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DESCRIPCION
Proteina de fusién anticoagulante anclada a membrana de la célula.
CAMPO DE LA INVENCION

Esta invencion se refiere a la inhibicion de la coagulacién sanguinea, especialmente durante el rechazo de
érganos.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

La técnica quirargica del trasplante de érganos ha sido ahora practicada con éxito durante varias décadas
y, debido a su éxito, el procedimiento se ha extendido y se podria mantener que se ha convertido en rutinario. Sin
embargo, el suministro de érganos adecuados para trasplante no es capaz de satisfacer las demandas siempre en
aumento.

Debido a la escasez de 6rganos humanos adecuados (esto es, alogénicos), la posibilidad de utilizar 6r-
ganos de animales (esto es, xenogénicos) en las operaciones de trasplante en humanos ("xenoinjerto” o "xenotras-
plante") ha estado recibiendo cada vez mas atencién en los afios recientes (por ejemplo, Nature 1997; 385: 285). Se
cree que los érganos donantes de porcino son candidatos adecuados, ya que los cerdos son anatomicamente y fi-
siol6gicamente similares a los humanos y hay un suministro abundante.

La realizaciébn de xenoinjertos estd actualmente impedida, sin embargo, por los graves y bien docu-
mentados problemas de rechazo. Este proceso puede ser dividido en etapas distintas, la primera de las cuales tiene
lugar a los minutos del trasplante. Esta es conocida como respuesta hiperaguda y esta causada por anticuerpos
existentes en el receptor que reconocen y reaccionan con antigenos fordneos que estan en las células endoteliales
(CEs) del xenoinjerto. Este reconocimiento desencadena la cascada del complemento que a su vez da lugar a la lisis
y muerte de las CEs del trasplante.

Este rechazo hiperagudo inicial es posteriormente reforzado por la respuesta vascular retardada (conocida
también como rechazo vascular agudo o rechazo retardado del xenoinjerto). La lisis y la muerte de las CEs durante
la respuesta hiperaguda esta acompafiada por edema y por la exposicion de las células adventicias que expresan
constitutivamente en su superficie el factor tisular (TF). Se cree que el factor tisular es fundamental para el inicio de
la cascada de coagulacién in vivo, y su exposicion al plasma desencadena las reacciones de coagulacion. La
trombina y el TNF-a se localizan alrededor del tejido dafiado y esto induce la sintesis y la expresion posterior de TF
por las CEs.

El entorno alrededor de las CEs en reposo no favorece la coagulacion. Varios inhibidores naturales de la
coagulacién estan asociados con los proteoglicanos extracelulares de las CEs, tales como el inhibidor de la ruta del
factor tisular, antitrombina 11l y trombomodulina. Sin embargo, el reconocimiento del tejido foraneo por anticuerpos
naturales xenorreactivos (XNAs), produce la pérdida de estas moléculas. Junto con la exposicién y la induccion del
factor tisular, el entorno anticoagulante alrededor de las CEs se convierte asi en procoagulante.

Las regiones vascularizadas del xenoinjerto se convierten por tanto en lugares de coagulos sanguineos,
una caracteristica del tejido dafiado. El flujo sanguineo disminuye y el érgano trasplantado resulta isquémico. Una
descripcion mas completa del rechazo vascular retardado puede ser encontrada en Bach y col., (1996).

La utilizacién de 6rganos xenogénicos en trasplantes esta por tanto impedida por un rechazo hiperagudo
inicial seguido por un rechazo vascular prolongado, seguido posiblemente por un rechazo mediado por células T. La
inhibicion de los mecanismos responsables de estos rechazos podria facilitar la utilizacién de xenoinjertos.

La simple administracion de inhibidores adecuados no es, sin embargo, un abordaje particularmente
adecuado. La inhibicion completa del complemento en un animal receptor es equivalente a inmunosupresion,
dejando al sujeto susceptible a infecciones oportunistas. De manera similar, la inhibicion de la cascada de la
coagulacién en un receptor dejara al animal susceptible a un sangrado post-operatorio incontrolado. Por tanto, los in-
hibidores deberian estar localizados deseablemente en el receptor en el lugar del xenoinjerto.

La prevencion del rechazo hiperagudo es el tema de la Patente Europea 0495852 (Imutran). Con el fin de
hacer que los tejidos sean mas adecuados para un xenoinjerto, esta patente describe que deberian estar asociados
con factores homologos de restriccion del complemento, que impiden la activacion completa del complemento en el
receptor del 6rgano xenogénico.

Este abordaje ha sido desarrollado y aplicado para producir animales transgénicos con érganos disefiados
para sobrevivir al rechazo hiperagudo (Squinto, 1996). Se han producido ratones transgénicos que expresan CD59
humano, un regulador del complemento, en CEs cardiacas (Diamond, 1995). El CD59 humano conservaba la
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actividad biol6gica y el complemento fue inhibido cuando los corazones transgénicos fueron perfundidos con plasma
humano.

Se han descrito cerdos transgénicos que expresan DAF humano y/o CD59 humano (McCurry, 1996). El re-
chazo cardiaco tard6 el doble de tiempo en ocurrir en los xenoinjertos transgénicos que en los controles.

La inhibicion del rechazo vascular retardado no ha recibido la misma atencién, aunque inhibidores de la
cascada de coagulacion son bien conocidos en la técnica y muchos de ellos han sido bien caracterizados.

Por ejemplo, se sabe que el inhibidor de la ruta del factor tisular (TFPI) inhibe la funcién del complejo activo
gue se forma normalmente entre el factor tisular, el Factor Vlla y el Factor Xa. El TFPI es un polipéptido soluble de
276 residuos cuyo extremo C cargado positivamente se une al sulfato de heparina en la capa de proteoglicanos de
las CEs. Ha sido dividido teéricamente en tres dominios "Kunitz": el Dominio Kunitz | es responsable de la union al
factor tisular y al Factor Vlla; el Dominio Il se une al Factor Xa; pero las funciones del Dominio Il estan menos claras
(Hamamoto, 1993).

El péptido anticoagulante de la garrapata (TAP) es un inhibidor especifico y potente del Factor Xa. Este
polipéptido de 60 aminoéacidos ha sido purificado de la garrapata blanda Ornithodoros moubata.

Muchos venenos de serpiente contienen también polipéptidos anticoagulantes. Por ejemplo, un activador de
la proteina C de 231 aminoacidos ha sido purificado del veneno de la serpiente Agkistrodon contortrix (McMullen,
1989; Kisiel, 1987).

La hirudina es la proteina anticoagulante utilizada por la sanguijuela Hirudo medicinalis cuando extrae la
sangre de su victima. Es muy potente y se une a la trombina en una proporcion 1:1, con una constante de
disociacién en el rango de femtomolar. El sitio activo de la trombina estd enmascarado en el complejo estable y por
tanto la hirudina impide la degradacion del fibrinégeno, inhibiendo de este modo la formacion del coagulo.

Un abordaje posible para localizar anticoagulantes para el lugar del rechazo es ligar hirudina a anticuerpos
contra la E-selectina, que se expresa en la superficie de las CEs durante la activacion celular. Este abordaje ha
demostrado ser eficaz para inhibir la formacién del coagulo in vitro (Kiely, 1995). Otras posibles estrategias fueron
revisadas recientemente por Bach y col. (1996).

La P-selectina (conocida también como CD62) es expresada también en la superficie de las CEs durante la
activacion celular. Durante la sintesis es dirigida hacia los granulos de almacenamiento secretores de las plaguetas y
de las células endoteliales por secuencias que residen en su dominio citoplasmico (Disdier, 1992). En respuesta a
agonistas celulares, tales como trombina, los granulos son redistribuidos rdpidamente y la P-selectina se expresa en
la superficie celular (Green, 1994).

Es un objeto de la presente invencién proporcionar proteinas anticoagulantes unidas a membranas. Estas
proteinas son adecuadas para inhibir la cascada de coagulacion en la superficie de las CEs, inhibiendo de este
modo los mecanismos in vivo responsables del rechazo de 6rganos.

Es un objeto méas proporcionar la expresion regulada de tales moléculas en la superficie de las CEs, de tal
manera que la inhibicién de la coagulacion tenga lugar localmente durante las condiciones del rechazo del 6rgano. El
rechazo podria ser xenogénico o alogénico.

Es un objeto todavia mas de la invencién proporcionar tejido biol6gico adecuado para trasplantes,
particularmente para xenotrasplantes.

RESUMEN DE LA INVENCION

La invencion proporciona un animal no humano que comprende un tejido biologico, en el que el tejido
comprende una célula, la célula expresa una o mas proteinas que comprenden una regidon con actividad
anticoagulante y una region que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la region de anclaje
y la region anticoagulante de la proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la regién anticoagulante
comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;
iii) heparina y antitrombina;
iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2513043713

V) derivados anticoagulantes de la trombina.

La invencion también proporciona un érgano de un animal transgénico no humano de la invencién, en el
gue dicho 6rgano comprende una célula, la célula expresa una o mas proteinas que comprenden una regién con
actividad anticoagulante y una region que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la region
de anclaje y la region anticoagulante de la proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la regién
anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que
consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;
iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y
V) derivados anticoagulantes de la trombina.

La invencion también proporciona un tejido biolégico que comprende una célula, en el que la célula expresa
una o mas proteinas que comprenden una regién con actividad anticoagulante y una regién que puede anclar dicha
proteina a una membrana celular, en la que la region de anclaje y la region anticoagulante de la proteina derivan de
proteinas diferentes, y en la que la region anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante
seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;
iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y
V) derivados anticoagulantes de la trombina.

en el que la célula no se produce utilizando un método que implica la modificacion de la identidad genética de la
linea germinal del ser humano o que implica el uso de un embrién humano para fines industriales o comerciales.

La invencién también proporciona un método para hacer que un tejido u 6rgano sea adecuado para
transplante, que comprende la expresién de una proteina en la superficie de las células endoteliales de dicho tejido u
drgano, en la que el método no implica la modificacion de la identidad genética de la linea germinal del ser humano o
uso de un embrion humano para fines industriales o comerciales, y en el que dicha proteina comprende una region
con actividad anticoagulante y una regién que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la
regién de anclaje y la regién anticoagulante de la proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la regién
anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que
consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;
iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y
V) derivados anticoagulantes de la trombina.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

De acuerdo con un primer aspecto de la presente invencion, se describe una proteina que contiene una
region con actividad anticoagulante y una regién que puede anclar dicha proteina a una membrana celular.
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Preferiblemente, esta es una proteina quimérica, es decir, la region de anclaje y la regién anticoagulante derivan de
proteinas diferentes.

La region anticoagulante puede contener la secuencia de cualquier péptido anticoagulante. Ejemplos de
tales polipéptidos anticoagulantes incluyen heparina, TAPs, antitrombina, hirudinas y TFPIs, junto con sus derivados
funcionales tales como fragmentos y derivados que conserven la actividad anticoagulante. Se han descrito también
derivados anticoagulantes de la trombina, normalmente un procoagulante (Dang, 1997).

Preferiblemente, la region anticoagulante contiene la secuencia de una hirudina. Las hirudinas incluyen
hirudina, derivados de hirudina, analogos ("hirllogos") y variantes (por ejemplo, hirudisinas). Por ejemplo, se ha
descrito que la sulfatacion en Tyr-64 aumenta la actividad anticoagulante de la hirudina, y que la hirudisina-2 es un
inhibidor de la actividad de la trombina méas potente que la propia hirudina (por ejemplo, Knapp, 1992; Skern, 1990).

Como alternativa, la regién anticoagulante podria contener la secuencia de un inhibidor de la ruta del factor
tisular (TFPI). Los TFPIs incluyen el propio TFPI y derivados o analogos del mismo que conserven la actividad
inhibidora. Preferiblemente, la secuencia de TFPI comprende los Dominios Kunitz | y 1l del propio TFPI.

Como una alternativa adicional, la regién anticoagulante podria comprender la secuencia de un péptido
anticoagulante de la garrapata (TAP). Los TAPs incluyen el propio TAP y derivados o analogos del mismo que
conserven la actividad inhibidora. Por ejemplo, la potencia de la inhibicion de FXa por TAP ha sido incrementada
mediante mutagénesis dirigida a un sitio (por ejemplo, Mao, 1995).

Regiones anticoagulantes alternativas adicionales podrian comprender, por ejemplo, la secuencia de un
activador de la proteina C, tal como los aislados del veneno de serpiente (por ejemplo, McMullen, 1989; Kisiel,
1987), o la secuencia de anticoagulantes aislados de venenos de serpiente que actden por otra via distinta de la
activacion de la proteina C, o sus derivados o analogos que conserven la actividad anticoagulante.

La regién de anclaje puede ser cualquier entidad que pueda unir la proteina a una membrana celular.
Ejemplos adecuados incluyen secuencias transmembranales de proteinas de membrana y los anclajes del GPI.
Preferiblemente, la region de anclaje es una secuencia capaz de unir la proteina a una bicapa lipidica, tal como las
regiones transmembranales de las proteinas del HLA de clase | o de las proteinas CD4. Puede ser también deseable
gue la proteina comprenda el dominio citoplasmico que esta asociado normalmente con dichas regiones transmem-
brales, tal como el dominio citoplasmico de CD4 y/o los dominios extracelulares inmediatamente yuxtapuestos con la
membrana celular, tales como los dominios 3 y 4 de CD4. Alternativamente, la region de anclaje podria ser una se-
cuencia que confiriera a la proteina la capacidad para asociarse extracelularmente con una proteina de membrana
sin que la propia proteina sea insertada en la membrana celular.

De acuerdo con un segundo aspecto de la presente invencion, se describe una proteina de acuerdo con el
primer aspecto que comprende ademdas una secuencia diana que impide que la proteina se exprese
constitutivamente en la superficie celular.

Preferiblemente, la secuencia vectorizante es una secuencia polipeptidica que puede dirigir un polipéptido
naciente hacia un granulo secretor y, mas preferiblemente, el granulo secretor es uno que no se fusiona con la
membrana plasmética de la célula hasta que la célula es estimulada adecuadamente. Por ejemplo, los cuerpos de
Weibel-Palade no se fusionan con la membrana plasmatica hasta que la superficie de la célula endotelial es
estimulada por un secretagogo, tal como trombina o fibrina (Wagner, 1993). Preferiblemente, el granulo secretor se
fusiona con la membrana plasmatica durante la activacién de la CE que tiene lugar durante el rechazo del érgano.

Por tanto, la secuencia vectorizante es preferiblemente una que dirige un polipéptido naciente hacia un
cuerpo de Weibel-Palade, tal como la secuencia relevante de la P-selectina. Muy preferiblemente, la proteina de
acuerdo con la invenciéon comprende una secuencia anticoagulante y los dominios transmembranal y citoplasmico de
la P-selectina. Los dominios de la P-selectina proporcionan de este modo la secuencia de anclaje y la secuencia
vectorizante.

De acuerdo con un tercer aspecto de la presente invencion, se describe un polinucleétido que codifica una
proteina descrita en la presente invencién. Preferiblemente, el polinucleétido es ADN.

Preferiblemente, el polinucledtico contiene secuencias adecuadas para la regulacién de la expresion de la
proteina de acuerdo con la invencion. Esta expresion puede ser preferiblemente controlada, tal como mediante un
control especifico de la célula, un control inducible o un control temporal. Por ejemplo, la expresion podria ser
especifica para CEs o podria ser regulada en respuesta a la activacion celular.

De acuerdo con un cuarto aspecto de la presente invencion, se describe un vector que comprende un
polinucleétido de acuerdo con el tercer aspecto.
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El término "vector" significa una molécula que es capaz de transferir un polinucleétido a una célula
huésped. Preferiblemente, el vector es un vector de ADN y, mas preferiblemente, es capaz de expresar ARN que co-
difica una proteina de acuerdo con la invencién. Se conocen en la técnica numerosos vectores adecuados.

Preferiblemente, el vector es adecuado para la produccion de un animal transgénico. Vectores adecuados
para la produccion de cerdos transgénicos, por ejemplo, estan descritos en Heckl-Ostreicher (1995), McCurry (1996),
White (1995), Yannoutsos (1995) y Langford (1996). Vectores con minigenes adecuados para la produccion de
ratones transgénicos estan descritos en Diamond (1995).

De acuerdo con un quinto aspecto de la presente invencidn, se describe un sistema de administracion que
comprende una molécula del primero, segundo, tercer o cuarto aspecto y significa administrar dicha molécula a una
célula diana.

Ciertos vectores de acuerdo con el tercer aspecto pueden funcionar también como sistemas de adminis-
tracion adecuados. De igual modo, ciertos sistemas de administracion de acuerdo con este cuarto aspecto pueden
ser también inherentemente vectores, pero no es éste siempre el caso. Por ejemplo, un vector virico puede funcionar
también como un sistema de administracion, mientras que un sistema de administracion liposémico no es un vector.

El sistema de administracion puede ser virico 0 no virico. Los sistemas no viricos, tales como liposomas,
evitan algunas de las dificultades asociadas con los sistemas basados en virus, tales como el precio de la
produccién a gran escala, la poca duracion de la expresién y los problemas relativos a la seguridad. Preferiblemente,
el sistema de administracién es adecuado para ser utilizado en terapia génica. Se conocen en la técnica numerosos
sistemas de administracion apropiados.

Preferiblemente, el sistema de administracion sera dirigido, de tal manera que las moléculas de acuerdo
con la presente invencion sean captadas por células adecuadas para el trasplante, o por células que hayan sido
trasplantadas. Muy preferiblemente, el sistema de administracion sera especifico para estas células. Por ejemplo, el
sistema de administracion puede estar dirigido hacia un érgano especifico, tal como el corazén o el rifién, o hacia un
tipo celular especifico, tal como células endoteliales.

Para conseguir esto, el sistema de administracion puede ser, por ejemplo, un sistema de administracién
mediado por receptores, estando dirigido a receptores encontrados en las células diana. Por ejemplo, el sistema de
administracion puede estar dirigido hacia receptores encontrados en las células cardiacas, preferiblemente hacia
receptores encontrados exclusivamente en células cardiacas, o puede estar dirigido hacia receptores encontrados
en las células endoteliales, preferiblemente hacia receptores encontrados exclusivamente en células endoteliales, o
hacia receptores encontrados en células endoteliales activadas, tales como E-selectina o P-selectina.

El sistema de administracién es preferiblemente adecuado para la produccién de animales transgénicos.
Por ejemplo, el sistema de administracion puede estar dirigido hacia un gameto, un zigoto o una célula madre
embrionaria.

De acuerdo con un sexto aspecto de la presente invencion, se describe un método para transfectar una
célula con un vector de acuerdo con la descripcion. Esto puede implicar la utilizacion de un sistema de
administracion de acuerdo con la descripcion.

El tipo celular no esta restringido y puede ser procariético o eucaridtico. La transfeccion puede tener lugar in
Vivo 0 ex Vivo.

Cuando la célula va a ser utilizada en trasplante, la célula es preferiblemente eucariética, mas
preferiblemente una célula endotelial. La transfeccion estable de células endoteliales porcinas, por ejemplo, esta
descrita en Heckl - Ostreicher (1995).

Preferiblemente, la célula es adecuada para la producciéon de un animal transgénico. Mas preferiblemente,
la célula es un gameto, un zigoto o0 una célula madre embrionaria. La transfeccion de évulos murinos mediante
microinyeccién para generar ratones transgénicos, por ejemplo, estd descrita en Diamond (1995), y la
microinyeccién de zigotos porcinos, por ejemplo, para generar cerdos transgénicos esta descrita en Yannoutsos
(1995), Langford (1996) y White (1995).

De acuerdo con un séptimo aspecto de la presente invencion, se describe una célula transfectada de
acuerdo con el sexto aspecto.

Con el fin de incrementar la eficacia de la inhibiciéon de la cascada de coagulacion, la célula es capaz de
expresar preferiblemente dos o méas proteinas diferentes de acuerdo con la descripcion, cada una de las cuales
inhibe la cascada de coagulacidon en una etapa diferente. Por ejemplo, la region anticoagulante de una proteina
puede comprender un TFPI, mientras que la otra comprende una hirudina.
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De acuerdo con la invencidn, se proporciona un tejido biolégico que comprende una célula, en el que la
célula expresa una 0 mas proteinas que comprenden una region con actividad anticoagulante y una region que
puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la region de anclaje y la region anticoagulante de la
proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la region anticoagulante comprende la secuencia de un
polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y

V) derivados anticoagulantes de la trombina.

en el que la célula no se produce utilizando un método que implica la modificaciéon de la identidad genética de la
linea germinal del ser humano o que implica el uso de un embrién humano para fines industriales o comerciales. El
término “tejido bioldgico”, segun se utiliza en la presente, incluye colecciones de células, tejidos y 6rganos. Por
consiguiente, la definicion incluye por ejemplo fibroblastos, una cérnea, tejido nervioso, un corazén, un higado o un
rifion.

De acuerdo con la invencion, se proporciona un animal que comprende un tejido bioldgico, en el que el
tejido comprende una célula, la célula expresa una o mas proteinas que comprenden una regiéon con actividad
anticoagulante y una region que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la region de anclaje
y la region anticoagulante de la proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la regién anticoagulante
comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y
V) derivados anticoagulantes de la trombina.

Preferiblemente, el animal es adecuado para la produccién de érganos para ser trasplantados a humanos.
Preferiblemente, el animal es un mamifero y, méas preferiblemente, es un cerdo transgénico o una oveja transgénica.

El animal puede ser tratado mientras esta vivo de tal manera que contenga tejido bioldgico transgénico
(esto es, tratado mediante terapia génica). Preferiblemente, un animal vivo es transfectado con un vector de acuerdo
con la descripcion con el fin de producir un animal transgénico. Por ejemplo, un vector de acuerdo con la descripcion
podria ser administrado especificamente a las células endoteliales de un cerdo para producir 6rganos transgénicos
adecuados para xenotrasplante.

Alternativamente, el animal podria haber nacido como animal transgénico. Varios procedimientos
adecuados para generar tales animales transgénicos son conocidos en la técnica (por ejemplo, Bradley y Liu, 1996;
Clarke, 1996; Wheeler, 1994). Por ejemplo, la manipulacién directa del zigoto o del embridn temprano, mediante por
ejemplo microinyeccién de ADN, es bien conocida, igual que lo es la manipulacion in vitro de células pluripotenciales
tales como las células madre embrionarias. La infeccion retrovirica de embriones tempranos ha demostrado tener
éxito en varias especies, y se ha descrito la infeccion adenovirica de huevos libres de zona. La transgénesis y la
clonacion de ovejas mediante transferencia nuclear han sido también descritas (por ejemplo, WO97 / 07668).

De acuerdo con la invencién, se proporciona un método para convertir un tejido u érgano en adecuado para
el trasplante, que comprende la expresion de una proteina de acuerdo con la presente descripcion en la superficie
de las células endoteliales en dicho tejido u 6rgano, en el que el método no implica la modificacién de la identidad
genética de la linea germinal del ser humano o el uso de un embrién humano para fines industriales o comerciales, y
en la que dicha proteina comprende una regién con actividad anticoagulante y una regiéon que puede anclar dicha
proteina a una membrana celular, en la que la region de anclaje y la regién anticoagulante de la proteina derivan de
proteinas diferentes, y en la que la regiéon anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante
seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un activador
de la proteina C;

ii) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;
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iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y v) derivados
anticoagulantes de la trombina. El tejido biolégico puede ser asi convertido in vivo o ex vivo. Por
ejemplo, un 6rgano de un animal puede ser transfectado in vivo con un vector de acuerdo con la
invencién, o un érgano podria ser transfectado ex vivo antes del trasplante o in vivo después del
trasplante.

De acuerdo con un aspecto adicional de la presente invencién, se describe un método de trasplante que
comprende el trasplante de un tejido biolégico de acuerdo con la invencién procedente de un animal donante en un
animal receptor. Preferiblemente, el método es para xenotrasplantes y el tejido biol6gico del donante es xenogénico
con respecto al animal receptor.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La Figura 1 muestra mapas de proteinas quiméricas hirudina-CD4 y construcciones de acuerdo con la
invencion. (A) Construcciones HLA-hirudina-CD4 con adaptadores de glicina. (B) Construccion HLA-hirudina-CD4
con el extremo C-terminal de la P-selectina humana, con la secuencia vectorizante especifica subrayada. Estan in-
dicadas las regiones transmembranal (TM), de parada de la transferencia (ST) y citoplasmica (C) de CDA4.

La Figura 2 muestra los perfiles de FACS para las construcciones HLA-hirudina-CD4 expresadas en fibro-
blastos DAP.3.

La Figura 3 muestra los perfiles de FACS para las construcciones de ADNc de HLA-hirudina-CD4-P-selec-
tina expresadas en CHO-K1.

La Figura 4 muestra que los fibroblastos que expresan hirudina-CD4 se unen a trombina.
La Figura 5 muestra la especificidad de la union de trombina a las células que expresan hirudina-CDA4.

La Figura 6 muestra que la trombina se une a células CHO-K1 transfectadas con construcciones HLA-hiru-
dina.

La Figura 7 muestra que la inactivacion de trombina suprime la uniéon de trombina a hirudina-CD4 en la
superficie celular. Células que expresaban hirudina-G2-CD4 fueron incubadas con trombina o con trombina inacti-
vada y tefiidas para determinar la unién de trombina con anticuerpos anti-protrombina o anti-trombina-hirudina.

La Figura 8 muestra mapas de proteinas quiméricas TFPI-CD4 y construcciones de acuerdo con la
invencion.

La Figura 9 muestra perfiles de citometria de flujo de células DAP.3 que expresan TFPI unido a la su-
perficie celular.

La Figura 10 muestra la union especifica de FXa a TFPIl1.276-CD4 y TFPl1.183-CD4 unidas a la superficie
celular.

La Figura 11 muestra el bloqueo de la unién de FXa por una fraccién de inmunoglobulina anti-TFPI poli-
clonal.

La Figura 12 muestra el bloqueo de la union de FXa por anticuerpos monoclonales dirigidos contra los Do-
minios Kunitz 'y Il.

La Figura 13 muestra la inhibicion de FXa por células que expresan TFPli276-CD4 y TFPl1.183-CD4. Se
muestra el tiempo medio necesario para que un sustrato cromogénico especifico de FXa alcance una DO4g5=0,1
para células DAP.3 transfectadas incubadas con FXa. Los valores obtenidos para las células control fueron restados
y las barras de error indican desviaciones estandar.

La Figura 14 muestra que se requiere un complejo TFi-210/FVlla activo para obtener una unién maxima a
las proteinas quiméricas TFPI-CDA4.

La Figura 15 muestra la especificidad de la union de trombina a células endoteliales porcinas inmor-
talizadas (IPEC) que expresan hirudina-CD4, y muestra también el efecto de la expresion de hirudina-CD4 en la
superficie celular sobre los tiempos de coagulacion.

La Figura 16 muestra la distribucién de ACTH y de hirudina en células D16/16, segun se revel6 mediante
fluorescencia.

La Figura 17 muestra el cambio de la distribucion celular de hirudina-CD4-P-selectina después de la
estimulacién con PMA.
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La Figura 18 muestra que TFPI-CD4 expresada en IPEC conserva sus propiedades de union.
La Figura 19 muestra la unién competitiva de factores tisulares porcinos y humanos.

La Figura 20 muestra que TFPI-CD4 prolonga los tiempos de coagulacion cuando se expresa en la super-
ficie de IPEC.

La Figura 21 muestra el efecto anticoagulante de la coexpresion de TFPI-CD4 e hirudina-CD4.
DESCRIPCION DE LAS REALIZACIONES

1. Hirudina fusionada con un péptido sefial de HLA de clase | y ligada a los Dominios 3 y 4 del CD4
humano esta unida a la membrana celular

Con el fin de expresar construcciones de hirudina heterélogas en células de mamifero, el ADNc de la
secuencia lider del péptido sefial dirigido a la membrana procedente de A2.1 del HLA de clase | humano,
aminoacidos -1 a -24 (Holmes, 1987), fue fusionado a la variante 1 de hirudina (Dodt, 1984) utilizando PCR con
extension solapante (Figura 1).

La secuencia lider de A2.1 del HLA fue amplificada utilizando los cebadores:

5'-cagtgtcgacggatccatggccgtcatggegecccga-3' [hla-1] <SECID 1>
(que introduce sitios de restriccion de Sall y BamHl) y:
5'-gtcagtgtaaacaaccgcccaggtctgggtcagg-3' <SEC ID 2>

La secuencia de hirudina fue amplificada utilizando los cebadores:

5'-acccagacctgggcggttgtttacactgactgcacc-3' y <SEC ID 3>
5'-gacgctgcagaattcttgcaggtattcttccgggatt-3' [hir-3] <SEC ID 4>

(que introduce sitios distales de EcoRl y Pstl).

Los productos resultantes de la PCR (108 y 228 pb) fueron purificados mediante electroforesis en gel de
agarosa Yy utilizados posteriormente en una tercera PCR utilizando los cebadores flanqueantes hla-1 y hir-3. El
producto resultante de la PCR (300 pb) fue digerido con Sall y BamHI y subclonado en pBluescript SK(+) (Strata-
gene).

Un anclaje que constaba de un ADNc que codificaba los Dominios 3 y 4 de CD4 (Maddon, 1985) junto con
la secuencia de parada de translocacion (ST), los dominios transmembranal y citoplasmico de CD4 (CD4166-435), fue
afiadido al casete de HLA-hirudina.

Con el fin de asegurar que la hirudina permaneciera mévil y activa cuando estuviera unida por su extremo
C-terminal al anclaje de CD4, se produjeron, sin embargo, 3 longitudes de adaptadores de glicina diferentes
(denominadas G1 a G3 - Fig. 1A):

- para el adaptador de glicina 1 (G1; GGSGG), el par de oligonucleétidos constaba de 5'-
aattaggaggttctggaggctgca-3' <SEC ID 5> (que contenia una secuencia de reconocimiento de EcoRIl mutada y un
sitio de Pstl) y 5'-gcctccagaacctcect-3' <SEC ID 6>;

- los adaptadores de glicina 2 (G2) y 3 (G3) constaban de la secuencia central (GGSGG) repetida dos o tres
veces, respectivamente.

Estos adaptadores fueron introducidos en el extremo 3' del fragmento de HLA-hirudina.

Los oligonucledtidos adaptadores de glicina fueron hibridados y ligados cada uno de ellos en el sitio de
EcoRI/Pstl de plasmidos que contenian el casete de HLA-hirudina, antes de la insercién del anclaje de CDA4.

CD4166-435 fue amplificado utilizando los cebadores:

5'-tgtctgcaggaaccagaagaaggtggaattca-3' <SEC ID 7>
(que introduce sitios de Pstl y EcoRl) y:
5'-gtgggatccgcectggcectegtgectcaa-3' <SEC ID 8>

(que contiene un sitio de BamH]I distal).
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El producto resultante de la PCR fue clonado en pBluescritp y secuenciado. En CD4166.435, S€ encontré que
V*?® habia mutado a A**®, El fragmento de CD4 Pstl/BamHI fue subclonado en los plasmidos HLA-hirudina-G1, -G2 y
-G3, y estas construcciones fueron verificadas mediante analisis de la secuencia de ADN.

Cada una de las tres construcciones de ADNc fue subclonada en el sitio de BamHI del vector de expresion
de mamifero pHBActpr-1gpt (Gunning, 1987), que contenia el intensificador y la regién promotora de la B-actina
humana junto con un elemento intensificador de SV40 que dirigia el gen de resistencia a gpt, permitiendo la
seleccién de los clones en presencia de acido micofendlico (Figuras 1C y 1D). La orientacién de las construcciones
finales fue verificada mediante la creacién de mapas con endonucleasas de restriccion.

Los vectores que contenian las construcciones HLA-hirudina-G1/2/3-CD4 individuales fueron transfectadas
en la linea celular de fibroblastos de raton DAP.3 (Marguelies, 1983) con fosfato de calcio de acuerdo con protocolos
estandar. Después de 18 horas de crecimiento en medio DMEM (Gibco) suplementado con un 5% de suero de
ternera fetal, ampicilina, estreptomicina y glutamina, las células fueron tratadas con glicerol durante 30 segundos.
Las células fueron posteriormente lavadas dos veces con solucién salina tamponada con fosfato (PBS) y se afiadié
medio nuevo que incluia xantina, hipoxantina y acido micofendlico a una concentracion final de 12 ug/ml.

Como control negativo, se utilizaron células DAP.3 transfectadas con una construccion de clase Il humana
gue expresaba HLA-DR (linea celular 531) (Lechler, 1988) cultivadas en el mismo medio de cultivo que contenia
acido micofendlico.

Los clones supervivientes fueron analizados para determinar la expresion de hirudina y CD4 mediante
FACS utilizando los anticuerpos monoclonales murinos 4158-81-7 (Schlaeppi, 1991) y OKT-4 (Reinherz, 1979),
respectivamente. Se tifieron 10° células con los anticuerpos murinos durante 30 minutos sobre hielo y se afiadié un
anticuerpo policlonal anti-ratén producido en oveja conjugado a FITC como capa secundaria.

Segln se muestra en la Figura 2, estas construcciones hirudina-CD4 se expresaban bien en la superficie
celular de DAP.3. No se detectaron diferencias significativas en los niveles de expresion entre hirudina-CD4 con las
tres longitudes diferentes de los adaptadores de glicina.

Por tanto, los polipéptidos anticoagulantes pueden ser expresados de manera estable en la superficie
celular.

2. La hirudina-CD4 con una secuencia vectorizante procedente del extremo C de P-selectina se
expresa en la superficie celular de CHO-K1

Ademas de las construcciones HLA-hirudina-G1/2/3-CD4, se sintetizaron dos construcciones mas con
secuencias vectorizantes derivadas de la P-selectina humana (Figura 1B). Se utilizé para estas construcciones la
regién transmembranal de CD4, mientras que la secuencia de parada de translocacion y el extremo C fueron sus-
tituidos por las secuencias correspondientes de P-selectina (Johnston, 1989).

Para fusionar los Dominios 3 y 4 de CD4 mas la region transmembranal (CD4166-395) con la secuencia de
parada de translocacion y las regiones citoplasmicas 1y 2 de la P-selectina humana (P-selsss-789) (McEver, 1989), se
realiz6 una PCR con extension solapante. Para la amplificacion de la parte CD4 de la molécula, se utilizaron los
cebadores:

5'-tgtctgcaggaaccagaagaaggtggaattca-3' [CD4-5] <SEC ID 7>
(que introduce sitios de restriccion de Pstl y EcoRl) y:
5'-gtctgaaacgcttictgaagaagatgcctagcccaatgaaaagcaggaggcecg-3' <SEC ID 9>

En paralelo, para amplificar la region C-terminal de P-selectina, se utilizaron los cebadores:

5'-tgggctaggcatcticttcagaaagcgtttcagacaaaaaga-3'y <SEC ID 10>
5'-gaccaggatccggacaggtctctta-3' [P-selN3] <SECID 11>

(que introduce un sitio de BamHI distal).

Después de la purificacion de los productos resultantes de la PCR a partir de geles de agarosa, se llevo a
cabo una tercera PCR utilizando los cebadores flanqueantes CD4-5 y P-seIN3. El producto resultante de la PCR
(832 pb) fue digerido con Pstl y BamHI, subclonado en pBluescript y secuenciado. Posteriormente, el fragmento
CD4-P-sel (CD4166-395-P-S€l7s4-789) fue escindido con Pstl/BamHI y subclonado en plasmidos que contenian HLA-
hirudina-G1 o -G2.

Las construcciones HLA-hirudina-G1/G2-CD4-P-selectina finales fueron subclonadas en el sitio de BamHI

de pHBActpr-1gtp y transfectadas en células CHO-K1 (ATCC CCL61), que fueron cultivadas en medio RPMI 1640
(Gibco) suplementado con un 5% de suero de ternera fetal, ampicilina, estreptomicina y glutamina.
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La transfeccion se realiz6 mediante electroporacion de acuerdo con protocolos estandar. Brevemente,
5x10° células fueron resuspendidas en 350 pl de medio sin suero y transferidas a una cubeta de electroporacion de
1 ml con un espacio de 0,4 cm entre los electrodos (Bio-Rad). Después de la adicion de 10 pug de ADN plasmidico en
150 pl, las muestras fueron agitadas suavemente y mantenidas sobre hielo. Las células fueron sometidas a elec-
troporacion a resistancia infinita, 960 yF y 350 V en un aparato Gene Pulser (Bio-Rad). El dia después de la elec-
troporacién, las células fueron lavadas dos veces con PBS y se afiadié medio nuevo que incluia acido micofendlico,
xantina e hipoxantina.

Se ha demostrado recientemente que cuando las células CHO-K1 eran transfectadas con ADNc de P-selec-
tina, la proteina P-selectina no se acumulaba intracelularmente, sino que era expresada en la superficie celular
(Disdier, 1992). En los transfectantes CHO-K1 producidos anteriormente, hirudina-G1-CD4-P-selectina e hirudina-
G2-CD4-P-selectina se expresaban ambas en la superficie segin se estimé mediante tincién con los monoclonales
OKT-4 y 4158-81-7 (Figura 3). El control negativo utilizado fue una linea celular CHO-K1 que expresaba TFPI
fusionado a los Dominios 3 y 4 de CD4 (TFPI-CD41¢6.435), cultivada en el mismo medio que contenia acido
micofenolico.

Como control positivo, células CHO-K1 fueron transfectadas con P-selectina humana de longitud completa
(Johnston, 1989), que fue subclonada como un fragmento de Sall de 3142 pb en pHBActpr-1neo que contenia un
gen de resistencia a neomicina (G418) dirigido por SV40. Estas células fueron tratadas con 400 ug/ml de G418 y
después de 2 semanas los clones individuales fueron recogidos con bastoncillos de algodén y transferidos a placas
de 12 pocillos. Los clones supervivientes fueron analizados para determinar la expresion de hirudina y CD4
utilizando 4158-81-7 a 10 yg/ml y un sobrenadante sin diluir de hibridomas OKT-4.

La P-selectina humana fue detectada por el mAb anti-CD62 (Becton Dickinson), de acuerdo con las re-
comendaciones del fabricante. Se observé un perfil de FACS similar al obtenido con hirudina-CD4-P-selectina para
estas células marcadas con CD62 (Figura 3E), confirmando que las células CHO-K1 expresan P-selectina en la
membrana plasmética.

Por tanto, las proteinas quiméricas que contienen la secuencia vectorizante de P-selectina permanecen
funcionales cuando se expresan en la superficie celular.

3. La hirudina anclada a la superficie celular se une a trombina segun se detecté con anticuerpos
especificos

Con el fin de analizar si la hirudina unida de esta forma a la superficie celular conservaba su actividad de
unién a trombina, se utilizo el siguiente ensayo de unién.

Células transfectadas de manera estable fueron cultivadas en frascos de cultivo T75 durante 36 horas antes
de cada experimento. Las células DAP.3 fueron despegadas utilizando una rasqueta de células, mientras que las
células CHO-K1 fueron despegadas del plastico mediante tratamiento con PBS, EDTA 5 mM durante 10 minutos a
37°C. Después de 4 lavados con PBS que contenia un 0,1% de BSA (p/v), 2,5x10° células en 150 pl fueron
incubadas durante 1 hora a 37°C con concentraciones crecientes de trombina. Las células fueron lavadas cuatro
veces con PBS que contenia un 0,1% de BSA e incubadas posteriormente durante 30 minutos sobre hielo con
inmunoglobulinas anti-protrombina humana de conejo (10 pg/ml en 100 pl) (Dakopatts). Después de dos lavados
mas, las células fueron incubadas durante 30 minutos con inmunoglobulinas anti-conejo producidas en cerdo
conjugadas a FITC (Dakopatts). Finalmente, los transfectantes fueron lavados tres veces y analizados mediante
citometria de flujo.

Segln se muestra en la Figura 4, la hirudina expresada en la superficie celular conserva la capacidad para
unirse a trombina y la longitud del adaptador de glicina no influia sobre la unién a trombina.

Con el fin de determinar la cantidad de trombina necesaria para saturar las células que expresan hirudina-
CD4, dos clones fueron incubados con trombina hasta 82 U/ml. Cuando se analizé el porcentaje de células positivas,
los transfectantes se saturaban a 41 U/ml de trombina (Figura 4C). Sin embargo, segun las intensidades de
fluorescencia medias (mfi), las células no estaban saturadas ni siquiera a 82 U/ml (Figura 4D). A estas elevadas
concentraciones experimentales de trombina, la uniéon de fondo a las células control que expresaban HLA-DR au-
mentaba significativamente.

Con el fin de elucidar la especificidad de la union de trombina a hirudina-CD4, se llevaron a cabo pos-
teriormente experimentos de bloqueo. Los transfectantes DAP.3 HLA-hirudina-G3-CD4 fueron preincubados sobre
hielo durante 30 minutos con 10 ug/ml de mAb anti-hirudina o de controles apropiados (IgG1 e IgG2a de ratén,
Dakopatts) durante 30 minutos sobre hielo, y lavados dos veces en PBS que contenia un 0,1% de BSA antes de
incubar con trombina durante 1 hora a 37°C igual que anteriormente. La unién de trombina fue analizada igual que
anteriormente.
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La preincubacién con 4158-81-7 inhibia la union especifica de trombina a hirudina-CD4 (Figura 5A). La
unioén de trombina a hirudina-CD4 fue demostrada mediante incubacién con trombina y comparacion del marcaje con
el mAb 4107-76-1 (Schlaeppi, 1991) y con inmunoglobulinas anti-protrombina. El 4107-76-1 esta dirigido contra el
complejo hirudina-trombina y no detecta hirudina sin trombina ni trombina unida a los receptores de trombina
endogenos. Segun se muestra en la Figura 5B, la union de trombina detectada con 4107-76-1 era similar a la unién
observada con la fraccién de inmunoglobulina anti-protrombina.

Por tanto, la hirudina expresada en la superficie de células DAP.3 conserva la capacidad de union
especifica a trombina.

Células epiteliales porcinas inmortalizadas (IPEC) fueron transfectadas con hirudina-CD4 de la misma
manera. Segln se muestra en la Figura 15A, solamente las células transfectadas se unian a trombina, y esta unién
era bloqueada por 4158-81-7 de manera dependiente de la dosis (Figura 15B). Se utiliz6 un sistema de ensayo de
recalcificacion de plasma humano para una investigacion adicional del efecto funcional de la expresién de hirudina
unida a la superficie en IPEC. Segun se muestra en la Figura 15C, IPEC no transfectadas acortaban el tiempo de
coagulacioén del plasma recalcificado hasta 170 segundos aproximadamente, en comparacion con un tiempo de coa-
gulacion control de 370 segundos en ausencia de células. La preincubacion con IL-1, que induce la expresion de TF,
reducia ademas el tiempo de coagulacion hasta menos de 100 segundos. En contraste, los tiempos de coagulacion
para las IPEC transfectadas eran prolongados incluso después de preincubacion con IL-1 que inducia la expresion
de TF. La incubacion con 4158-81-7 reducia el efecto anticoagulante de manera dependiente de la dosis, indicando
que el efecto era debido a la presencia de hirudina en la superficie celular (Figura 15D).

La hirudina expresada en la superficie de IPEC se une por tanto a la trombina e inhibe también la coagu-
lacién del plasma humano.

4. La hirudina-CD4-P-selectina expresada por células CHO-K1 se une a trombina

Para investigar si la hirudina-CD4-P-selectina se une también a trombina cuando es expresada en la su-
perficie de células CHO-K1, estas células fueron incubadas con trombina durante 1 hora a 37°C. Después de tefiir
con inmunoglobulinas anti-protrombina y de afiadir una segunda capa de anticuerpos marcados con FITC, las célu-
las fueron analizadas mediante citometria de flujo.

Se detectd un perfil de union distinto, segiin se muestra en la Figura 6A. Con las inmunoglobulinas anti-
protrombina, la union de fondo de la trombina a células CHO-K1 que expresaban una proteina irrelevante unida a
CD4, fue detectable después de la incubacién con concentraciones de trombina bastante bajas. Sin embargo, la
unién especifica de trombina a hirudina fue verificada mediante la tincion con el mAb 4107-76-1 especifico anti-hiru-
dina/trombina (Figura 6B). Con este anticuerpo, la union de fondo a las células CHO-K1 control era indetectable. Es
también evidente a partir de la Figura 6 que los clones que expresaban hirudina parecian unirse a la trombina de
manera no especifica en un grado diferente, implicando que tenian niveles de expresion diferentes de receptores de
trombina enddgenos. Esta variacion de la union no especifica fue confirmada con otros varios clones.

Para comparacion, los resultados procedentes de dos transfectantes CHO-K1 que expresaban hirudina-G1-
CD4 e hirudina-G2-CD4 (esto es, sin la secuencia de P-selectina) estan mostrados en las Figuras 6C y 6D. Excepto
por una uniéon de trombina ligeramente incrementada debida a proteinas quiméricas mejor expresadas (mfis
mayores), no se detectaron diferencias importantes en los perfiles de unién en comparacion con los transfectantes
que expresaban hirudina unida al anclaje CD4-P-selectina.

5. La hirudina-CD4-P-selectina es almacenada en granulos secretores y puede liberada tras activacion

Para examinar la acumulacion intracelular de hirudina y su ruta desde los granulos secretores hasta la
superficie celular, una linea celular de pituitaria murina secretora (D16/16) fue transfectada de manera transitoria con
ADNCc que codificaba hirudina-CD4-P-selectina o hirudina-CD4. Esta linea celular fue elegida por dos razones. En
primer lugar, se sabe que estas células expresan ACTH en granulos de almacenamiento especificos que se
descargan en la superficie celular tras la activacién con ésteres de forbol. En segundo lugar, las células endoteliales
(que parecerian ser el tipo celular ideal para investigar la vectorizacion intracelular de la construccién de P-selectina)
pierden rapidamente sus granulos de almacenamiento de Weibel-Palade durante el cultivo in vitro.

Cuarenta y ocho horas después de la transfeccion, las células D16/16 fueron tefiidas con anticuerpos
contra hirudina y ACTH. En las células transfectadas con hirudina-CD4-P-selectina, la hirudina fue detectada en
granulos distribuidos uniformemente en el citoplasma (Figura 16A). Se observo el mismo patron de distribucion de
los granulos con una tincion especifica de ACTH, implicando la colocalizacion con hirudina (Figura 16B). Esto fue
verificado cuando ambos anticuerpos fueron utilizados para la tincién (Figura 16C).

En contraste, las células D16/16 transfectadas con hirudina-CD4 no acumulaban hirudina en granulos in-

tracelulares, sino que expresaban niveles elevados de hirudina en la superficie celular (Figura 16D). La doble tincién
(Figura 16F) revel6 unicamente una ligera colocalizacion de hirudina y ACTH.
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Las células que expresaban hirudina-CD4-P-selectina fueron activadas con el éster de forbol PMA y fueron
analizadas mediante citometria de flujo. El 4158-81-7 no detectd hirudina en la superficie celular de las células no
estimuladas (Figura 17A). Sin embargo, después de 30 minutos de estimulacion con PMA, se detecto hirudina en la
superficie celular (Figura 17B). Ademas, las células D16/16 activadas se unian especificamente a trombina, a
diferencia de las células no activadas (Figura 17C - tefiidas con 4107-76-1).

Por tanto, mediante la utilizacion de la linea celular de pituitaria D16/16 que contiene granulos, se demostro
claramente que la hirudina-CD4-P-selectina puede ser vectorizada hacia granulos de almacenamiento intracelulares
especificos, y que moléculas quiméricas funcionales pueden ser liberadas y expuestas en la superficie celular
después de la activacion.

6. La interaccién entre trombina e hirudina-CD4 es suprimida cuando el sitio catalitico de la trombina
es inactivado

La union especifica de trombina a hirudina-CD4 con y sin la secuencia vectorizante de P-selectina estaba
clara (Figuras 4 y 6). Para potenciar adicionalmente la especificidad de la interaccién trombina-hirudina, se preincubé
trombina (210 nmoles en 50 pl de solucion salina tamponada con Tris (TBS), BSA 0,1%, pH 7,4) durante 1 hora a
37°C con:

- hirudina nativa de longitud completa (Biopharm) en un exceso molar de 10 veces;

- diclorhidrato de D-Pre-Pro-Arg clorometil cetona ("PPACK-HCI") (Calbiochem) en un exceso molar de 100 veces o
con

- un analogo sintético del dodecapéptido C-terminal de hirudina que comprende los residuos de hirudina 53-64, con
sulfato-Tyr64 (American Diagnostica) en un exceso molar de 100 veces.

La actividad catalitica dependiente de trombina fue analizada con un sustrato que era un oligopéptido
cromogeénico pequefio (H-D-Phe-Pip-Arg-pNA-2HCI ("S-2238") (Quadratech).

Con el fin de determinar si la trombina era inactivada por PPACK-HCI e hirudina, 5 pl de cada mezcla de
reaccion fueron diluidos con 95 ml de TBS, BSA 0,1%, e incubados con 50 pl de S-2238 4 mM durante 10 minutos a
37°C.

Segln se esperaba, no se observd conversion cromogénica con la trombina incubada con PPACK-HCI o
con hirudina en comparacion con la trombina incubada sin inhibidor, mientras que el dodecapéptido no influia sobre
la actividad catalitica dependiente de trombina segun se midi6 por el corte de S-2238.

Las tres preparaciones diferentes fueron afadidas a transfectantes que expresaban hirudina unida a la
superficie celular. Utilizando el procedimiento anteriormente descrito, se investigd la uniéon de trombina con los
anticuerpos anti-protrombina o anti-hirudina-trombina. Como puede observarse en la Figura 7A, la trombina
inactivada con hirudina o con PPACK-HCI no se unia con la hirudina expresada en la superficie celular de DAP.3.
Ademas, se observé Gnicamente una unién parcial del complejo trombina-dodecapéptido. En contraste con los trans-
fectantes DAP.3, las células CHO-K1 presentaban una unién trombina-PPACK-HCI relativamente elevada (Figura
7B). Se encontrd que esta interaccion era inespecifica segun fue ilustrado con el mAb anti-hirudina-trombina 4107-
76-1. No se detecto union especifica trombina-PPACK-HCI-hirudina.

Esto confirma que la hirudina unida a la superficie celular se une especificamente y potentemente a la
trombina en su sitio catalitico.

7. El TFPI de longitud completa y truncado unido a dominios de CD4 es expresado en la superficie
celular

Con el fin de unir el TFPI a la membrana celular, se sintetizd6 una proteina de fusion que constaba de
CD4166-435 humano unido a TFPI de longitud completa que incluia los tres Dominios Kunitz (TFPli-276) 0 bien a una
forma truncada de TFPI que carecia del Dominio Kunitz lll y del extremo C (TFPly.1g3) (Wun, 1988) (Figura 8). Estas
fueron sintetizadas de manera similar a la descrita anteriormente para hirudina, fusionandose las secuencias de
TFPIl y CD4 mediante la utilizacién de una estrategia de clonaje con casetes, pero a diferencia de la hirudina, TFPI
es una proteina de mamifero y por tanto contiene un péptido sefial endégeno.

El ADN que codifica la porcion N-terminal de TFPI que incluye los Dominios Kunitz | y Il (675 pb) fue
amplificado utilizando los cebadores:

5'-catcgtcgacggatcctagatgatttacacaatgaagaaagtacatgcactttgggce-3' <SEC ID 12>
(que introduce sitios de restriccion de Sall y BamHI); y
5'-ggacctgcagaattcaaaaaggctgg-3' <SEC ID 13>

(que contiene sitios de EcoRl y Pstl).
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El ADN que codifica el tercer Dominio Kunitz junto con el extremo C-terminal de TFPI (315 pb) fue am-
plificado utilizando los cebadores:

5'-agcctttttgaattccacggtccctcat-3' <SEC ID 14>
(con un sitio de EcoRl); y
5'-cattgctataacaactgcagatatttttaac-3' <SEC ID 15>

(que contiene un sitio de Pstl).
El CD4166-435 fue amplificado segun se describi6é anteriormente.

Mediante la introduccién de sitios de restriccion en el extremo 3' del ADNc de TFPli.153 ¥ en el extremo 5'
del ADNc de TFPligszrs, H®* y G mutaron a C*®* y R™ en las proteinas de fusién recombinantes (Figura 8).
Ademas, P*®® muto a S™°. El codén de parada de TFPI fue eliminado mediante la introduccién de un sitio de Pstl,
mutando de este modo M*"® a I*’®, y la adicion del aminoacido C*’’. En el transcurso de la introduccion de un sitio de
Pstl en el extremo N-terminal del Dominio 3 de CD4, L'** y Q'® fueron mutados a C*** y R'®, respectivamente. En el
ADNc de TFPligs276, S€ encontro que K?®® habia mutado a E**® y en CD41g6.435 V>*® habia mutado a A®® (segun se

describié anteriormente).
Todos los productos de la PCR fueron clonados en pBluescript SK(+).

Los ADNcs de TFPI-CD4 completos fueron ligados en el sitio de BamHI del vector de expresion pHBActpr-
1gpt.

Igual que anteriormente, células DAP.3, mantenidas en DMEM suplementado, fueron transfectadas con fos-
fato de calcio igual que anteriormente. Los clones fueron analizados para determinar la expresion de TFPI y CD4
mediante FACS utilizando los mAbs murinos anti-TFPI humano 4903 6 4904 (American Diagnostica), ambos a 10
ug/ml, y un sobrenadante sin diluir del hibridoma OKT-4 (Reinherz, 1979). El 4903 esta dirigido contra el Dominio
Kunitz |, mientras que el 4904 est4 dirigido contra el Dominio Kunitz Il. Se analizaron 10° células para cada muestra
y, igual que anteriormente, se utilizé como control la linea celular 531.

Segun se muestra en la Figura 9, TFPl1.276-CD4 y TFPl1.183-CD4 pueden ser expresadas ambas en la
superficie celular.

8. TFPl1.183-CD4 y TFPI1-276-CD4 unidas a la superficie celular confieren la unién a FXa

Para analizar si TFPI unido de esta forma a la superficie celular conserva su actividad de union a FXa, se
utilizé el ensayo de union siguiente.

Células DAP.3 transfectadas de manera estable fueron despegadas mediante tratamiento con PBS, EDTA
5 mM durante 10 minutos a 37°C. Después de 4 lavados con un exceso de PBS, BSA 0,1% (p/v), 2,5x105 células en
100 ul fueron incubadas durante 1 hora a 37°C con concentraciones crecientes de FXa.

Las células fueron posteriormente lavadas dos veces e incubadas adicionalmente durante 30 minutos sobre
hielo con 10 pg/ml de inmunoglobulinas anti-FXa humano de conejo (RAFX-IG, Enzyme Research Laboratories) en
100 pl. Después de dos lavados adicionales, las células fueron incubadas durante 30 minutos con inmunoglobulinas
policlonales anti-conejo producidas en cerdo conjugadas a FITC y analizadas mediante citometria de flujo.

Segun se muestra en la Figura 10, las células DAP.3 que expresan TFPl;.276-CD4 y TFPI1.153-CD4 en la su-
perficie celular se unen potentemente a FXa de manera dependiente de la dosis (Figura 10), detectandose union
significativa a 0,02 nM. No se detectd diferencia en la union de FXa entre la TFPI-CD4 de longitud completa y la trun-
cada.

Fue también posible bloquear la unién de FXa con una fraccién de inmunoglobulina anti-TFPI policlonal
(4901) o con los monoclonales 4903 y 4904.

Las células fueron incubadas sobre hielo durante 30 minutos con 4901, 4903 6 4904 a concentraciones
crecientes, utilizando como control negativo un antisuero anti-hemoglobina (Dakopatts). Las células fueron lavadas
posteriormente dos veces en PBS, BSA 0,1%, e incubadas adicionalmente con FXa 5 nM durante una hora a 37°C.
Las células fueron luego lavadas e incubadas con RAFX-IG igual que anteriormente y analizadas para determinar la
unién de FXa mediante FACS.

La unién de FXa a TFPl1.276-CD4 disminuy6 un 27% y un 55% a 10 y 80 ug/ml del policlonal 4901, respec-
tivamente, en comparacion con las células incubadas con el policlonal control anti-hemoglobina irrelevante (Figura
11A). Se encontré también una unién de FXa disminuida en las células TFPly.153-CD4 preincubadas con 4901
(Figura 11B).
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Cuando se bloqued TFPl1.276-CD4 con 4903 o con 4904, se observd un 33% menos de unién de FXa a 40
pwg/ml del mAb, en comparaciéon con inmunoglobulinas de ratén del mismo isotipo (Fig. 12). No se detecto diferencia
significativa entre la actividad blogqueante de los mAbs 4903 y 4904.

Esto demuestra por primera vez que TFPI conserva su actividad de uniéon a FXa cuando es expresado
como una proteina de fusién unida a la membrana.

9. TFPl1-183-CD4 y TFPI1-276-CD4 son ambas funcionalmente activas frente a FXa

Con el fin de determinar si TFPI unido a la superficie celular conservaba su capacidad para inhibir la funcion
de FXa, la actividad proteolitica de FXa fue analizada utilizando el sustrato cromogénico N-a-Z-D-Arg-Gly-Arg-
pNA-2HCI ("S-2765") (Quadratech).

Las células DAP.3 transfectadas fueron despegadas segun se describié anteriormente y lavadas 4 veces
con un exceso de TBS, pH 7,4, BSA 0,1%. Se incubaron 0,5x10° células (en 100 pl) por pocillo durante 1 hora a
37°C con varias concentraciones de FXa. Se afiadieron 50 ul de S-2765 4 mM y las células fueron incubadas adicio-
nalmente durante 2 horas a 37°C. Se midi6é la DO4gs cada 30 segundos y se determind el tiempo requerido para
alcanzar una DO4ps=0,1, que mostraba el FXa activo restante.

La actividad FXa fue inhibida por la TFPI-CD4 expresada de una manera dependiente de la dosis, obser-
vandose la maxima inhibicién cuando se afiadieron concentraciones bajas de FXa (0,16 nM) (Figura 13). En una se-
rie de experimentos, no se observé diferencia significativa en la inhibicion de FXa entre las células que expresaban
TFPl1.183-CD4 0 TFPI1.276-CDA4.

Por tanto, el Dominio Kunitz Il conserva su funcion cuando esta unido a la superficie celular en TFPI1.1g3-
CD4 yen TFPIl1276-CDA4.

10. El complejo TFi-210/FVlla se une independientemente de la presencia del tercer Dominio Kunitz

La unién del factor tisular y el factor Vlla puede ser utilizada para confirmar si el Dominio Kunitz | conserva
también su funcién.

El TF1201 y €l FVIla humanos recombinantes fueron producidos en E. coli y CHO-K1, respectivamente
(O'Brien, 1994). Estos fueron mezclados en concentraciones equimolares e incubados a 25°C durante 15 minutos
para obtener un complejo TF1-216/FVlla.

Se produjeron inmunoglobulinas policlonales de conejo contra el TF humano de acuerdo con métodos es-
tandar.

Células DAP.3 que expresaban TFPli276-CD4 0 TFPI1.153-CD4 fueron incubadas con FXa 5 nM durante 1
hora a 37°C. Las células fueron lavadas dos veces y se afiadio el complejo TF1.219/FVlla a 2,5x10° células en 100 .
Después de 1 hora a 37°C, los transfectantes fueron lavados dos veces e incubados con 50 pl de inmunoglobulinas
policlonales de conejo anti-TF (2,5 pg/ml) durante 30 minutos sobre hielo seguido por 2 lavados, y una incubacion
posterior con inmunoglobulinas anti-conejo producidas en cerdo conjugadas a FITC. Las células positivas fueron
analizadas mediante citometria de flujo.

El TF1210/FVlla se unia con la misma eficacia a TFPl1.276-CD4 (Fig. 14A) y a TFPl1.153-CD4 (Fig. 14B),
mientras que no se detectd en absoluto unién a la linea celular control 531.

Con el fin de confirmar la unién especifica al Dominio Kunitz | del complejo TF1.210/FVlla, el FVlla fue
inactivado mediante preincubacion con diclorhidrato de 1,5-dansil-Glu-Gly-Arg-clorometil cetona ("1,5-DNS-
GGACK-HCI"). Este se une al sitio activo de FVlla e inhibe la unién a TFPI, mientras que no afecta a la formacion del
complejo TFi1-219/FVlla (Bajaj, 1992).

El FVlla fue incubado primeramente con un exceso de 100 veces molar de 1,5-DNS-GGACK-HCI durante
18 horas a 20°C y repurificado mediante cromatografia de intercambio i6nico. El FVlla con el sitio activo inhibido
(FVllai) fue incubado con una concentracion equimolar de TFi219 a 25°C durante 15 minutos y afadido
posteriormente a 2,5x10° células en 100 pl. Las etapas siguientes fueron como las descritas anteriormente.

Como puede observarse en la Figura 14, significativamente menos complejo TF1.210/FVllai se unia a las
células que expresaban TFPI-CD4, en comparacion con el TFi219/FVIla "activo" unido. No se observé diferencia
entre las células DAP.3 transfectadas con TFPI1.276-CD4 0 con TFPI1.183-CD4.

Por tanto, el Dominio Kunitz | conserva también su funcién cuando estd unido a la superficie celular en

TFPl1.183-CD4 y en TFPIl176-CD4. Es por tanto obvio que el TFPI unido a la superficie celular es funcionalmente
activo en su totalidad.
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11. TFPI-CD4 expresada en IPEC se une a factores de coagulacion humanos relevantes y al TF porcino

Seguln se muestra en la Figura 18, la proteina de fusion TFPI-CD4 puede ser expresada en IPEC y
conserva la capacidad para unirse a FXa y FVlla. Con el fin de demostrar que el TFPI puede interaccionar
fisicamente con el TF porcino, se siguié un procedimiento de inhibicion competitiva utilizando TF humano soluble.
Segun se muestra en la Figura 19A, en presencia de concentraciones saturantes de FXa y FVlla, la union del TF
humano soluble a IPEC transfectadas con TFPI (pretratadas con IL-1la) estaba reducida significativamente en
comparacion con la unién a los transfectantes control negativos para TF (no activados con IL-1a). Esto sugiere que
el TF porcino estaba compitiendo con el TF humano soluble por el Vlla, y por tanto por la unién a TFPI. La Figura
19B apoya esto, mostrando que la union del TF humano soluble a IPEC transfectadas con TFPI-CD4 (preactivadas
con IL-1a) se incrementaba si los transfectantes eran incubados con concentraciones crecientes de anticuerpo
contra el TF porcino. El efecto de este anticuerpo podria reflejar la inhibicion de la interaccién entre el TF porcino y el
FVlla, o entre los complejos TF porcino-Vlla y TFPI-CD4. De cualquier forma, los resultados sugieren que la proteina
de fusién TFPI-CD4 expresada en la superficie de IPEC interacciona fisicamente con el complejo TF porcino-FVlla.

12. La TFPI-CD4 expresada en IPEC inhibe la produccién de fibrina dependiente de TF

La Figura 20A muestra los resultados de un Unico experimento representativo para ilustrar el fenotipo
procoagulante de IPEC transfectadas con TFPI-CD4. La presencia de la proteina de fusion en las células trans-
fectadas prolongaba consistentemente los tiempos de coagulacion en comparaciéon con IPEC control. Sin embargo,
este efecto fue observado Unicamente después de activacion con IL-1a - la expresion de TFPI-CD4 no tenia in-
fluencia sobre los tiempos de coagulacion cuando se utilizaron IPEC negativas para TF. Por tanto, la proteina de
fusion TFPI-CD4, segln se esperaba, inhibia la produccion de fibrina dependiente de TF, pero no la produccion de
fibrina independiente de TF. Un anticuerpo anti-TFPI, utilizado en concentraciones crecientes durante una etapa de
preincubacion, era capaz de normalizar los tiempos de coagulacion volviendo a los valores anteriores observados
con IPEC control no transfectadas activadas con IL-1a (Figura 20B), indicando que la prolongacién de los tiempos de
coagulacién en presencia de las células transfectadas era debida en su totalidad a la accién inhibidora especifica del
TFPI.

13. Expresion de un activador de la proteina C en la membrana celular

Para expresar las construcciones heter6logas que contenian el activador de la proteina C aislado del
veneno de Agkistrodon contortrix contortrix (McMullen, 1989; Kisiel, 1987), se sintetiz6 un ADNc que codificaba la
proteina. La secuencia de la proteina es la <SEC ID 16>:

VIGGDECNINEHRFLALVYANGSLCG
GTLINQEWVLTARHCDRGNMRIYLGM
HNLKVLNKDALRRFPKEKYFCLNTRN
DTIWDKDIMLIRLNRPVRNSAHIAPL
SLPSNPPSVGSVCRIMGWGTITSPNA
TLPDVPHCANINILDYAVCQAAYKGL
AATTLCAGILEGGKDTCKGDSGGPLI
CNGQFQGILSVGGNPCAQPRKPGIYT
KVFDYTDWIQSIISGNTDATCPP

De acuerdo con la predisposicion para la utilizacion de codones porcinos (que es aplicable a la mayoria, si
no a todas, las células de mamifero), se sintetizo el ADN de hebra sencilla siguiente <SEC ID 17>:

GTG ATC GGC GGC GAC GAG TGC AAC ATC AAC GAG CAC CGC
TTC CTG GCC CTG GTG TAC GCC AAC GGC AGC CTG TGC GGC
GGC ACC CTG ATC AAC CAG GAG TGG GTG CTG ACC GCC CGC
CAC TGC GAC CGC GGC AAC ATG CGC ATC TAC CTG GGC ATG
CAC AAC CTG AAG GTG CTG AAC AAG GAC GCC CTG CGC CcGC
TTC CCC AAG GAG AAG TAC TTC TGC CTG AAC ACC CGC AAC
GAC ACC ATC TGG GAC AAG GAC ATC ATG CTG ATC CGC CTG
AAC CGC CCC GTG CGC AAC AGC GCC CAC ATC GCC cCcCc CTG
AGC CTG CCC AGC AAC CCC CCC AGC GTG GGC AGC GTG TGC
CGC ATC ATG GGC TGG GGC ACC ATC ACC AGC CCC AAC GCC
ACC CTG CCC GAC GTG CCC CAC TGC GCC AAC ATC AAC ATC
CTG GAC TAC GCC GTG TGC CAG GCC GCC TAC AAG GGC CTG
GCC GCC ACC ACC CTG TGC GCC GGC ATC CTG GAG GGC GGC
AAG GAC ACC TGC AAG GGC GAC AGC GGC GGC CCC CTG ATC
TGC AAC GGC CAG TTC CAG GGC ATC CTG AGC GTG GGC GGC
AAC CCC TGC GCC CAG CCC CGC AAG CCC GGC ATC TAC ACC
AAG GTG TTC GAC TAC ACC GAC TGG ATC CAG AGC ATC ATC
AGC GGC AAC ACC GAC GCC ACC TGC cce cece
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Este ADN de hebra sencilla fue hibridado a oligonucleétidos complementarios para dar lugar a una mo-
Iécula de doble hebra. Estan incluidos sitios de restriccion en cada extremo del ADN de doble hebra, a los cuales se
liga un anclaje de CD4 y una secuencia sefial de P-selectina de manera similar a la descrita anteriormente. La
molécula resultante fue ligada, igual que anteriormente, en el vector pHBActpr-1gpt.

Como fuente de ADN alternativa, podria someterse a seleccién una biblioteca de ADNc de serpiente sobre
la base de la secuencia de proteinas conocida.

14. La coexpresion de TFPI-CD4 e hirudina-CD5 produce la inhibicidon de la coagulacion dependiente de
TF e independiente de TF

Se generaron transfectantes estables que expresaban TFPI-CD4 e hirudina-CD4. Segun se muestra en la
Figura 21A, los transfectantes primarios expresaban niveles variables de hirudina y niveles bajos de TFPI. Sin
embargo, a pesar de esta modesta expresion por la mayoria de los transfectantes, el fenotipo procoagulante de
estas células estaba significativamente reducido en comparacioén con los controles (Figura 21B). La presencia en la
superficie celular de ambas moléculas anticoagulantes en IPEC activadas con IL-1a prolongaba notablemente el
tiempo necesario para coagular el plasma hasta 300 segundos aproximadamente, que se aproxima al tiempo que
tarda el plasma humano recalcificado en coagular espontaneamente. Estudios de bloqueo con anticuerpos anti-hiru-
dina y anti-TFPI confirmaron que el fenotipo alterado de estos transfectantes dobles era debido a la inhibicion
especifica de la coagulacion por la hirudina y el TFPI expresados.

Se entendera que la presente invencién se describe Unicamente a modo de ejemplo y que pueden realizarse
modificaciones siempre y cuando permanezcan dentro del alcance de la invencion segun se define en las
reivindicaciones.
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LISTADO DE SECUENCIAS

(1) INFORMACION GENERAL:
(i) SOLICITANTE:
(A) NOMBRE: RPMS Technology Limited
(B) CALLE: Commonwealth Building
(C) CIUDAD: Du Cane Road
(D) STATE: London
(E) PAIS: Reino Unido
(F) CODIGO POSTAL (ZIP): W12 ONN
(ii) TITULO DE LA INVENCION: Inhibicién de la coagulacion
(i) NUMERO DE SECUENCIAS: 17
(iv) FORMA LEGIBLE POR ORDENADOR:
(A) TIPO DE MEDIO: Disco magnético flexible 720K
(B) ORDENADOR: IBM PC compatible
(C) SISTEMA OPERATIVO: PC-DOS/MS-DOS
(D) PROGRAMA: Patentin Ver 2.0/Microsoft Word 97
(v) DATOS DE LA SOLICITUD ACTUAL:
(A) NUMERO DE SOLICITUD: PCT/GB98/00850

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:1
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 38 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:1
CAGTGTCGAC GGATCCATGG CCGTCATGGC GCCCCGA 37
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(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:2
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 34 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:2
GTCAGTGTAA ACAACCGCCC AGGTCTGGGT CAGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:3
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 36 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:3
ACCCAGACCT GGGCGGTTGT TTACACTGAC TGCACC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:4
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 37 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:4
GACGCTGCAG AATTCTTGCA GGTATTCTTC CGGGATT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:5
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 24 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:5
AATTAGGAGG TTCTGGAGGC TGCA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:6
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 16 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:6
GCCTCCAGAA CCTCCT

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:7
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 32 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:7
TGTCTGCAGG AACCAGAAGA AGGTGGAATT CA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:8
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
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(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:8
GTGGGATCCG CCTGGCCTCG TGCCTCAA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:9
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 53 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:9
GTCTGAAACG CTTTCTGAAG AAGATGCCTA GCCCAATGAA AAGCAGGAGG CCG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:10
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 42 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:10
TGGGCTAGGC ATCTTCTTCA GAAAGCGTTT CAGACAAAAA GA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:11
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 25 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(ii) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:11
GACCAGGATC CGGACAGGTC TCTTA

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:12
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 57 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:12
CATCGTCGAC GGATCCTAGA TGATTTACAC AATGAAGAAA GTACATGCAC TTTGGGC

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:13
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 26 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:13
GGACCTGCAG AATTCAAAAA GGCTGG

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°:14
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 28 nucleétidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:14
AGCCTTTTTG AATTCCACGG TCCCTCAT 28

2 INFORMACION PARA LA SEC ID N°:15
(i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
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(A) LONGITUD: 31 nucleétidos
(B) TIPO: acido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
5 (i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:15
CATTGCTATA ACAACTGCAG ATATTTTTAAC 31

(2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 16
10 (i) CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 231 aminoéacidos
(B) TIPO: proteina
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
(D) TOPOLOGIA: lineal
15 (ii) TIPO DE MOLECULA: proteina
(vi) FUENTE ORIGINAL:
(A) ORGANISMO: Agkistrodon contortrix contortrix
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:16
Val lle Gly Gly Asp Glu Cys Asn lle Asn Glu His Arg Phe Leu Ala
20 1 5 10 15
Leu Val Tyr Ala Asn Gly Ser Leu Cys Gly Gly Thr Leu lle Asn GIn
20 25 30
Glu Trp Val Leu Thr Ala Arg His Cys Asp Arg Gly Asn Met Arg lle
35 40 45
25  Tyr Leu Gly Met His Asn Leu Lys Val Leu Asn Lys Asp Ala Leu Arg
50 55 60
Arg Phe Pro Lys Glu Lys Tyr Phe Cys Leu Asn Thr Arg Asn Asp Thr
65 70 75 80
lle Trp Asp Lys Asp lle Met Leu lle Arg Leu Asn Arg Pro Val Arg
30 85 90 95
Asn Ser Ala His lle Ala Pro Leu Ser Leu Pro Ser Asn Pro Pro Ser
100 105 110
Val Gly Ser Val Cys Arg lle Met Gly Trp Gly Thr lle Thr Ser Pro
115 120 125
35  Asn Ala Thr Leu Pro Asp Val Pro His Cys Ala Asn lle Asn lle Leu
130 135 140
Asp Tyr Ala Val Cys GIn Ala Ala Tyr Lys Gly Leu Ala Ala Thr Thr
145 150 155 160
Leu Cys Ala Gly lle Leu Glu Gly Gly Lys Asp Thr Cys Lys Gly Asp
40 165 170 175
Ser Gly Gly Pro Leu lle Cys Asn Gly GIn Phe GIn Gly lle Leu Ser
180 185 190
Val Gly Gly Asn Pro Cys Ala GIn Pro Arg Lys Pro Gly lle Tyr Thr
195 200 205
45 Lys Val Phe Asp Tyr Thr Asp Trp lle GIn Ser lle lle Ser Gly Asn
210 215 220
Thr Asp Ala Thr Cys Pro Pro
225 230

50 (2) INFORMACION PARA LA SEC ID N°: 17
() CARACTERISTICAS DE LA SECUENCIA:
(A) LONGITUD: 693 nucle6tidos
(B) TIPO: &cido nucleico
(C) TIPO DE HEBRA: sencilla
55 (D) TOPOLOGIA: lineal
(i) TIPO DE MOLECULA: ADN
(xi) DESCRIPCION DE LA SECUENCIA PARA LA SEC ID N°:17
GTGATCGGCG GCGACGAGTG CAACATCAAC GAGCACCGCT TCCTGGCCCT GGTGTACGCC 60
AACGGCAGCC TGTGCGGCGG CACCCTGATC AACCAGGAGT GGGTGCTGAC CGCCCGCCAC 120
60 TGCGACCGCG GCAACATGCG CATCTACCTG GGCATGCACA ACCTGAAGGT GCTGAACAAG 180
GACGCCCTGC GCCGCTTCCC CAAGGAGAAG TACTTCTGCC TGAACACCCG CAACGACACC 240
ATCTGGGACA AGGACATCAT GCTGATCCGC CTGAACCGCC CCGTGCGCAA CAGCGCCCAC 300
ATCGCCCCCC TGAGCCTGCC CAGCAACCCC CCCAGCGTGG GCAGCGTGTG CCGCATCATG 360
GGCTGGGGCA CCATCACCAG CCCCAACGCC ACCCTGCCCG ACGTGCCCCA CTGCGCCAAC 420
65 ATCAACATCC TGGACTACGC CGTGTGCCAG GCCGCCTACA AGGGCCTGGC CGCCACCACC 480
CTGTGCGCCG GCATCCTGGA GGGCGGCAAG GACACCTGCA AGGGCGACAG CGGCGGCCCC 540
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CTGATCTGCA ACGGCCAGTT CCAGGGCATC CTGAGCGTGG GCGGCAACCC CTGCGCCCAG 600
CCCCGCAAGC CCGGCATCTA CACCAAGGTG TTCGACTACA CCGACTGGAT CCAGAGCATC 660
ATCAGCGGCA ACACCGACGC CACCTGCCCC cce 693
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REIVINDICACIONES

Un animal no humano que comprende un tejido biolégico, en el que el tejido comprende una célula, la
célula expresa una 0 mas proteinas que comprenden una regién con actividad anticoagulante y una regioén
que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la region de anclaje y la regién
anticoagulante de la proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la region anticoagulante
comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un
activador de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y

V) derivados anticoagulantes de la trombina.

El animal no humano de la reivindicacion 1, en el que la region anticoagulante comprende la secuencia de
una hirudina, un inhibidor de la via del factor tisular, un péptido anticoagulante de la garrapata, o un
activador de la proteina C.

El animal no humano de la reivindicacién 2, en el que la regidn anticoagulante comprende la secuencia de
un inhibidor de la via del factor tisular.

El animal no humano de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que la regién de anclaje
comprende la secuencia transmembranal de una proteina de membrana.

El animal no humano de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el tejido es una coleccion
de células.

El animal no humano de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tejido es fibroblastos, una
cOrnea, tejido nervioso, un corazon, un higado o un rifién.

El animal no humano de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4, en el que el tejido es un érgano.

El animal no humano de cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que el animal no humano es un
animal transgénico.

El animal no humano segun la reivindicacién 8, en el que dicho animal es un cerdo transgénico o una oveja
transgénica.

Un drgano del animal transgénico no humano de las reivindicaciones 8 o 9, en el que dicho 6rgano
comprende una célula, la célula expresa una o mas proteinas que comprenden una regién con actividad
anticoagulante y una regién que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la regién
de anclaje y la regién anticoagulante de la proteina derivan de proteinas diferentes, y en la que la region
anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los grupos que
consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un
activador de la proteina C;

ii) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y

V) derivados anticoagulantes de la trombina.

Un tejido biolégico que comprende una célula, en el que la célula expresa una 0 mas proteinas que
comprenden una region con actividad anticoagulante y una region que puede anclar dicha proteina a una
membrana celular, en la que la regidon de anclaje y la region anticoagulante de la proteina derivan de
proteinas diferentes, y en la que la region anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido
anticoagulante seleccionado entre los grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un
activador de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y
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V) derivados anticoagulantes de la trombina.

en el que la célula no se produce utilizando un método que implica la modificacion de la identidad genética de la
linea germinal del ser humano o que implica el uso de un embrién humano para fines industriales o comerciales.

12.

13.

14.

15.

El tejido de la reivindicacién 11, en el que el tejido es una coleccion de células.
El tejido de la reivindicacion 11, en el que el tejido es un érgano.

Un método para hacer que un tejido u érgano sea adecuado para transplante, que comprende la expresion
de una proteina en la superficie de las células endoteliales de dicho tejido u érgano, en el que el método no
implica la modificacion de la identidad genética de la linea germinal del ser humano o uso de un embrion
humano para fines industriales o comerciales, y en el que dicha proteina comprende una regiéon con
actividad anticoagulante y una region que puede anclar dicha proteina a una membrana celular, en la que la
region de anclaje y la regién anticoagulante de la proteina se derivan de proteinas diferentes, y en la que la
regién anticoagulante comprende la secuencia de un polipéptido anticoagulante seleccionado entre los
grupos que consisten en:

i) hirudina, inhibidor de la via del factor tisular, péptido anticoagulante de la garrapata y un
activador de la proteina C;

i) derivados y fragmentos funcionales de i) que retienen la actividad anticoagulante;

iii) heparina y antitrombina;

iv) derivados y fragmentos funcionales de iii) que retienen la actividad anticoagulante; y

V) derivados anticoagulantes de la trombina.

Un animal no humano segun la reivindicaciéon 3, en el que la secuencia de un inhibidor de la via del factor
tisular comprende dominios Kunitz | y 1l del inhibidor de la via del factor tisular.
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