu
385 390 395 400
Pro His Arg Cys GIn Met Phe Cys Asn Gin Thr Ala Cys Pro Ala Asp
405 ) 410 415
Cys Asp Pro Asn Thr GIn Afa Ser Cys Glu Cys Pro Glu Gly Tyr ile
420 425 430
Leu Asp Asp Gly Phe lle Cys Thr Asp lle Asp Glu Cys Glu Asn Gly
435 440 445
Gly Phe Cys Ser Gly Val Cys His Asn Leu Pro Gly Thr Phe Glu Cys
450 455 460
Ile Cys Gly Pro Asp Ser Ala Leu Ala Arg His Ile Gly Thr Asp Cys
465 - 470 475 480

<210> 8
<211> 1440
<212> DNA
<213> humano

<400> 8

atgettgaegg tectagtect tggegegete gecotggocy geotagegtt ccecgeaces 60
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gcagagecge agecgggtge cagecagtge gtogagcacg actgettcge gotetacceg 120
ggeccecgega cottectcaa tgeccagtcag atctgegacg gactgcgese ccacctaatg 180

acagtgeget ccteggtgee
gttggccgcc ggogoctetg
cgeoteggee cooctgegege
aggtgggcac ggctcgacct
tcegotgotg aggccactgt
aaggecgatg gettectetg
gagcceggeg cogeggetec
ggagcggact tccaggeget
cagctaatgt geaccgegee
gecgcttgeg actgeagegt
geegctccee gotgecagte
accgcatceg cgacgeagte
gaccagecgg gctectacte
caccggtece aggacgtgga
gtcaacacac agggtegctt
gagtgtates ageeccgteea
ctgaaccaaa ctagetacct
ccgcacaggt gocagatgtt
acccaggeta gotgtgagte
gacatcgacg agtgcgaaaa
accttcgagt geatctgegg

<210>9
<211>516
<212> PRT
<213> humana

<400> 9

tgccgatgte atttecttec
gatcggeetg cagetgccac
cttecagtgg gttacgggag
caatgggect cccctetgog
geccagegag ccgatctggg
cgagttccac ttcccagcca
cgeogteteg atcacctacg
geeggtggege agetecgecg
geecggageg gtecaggeee
ggagaacgge ggetgegage
cccagecgge gecgeectge
ctgcaacgac ctetgegage
gtgocatgtge gagaccggct
tgactgcata ctggagecca
cgagtgccac tgctacccta
cecgtgettc agagecaact
ctgegtotge gecgaggeet
ttgcaaccag actgcctgtc
ccctgaagge tacatcctgg
cggeggcttc tgcteceges
gecocgactcg geccttgece

tactgaacgg cgacggegge 240
ccggctgegg cgaccccaag 300
acaacaacac cagctatagc 360
gooegttgte cgtegetgte 420
aggagcagea gtgegaagtg 480
cctgecaggee actggetgte 540
gecaccecgtt cgeggecege 600
cggtggetee cotcggetta 660
actgggccag ggaggegecg 720
acgcgtgcaa tgcgatccct 780
aggcagacgg gegctectge 840
acttctgegt tcccaacccc 900
accggcetgec gegccgaccaa 960
gtccgtgtec geagegetgt 1020
actacgacct ggtggaceggc 1080
gegagtacca gtgecagece 1140
tcgegeccat tccccacgag 1200
cagccgactg cgaccccaac 1260
acgacggttt catctgcacg 1320
tgtgccacaa cctecceggt 1380
gecacattgg caccgactgt 1440

Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Gly
1 5 10 15
Phe Pro Ala Pro Ala Glu Pro Gin Pro Gly Gly Ser Gin Cys Val Glu
20 25 30
His Asp Cys Phe Ala Leu Tyr Pro Gly Pro Ala Thr Phe Leu Asn Ala
35 40 45
Ser GIn lle Cys Asp Gly Leu Arg Gly His Leu Met Thr Val Arg Ser
50 55 60
Ser Val Ala Ala Asp Val |le Ser Leu Leu Leu Asn Gly Asp Gly Gly
65 70 75 80
Val Gly Arg Arg Arg Leu Trp Ile Gly Leu GIn Leu Pro Pro Gly Cys
85 90 95
Gly Asp Pro Lys Arg Leu Gly Pro Leu Arg Gly Phe GIn Trp Val Thr
100 105 110
Gly Asp Asn Asn Thr Ser Tyr Ser Arg Trp Ala Arg Leu Asp Leu Asn
115 120 125
Gly Ala Pro Leu Cys Gly Pro Leu Cys Val Ala Val Ser Ala Ala Glu
130 135 140
Ala Thr Val Pro Ser Glu Pro Ile Trp Glu Glu GIn GIn Cys Glu Val
145 150 185 - 160
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Lys Ala Asp Gly Phe Leu Cys Glu Phe His Phe Pro Ala Thr Cys Arg
165 170 175
Pro Leu Ala Val Giu Pro Gly Ala Ala Ala Aia Ala Val Ser tle Thr
180 185 190
Tyr Gly Thr Pro Phe Ala Ala Arg Gly Ala Asp Phe Gin Ala Leu Pro
195 200 205
Val Gly Ser Ser Ala Ala Val Ala Pro Leu Gly Leu GIn Leu Met Cys
210 215 220
Thr Ala Pro Pro Gly Ala Val Gin Gly His Trp Ala Arg Glu Ala Pro
225 230 235 240
Gly Ala Trp Asp Cys Ser Val Glu Asn Gly Gly Cys Glu His Ala Cys
245 250 255
Asn Ala |le Pro Gly Ala Pro Arg Cys GIn Cys Pro Ala Gly Ala Ala
260 265 2170
Leu Gin Ala Asp Gly Arg Ser Cys Thr Ala Ser Ala Thr GIn Ser Cys
215 . 280 ) 285
Asn Asp Leu Cys Glu His Phe Cys Val Pro Asn Pro Asp Gin Pro Gly
290 295 300
Ser Tyr Ser Cys Met Cys Glu Thr Gly Tyr Arg Leu Ala Ala Asp Gin
305 310 315 320
His Arg Cys Glu Asp Val Asp Asp Cys |le Leu Glu Pro Ser Pro Cys
325 330 335
Pro Gin Arg Cys Val Asn Thr GIn Gly Gly Phe Glu Cys His Cys Tyr
340 345 350
Pro Asn Tyr Asp Leu Val Asp Gly Glu Cys Val Glu Pro Val Asp Pro
355 360 365
Cys Phe Arg Ala Asn Cys Glu Tyr Gln Cys Gin Pro Leu Asn Gin Thr
370 375 380
Ser Tyr Leu Cys Va! Cys Ala Giu Gly Phe Ala Pro lle Pro His Glu
385 390 395 400
Pro His Arg Cys Gln Met Phe Cys Asn GIn Thr Ala Cys Pro Ala Asp
405 . 410 415
Cys Asp Pro Asn Thr GIn Ala Ser Cys Glu Cys Pro Glu Gly Tyr lle
420 425 430
Leu Asp Asp Gly Phe lie Cys Thr Asp lle Asp Glu Cys Glu Asn Gly
435 440 445
Gly Phe Cys Ser Gly Val Cys His Asn Leu Pro Gly Thr Phe Glu Cys
450 455 460
Ile Cys Gly Pro Asp Ser Ala Leu Val Arg His 1le Gly Thr Asp Cys
465 470 475 480
Asp Ser Gly Lys Val Asp Gly Gly Asp Ser Gly Ser Gly Glu Pro Pro
485 490 495
Pro Ser Pro Thr Pro Gly Ser Thr Leu Thr Pro Pro Ala Val Gly Leu
500 505 510
Val His Ser Gly .
515

<210> 10
<211> 1548

<212> DNA
<213> humano

<400> 10
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atgottgeegg toctgetoct tggcgegetg gecctggecg gectggeett ceccgeacce 60

geagagecge agecgggteg cagecagtge gtogageacg actgcttege getctacceg 120
ggecccgega cottoctcaa tgecagtcag atctgcgacg gactgegggg ccacctaatg 180
acagtgeget coeteggtgec tgcegatgte attteocttge tactgaacgg cgacggegge 240
gttggecgce ggegectetg gatceggectg cagetgecac cegactgcgg cgaccccaag 300
cgcctoggge cectgegegg cttecagtgg gttacgggag acaacaacac cagctatage 360
aggtggecac ggctegacct caatgggget cooctotgeg goccgttgty cgtegetgte 420
tecgetgctg aggecactgt geccagegag cogatctgge aggagcagea gtgegaagtg 480
aaggecgatg gettectote cgagttccac ttoccagcca cotgcaggee actggctgte 540
gagecoggeg ccgegectac cgecgteteg atcacctacg geacccegtt cgeggeccge 600
ggageggact tccaggeget gocggtgeec agetecgecg cggtgectee coteggetta 660
cagctaatgt gcaccgegee geccggageg gtocaggege actggeccag ggaggegccg 720
gecgettege actgoagegt ggagaacggc ggctgogage acgegtgeaa tgegatccct 780
geggctecce gotgecagtg cccageegge gecgeoctge aggcagacgg gegetectge 840
accgeatccg cgacgecagtc ctgcaacgac ctotgegage acttctgegt tcccaaccce 900
gaccageegg gctcctactc gtgcatgtge gagaccgget accggetgee ggecgaccaa 960
caccggtgeg aggacgtgga tgactgecata ctggagccca gtoegtgtee geagegetgt 1020
gtcaacacac agggtggctt cgagtgccac tgctacccta actacgacet ggtggacegge 1080
gagtgtgtgg ageccgtgga cocogtgettec agagccaact gogagtacca gtgeccagece 1140
ctgaaccaaa ctagctacct ctgestctge gecgaggact togogcccat tccccacgag 1200
ccgeacaggt gccagatgtt ttgecaaccag actgectgtc cageccgactg cgaccccaac 1260
acccaggota gotgtgagte cectgaagge tacatcotgg acgacggttt catctgcacg 1320
gacatcgacg agtgcgaaaa cggeggettc tgcteocggee tgtegccacaa coctceccggt 1380
accttcgagt gcatctgegg geccgacteg gocettgtec gecacattgg caccgactgt 1440
gactccggea aggtggacgg tggcgacage ggctctggeg ageccccgee cageccgacg 1500

ccocggeteca cottgactee tocggeegte ggectegtge atteggge

<210> 11
<211>516
<212> PRT
<213> humana

<400> 11

Met Leu Gly Val Leu Val Leu Gly Ala Leu Ala Leu Ala Gly Leu Gly
1 5 10 15
Phe Pro Ala Pro Ala Glu Pro Gln Pro Gly Gly Ser Gin Cys Val Glu
20 25 30
His Asp Cys Phe Ala Leu Tyr Pro Gly Pro Ala Thr Phe Leu Asn Ala
35 40 45
Ser GIn Ile Cys Asp Gly Leu Arg Gly His Leu Met Thr Val Arg Ser
50 85 60
Ser Val Ala Ala Asp Val |le Ser Leu Leu Leu Asn Gly Asp Gly Gly
65 70 15 80
Val Gly Arg Arg Arg Leu Trp lle Gly Leu Gin Leu Pro Pro Gly Cys
85 90 95
Gly Asp Pro Lys Arg Leu Gly Pro Leu Arg Gly Phe Gin Trp Val Thr
100 105 10
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Gly Asp Asn Asn Thr Ser Tyr Ser Arg Trp Ala Arg Leu Asp Leu Asn
15 120 125
Gly Ala Pro Leu Cys Gly Pro Leu Cys Val Ala Vai Ser Ala Ala Glu
130 135 ‘ 140
Ala Thr Val Pro Ser Glu Pro lle Trp Glu Glu GIn GIn Cys Glu Val
145 150 155 160
Lys Ala Asp Gly Phe Leu Cys Glu Phe His Phe Pro Ala Thr Cys Arg
165 170 175
Pro Leu Ala Val Glu Pro Gly Ala Ala Ala Ala Ala Val Ser Ile Thr
180 185 190
Tyr Gly Thr Pro Phe Ala Ala Arg Gly Ala Asp Phe GIn Ala Leu Pro
195 200 205
Val Gly Ser Ser Ala Ala Val Ala Pro Leu Gly Leu Gin Leu Met Cys
210 215 220
Thr Ala Pro Pro Gly Ala Val Gin Gly His Trp Ala Arg Glu Ala Pro
225 230 - 235 240 .
Gly ‘Ala Trp Asp Cys Ser Val Glu Asn Gly Gly Cys Glu His Ala Cys
245 . 250 255
Asn Ala lle Pro Gly Ala Pro Arg Cys GIn Cys Pro Ala Gly Ala Ala
260 265 270
Leu Gin Ala Asp Gly Arg Ser Cys Thr Ala Ser Ala Thr Gin Ser Cys
275 280 285
Asn Asp Leu Cys Glu His Phe Cys Val Pro Asn Pro Asp Gin Pro Gly
290 295 300
Ser Tyr Ser Cys Met Cys Glu Thr Gly Tyr Arg Leu Ala Ala Asp Gin
305 310 315 320
His Arg Cys Glu Asp Val Asp Asp Cys |le Leu Glu Pro Ser Pro Cys
325 330 335
Pro Gln Arg Cys Val Asn Thr Gin Gly Gly Phe Glu Cys His Cys Tyr
340 345 350
Pro Asn Tyr Asp Leu Val Asp Gly Glu Cys Val Glu Pro Val Asp Pro
355 360 365
Cys Phe Arg Ala Asn Cys Glu Tyr GIn Cys GIn Pro Leu Asn Gln Thr
370 375 380
Ser Tyr Leu Cys Val Cys Ala Glu Gly Phe Ala Pro lle Pro His Glu
385 390 395 400
Pro His Arg Cys Gin Met Phe Cys Asn GIn Thr Ala Cys Pro Ala Asp
405 410 415
Cys Asp Pro Asn Thr Gin Ala Ser Cys Glu Cys Pro Glu Gly Tyr lle
420 425 430
Leu Asp Asp Gly Phe Ile Cys Thr Asp 1le Asp Glu Cys Giu Asn Gly
435 440 445
Gly Phe Cys Ser Gly Val Cys His Asn Leu Pro Gly Thr Phe Glu Cys
450 455 460
Ile Cys Gly Pro Asp Ser Ala Leu Ala Arg His 1ie Gly Thr Asp Cys
465 470 475 480
Asp Ser Gly Lys Val Asp Gly Gly Asp Ser Gly Ser Gly Glu Pro Pro
485 490 495

Pro Ser Pro Thr Pro Gly Ser Thr Leu Thr Pro Pro Ala Val Gly Leu
500 505 510
Val His Ser Gly :

515

<210> 12
<211> 1548

<212> DNA
<213> humano

<400> 12
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atgcttpgeg tcctggtcct tggegegcty
gcagagecge agecgggtgs cagecagtge
geccccgega cottectcaa tgecagteag
acagtgcget ccteggtgge tgccgatgte
gtteggcegee ggogectetg gatcggcctg
cgecteoggge coctgegege cttccagtge
aggtggecac ggetcgacct caatggggct
tecgetgotg aggecactgt geccagegag
aaggccgatg gettectctg cgagttecac
gagcoccggeg cegoggetge cgeegtoteg
ggageggact tocaggcget gecgetezec
cagctaatgt gcaccgegee geccggageg
gecgetiggg actgcagegt ggagaacgge
ggggctccoc gotgocagtg cocagecgge
accgcatceg cgacgcagtc ctgcaacgac
gaccagccge gotcctactc gtgeatgtae
caccggtgeg aggacgtgga tgactgeata
gtcaacacac agggtggctt cgagtgccac
gagtgtetee agcccgtgga cocgtgette
ctgaaccaaa ctagctacct ctgegtetge
ccgcacaggt gecagatgtt ttgcaaccag
acccaggcta getgtgagtg ccctgaagge
gacatcgacg agtgcgaaaa cggeggettc
accttcgagt geatctgegg geccgacteg
gactccggeca aggtggacgsg tgegcgacage
cccggeteca cottgactce tccggecgtg

<210> 13

<211> 21

<212> DNA

<213> Secuencia Artificial

<220>

ES 2496 596 T3

gecctggccg goctegestt ceccgeacee 60

gtcgageacg actgcttege getctacceg 120
atctgcgacg gactgcggge ccacctaatg 180
atttccttge tactgaacgg cgacggcgec 240
cagctgecac ccggotgegg cgaccccaag 300
gttacgggag acaacaacac cagctatagc 360
ccecctetgeg gecegttgtg cgtegetgte 420
ccgatctggg aggagcagea gtgcgaagtg 480
ttcccageca cctgcaggee actggetgtsg 540
atcacctacg geacccegtt cgeggeccge 600
agctcegeeg cgetgactee coteggetta 660
gtccaggegc actgggccag ggaggcgeeg 720
ggetgogage acgegtgeaa tgegatccct 780
gecgecctge aggeagacgg gogetcotge 840
ctctgegage acttcotgegt tcccaaccce 900
gagaccgget accggotggc ggocgaccaa 960
ctggagccca gtecgtgtee geagegetgt 1020
tectacccta actacgacct ggtggacggc 1080
agagccaact ‘gegagtacca gtgccagece 1140
gecgagggct tcgegeccat tccccacgag 1200
actgectgtc cagecgactg cgaccccaac 1260
tacatcctgg acgacggttt catctgcacg 1320
tgctccggee tgtgccacaa cctecccggt 1380
gecettgece gecacattgg caccgactgt 1440
gectctggeg agecccegec cageccgacg 1500
gggctegtge atteggge 1548

<223> Descripcion de la secuencia artificial: DNA sintético

<400> 13

aatgtggcgg gcaagggcecg a
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REIVINDICACIONES

1. Un método para producir trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado
de la trombomodulina soluble, que puede ser generado a partir de la trombomodulina soluble en condiciones acidas,
en donde el contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que
no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3 % o menos, que
comprende: (0) una etapa en la que se deja la trombomodulina soluble en condiciones acidas de pH 5 o menor; (1)
una etapa en la que se hace pasar un material que contiene trombomodulina soluble que contiene o se sospecha
que contiene un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, que se obtiene en la etapa (0) anterior, a
través de un intercambiador anidnico o hidroxiapatita; y (2) un etapa en la que se obtiene una fraccién que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble, en donde el contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina
soluble que no contiene sustancialmente el producto de trombomodulina soluble es 3% o menos, en condiciones de
separacion en la cuales la trombomodulina soluble puede ser separada de un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble.

2. El método de produccion de acuerdo con la reivindicacion 1, en donde la etapa en la que se deja la
trombomodulina soluble en condiciones acidas de pH 5 o menor es una etapa en la que se deja la trombomodulina
soluble en condiciones acidas de pH 4 o menor.

3. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la etapa en la
que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través del intercambiador aniénico o
hidroxiapatita es la etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través del
intercambiador anidnico.

4. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en donde la etapa en la
que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través del intercambiador aniénico o
hidroxiapatita es la etapa en la que se hacer pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de la
hidroxiapatita.

5. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en donde el contenido de
la trombomodulina soluble es 80% o mas con respecto a las proteinas totales en el material que contiene
trombomodulina soluble.

6. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (2) es
una etapa en la que se realiza una elucion en gradiente lineal, una elucién en gradiente escalonado, o una elucién
en gradiente en la que se combina la elucion en gradiente lineal con la elucion en gradiente escalonado, de modo
que se obtiene una fracciéon de eluciéon que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, en donde el contenido del producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado
es 3% o menos.

7. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (2) es
una etapa en la que se obtiene una fraccion de paso, en la cual se obtiene una fraccion que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble, en donde el contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina
soluble que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos.

8. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (2) es
una etapa en la que se realiza una elucién isocratica para obtener una fraccion de elucién que contiene
trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble, en donde el contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina
soluble que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos.

9. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador
anionico usando una solucion tampén de pH 4 a 9; y la etapa (2) es una etapa en la que se realiza una elucion en
gradiente lineal, una elucion en gradiente escalonado o una elucién en gradiente en la cual se combina la eluciéon en
gradiente lineal con la elucién en gradiente escalonado, usando una solucién tampén de pH 5 a 9 que tiene una
concentracion de sal de 0 a 1 M, de modo que se obtiene una fraccidén de elucién que contiene trombomodulina
soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, en donde el
contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos, confirmando mientras la
presencia de la trombomodulina soluble en la fraccién de elucion.

10. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de un intercambiador
anidénico usando una solucion tampén de pH 5 a 8 que tiene una concentracion de sal de 0,1 a 0,2 M; y la etapa (2)
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es una etapa en la que se obtiene una fraccién de paso usando una solucién tampén de pH 5 a 8 que tiene una
concentracion de sal de 0,1 a 0,2 M, de modo que se obtiene una fraccién que contiene trombomodulina soluble que
no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, en donde el contenido del
producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos.

11. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita
usando una solucion tampén de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 8 mM o menor; y la etapa (2) es
una etapa en la que se realiza una elucién en gradiente lineal, una elucién en gradiente escalonado o una elucion en
gradiente en la que se combina la elucién en gradiente lineal con la elucion en gradiente escalonado, usando una
soluciéon tampoén de pH 6 a 9 que tiene una concentraciéon de fosfato de 0 a 0,5 M, de modo que se obtiene una
fraccion de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto
desnaturalizado de la trombomodulina soluble, en donde el contenido del producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado
de trombomodulina soluble es 3% o menos, confirmando mientras la presencia de la trombomodulina soluble en la
fraccion de elucion.

12. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, en donde la etapa (1) es
una etapa en la que se hace pasar el material que contiene trombomodulina soluble a través de hidroxiapatita
usando una solucién tampdn de pH 6 a 9 que tiene una concentracion de fosfato de 5 a 20 mM o menor; y la etapa
(2) es una etapa en la que se obtiene una fraccion de paso usando una solucién tampoén de pH 6 a 9 que tiene una
concentracion de fosfato de 5 a 20 mM, de modo que se obtiene una fraccién que contiene trombomodulina soluble
que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble, en donde el contenido
del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos.

13. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que no comprende una
etapa en la que se ajusta el pH de una fraccién de elucion que contiene trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente un producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble a pH 4 o menor, después de que se
haya obtenido la fraccién de elucion, en donde el contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina
soluble en la trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de
trombomodulina soluble es 3% o menos.

14. El método de produccion de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 13, que es un método de
produccién que comprende una etapa de concentracion y/o una etapa de desalacion, en donde el pH de una fraccion
de elucién que contiene trombomodulina soluble que no contiene sustancialmente un producto desnaturalizado de la
trombomodulina soluble no se ajusta a pH 4 o menor después de que se haya obtenido la fraccion de elucion, en
donde el contenido del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no
contiene sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 3% o menos, y en donde el
método de produccidn se usa para convertir la trombomodulina soluble en un material farmacéutico.

15. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 14, en donde el contenido
del producto desnaturalizado de la trombomodulina soluble en la trombomodulina soluble que no contiene
sustancialmente el producto desnaturalizado de trombomodulina soluble es 1% o menos.

16. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 15, en donde la
trombomodulina soluble es trombomodulina obtenida a partir de células transformantes preparadas transfectando
células hospedantes con DNA que codifica la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11.

17. El método de produccién de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 16, en donde la
trombomodulina soluble es un péptido que consiste en una secuencia que consiste en los aminoacidos en las
posiciones 19 a 516 de la secuencia de aminoacidos mostrada en la SEQ ID NO: 9 u 11, o un péptido que
comprende una sustitucion, una delecién, o una adicién de uno o multiples aminoacidos en la secuencia de
aminoacidos de dicho péptido y tiene actividad de trombomodulina.
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