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DESCRIPCION
Fibrinégeno recombinante
Campo técnico

La presente invencion se refiere al fibrinbgeno recombinante, a los métodos para producirlo a altos niveles en
células de mamiferos y a sus aplicaciones.

Antecedentes de la invencion

El fibrinégeno es una glicoproteina soluble del plasma que se sintetiza en el cuerpo humano principalmente por las
células del parénquima del higado. Es una molécula dimera, que consta de dos pares de tres cadenas polipeptidicas
denominadas Aaq, BB y v, que estan unidas por puentes disulfuro. Las tres cadenas polipeptidicas estan codificadas
por tres genes separados. La cadena de tipo nativo Aa se sintetiza como un precursor de 625 aminoacidos y esta
presente en el plasma como una proteina de 610 aminoacidos, la B contiene 461 y la cadena y 411 aminoacidos.
Los tres polipéptidos se sintetizan individualmente a partir de 3 mRNAs. El conjunto de las tres cadenas
componentes (Aa, BB y y) en su forma final como un dimero de seis cadenas (Aa, BB, y)2 se produce en el lumen
del reticulo endoplasmico (ER).

El fibrinégeno circula en sangre a elevadas concentraciones (1-2 g/L) y manifiesta un alto grado de heterogeneidad.
Se originan variantes debido a polimorfismos genéticos, diferencias en glicosilacion y fosforilaciones, proteolisis
(parcial) de la parte carboxi-terminal de la cadena Aa y empalmes alternativos (para revisiones véase De Maat y
Verschuur (2005) Curr. Opin. Hematol. 12, 377; Laurens y colaboradores (2006) J. Thromb Haemost. 4, 932;
Henschen-Edman (2001) Ann. N. Y. Acad. Sci. USA 936, 580). Se estima que en cada individuo circulan alrededor
de un millén de diferentes moléculas de fibrindgeno. La mayoria de estas variantes, que representan sélo una
pequefia porcion del fibrindgeno total (en la mayoria de los casos no mas de un pequefio porcentaje), difieren en
funcién y estructura. La proteolisis de la parte carboxi-terminal de la cadena Aa da lugar a las tres principales formas
circulantes del fibrinbgeno que tienen claramente diferentes pesos moleculares. El fibrindgeno es sintetizado en la
forma de alto peso molecular (HMW; peso molecular 340 kDa); la forma predominante de las cadenas Aa en la
circulacién contiene 610 aminoacidos). La degradacion de una de las cadenas Aa da formas de bajo peso molecular
(LMW; MW= 305 kDa); la forma LMW’ (270 kDa) es la variante donde ambas cadenas Aa estan parcialmente
degradadas en el extremo carboxi. En sangre normal, 50 — 70% del fibrindgeno es HMW, 20 — 50% es fibrindgeno
con una o dos cadenas Aa degradadas (de Maat y Verschuur (2005) Curr. Opin. Hematol. 12, 377). Las variantes
HMW y LMW’ muestran claras diferencias en el tiempo de coagulacion y en la estructura del polimero de fibrina
(Hasegawa N, Sasaki S. (1990) Thromb. Res. 57, 183).

Variantes bien conocidas que son el resultado de empalmes alternativos son la variante llamada y’ y la variante
Fib420.

La variante y’ representa aproximadamente el 8% del total de las cadenas y. Consta de 427 aminoacidos en lugar de
los 411 de la cadena y mas abundante; los cuatro aminoacidos C-terminales (AGDV) son remplazados por 20
aminoacidos que contienen 2 tirosinas sulfatadas. La cadena de fibrinégeno y’ no es capaz de unirse al receptor de
fibrindgeno de plaquetas IIbB3, que es critico en la regulacion de la agregacion plaquetaria.

La variante Fib420, que tiene un peso molecular de 420 kDa, representa el 1-3% del fibrindgeno total circulante (de
Maat y Verschuur (2005) Curr. Opin. Hematol. 12, 377). Mediante empalmes alternativos, un marco de lectura
abierto adicional es incluido en el extremo C de la cadena Aa, alargandolo asi con 237 aminoacidos. Los
aminoacidos adicionales forman una estructura nodular.

El fibrindgeno de origen plasmatico es un importante componente de los selladores de fibrina comercializados que
son aplicados clinicamente durante intervenciones quirirgicas para detener el sangrado y disminuir la pérdida de
sangre y fluidos. Ademas se usa para facilitar la adherencia del tejido usando la propiedad de aglutinacion de la
fibrina y mejorar la cicatrizacion de las heridas. El fibrinbgeno es también utilizado clinicamente para suplir la
deficiencia de fibrindbgeno en pacientes con fibrinogenemia hereditaria y en pacientes con una deficiencia de
fibrinbgeno adquirida. La administracion intravenosa de altas dosis de fibrinégeno (3 — 10 gramos) ha demostrado
normalizar la coagulacion de la sangre y detener o evitar graves hemorragias en diferentes situaciones clinicas.

La produccion de fibrinégeno humano recombinante, ya sea en el formato de tipo nativo (HMW) o como una variante
(por ejemplo como Fib420), tiene muchas ventajas sobre el uso de materiales de origen plasmatico. Estos incluyen
su perfil de seguridad preferido, la posibilidad de hacer variantes en una forma pura y suministros ilimitados.

La solicitud de patente US 6,037,457 expone la producciéon de fibrinbgeno recombinante en células adherentes
usando un combinado de inhibidores de proteasa. Los niveles de expresion estan alrededor de 1 — 15 pg/ml.

Sin embargo, para producirlo de una manera econdmicamente viable, se necesitan altos niveles de expresion de
fibrinbgeno intacto, funcional. Ademas, para aplicaciones especificas (por ejemplo uso de fibrindgeno como pinza
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hemostatica intravenosa (IV)) se requieren modificaciones post-traduccionales apropiadas (por ejemplo
glicosilacion).

En la solicitud de patente US 2003/221223 se producen proteinas transgénicas en plantas, incluyendo fibrinogeno.
El fibrindgeno producido comprende grupos glicosilo vegetales.

Debido a las modificaciones post-traduccionales, se prefiere la expresion en sistemas de mamiferos. Por
consiguiente, el fibrinbgeno recombinante biolégicamente activo ha sido expresado en varias células, tales como
rindn de cria de hamster (BHK) (por ejemplo Farrel y colaboradores (1991) Biochemistry 30, 9414), células de ovario
de hamster chino (CHO) (por ejemplo Lord, (US6037457), Binnie y colaboradores (1993) Biochemistry 32, 107),
células COS derivadas del mono verde africano (por ejemplo Roy y colaboradores (1991) J. Biol. Chem. 266, 4758).
Sin embargo, los niveles de expresion son solo alrededor de 1 — 25 pg/ml y se consideran inadecuados para reponer
las grandes cantidades de fibrindgeno en plasma en la practica clinica. Ademas, la expresion del fibrinégeno
humano en levadura P. pastoris produjo 8 ug/ml, que no es tampoco adecuado para la produccion comercial (Tojo y
colaboradores (2008) Prot. Expr. and Purif. 59, 289).

El documento de patente W02006/122822 describe la expresion de anticuerpos usando vectores de expresion de
genes dobles que comprenden genes gen-optimizados. Los niveles de produccion de anticuerpos aumentan de este
modo de 37,8 microgramos/ml a 51,3 microgramo/ml.

En la solicitud de patente EP 1 661 989 se informa que son necesarios rendimientos de al menos 100 mg/ml para
una produccién comercial viable. La doctrina de la solicitud de patente EP 1 661 989 es que se alcanzan niveles tan
altos usando vectores de expresion mixtos de genes para expresion combinada de cadenas alfa y gamma o
cadenas beta y gamma, que conduce a un exceso de expresion de la cadena gamma. En esta solicitud, se
presentan niveles de hasta 631,5 mg/ml para células CHO en un matraz con agitacion. Sin embargo, para alcanzar
tales niveles, las células tienen que co-expresar la proteina anti-apoptosis del baculovirus P35, y tiene que usarse
metotrexato, un anti-metabolito, para la amplificacion de los vectores. Las densidades celulares son relativamente
bajas (maximo en un matraz con agitacion 9,4 x 10° células/ml en 15 dias) si se compara con lo que es estandar en
la industria por ejemplo Wurm (Nature Biotechnol. (2004) 22, 1393) informa de densidades celulares de rutina de 2 x
10° células/ml en 3-4 dias de subcultivacion).

La cuestion mas importante para la produccion exitosa de fibrinbgeno recombinante es como hacer un producto lo
suficientemente intacto, correctamente ensamblado, biolégicamente activo con alta pureza.

Descripcion detallada de la invencién
La presente invencion esta definida en su sentido mas amplio por las reivindicaciones adjuntas.

La presente invencion se refiere a una secuencia de nucleétidos que codifica una cadena de fibrinégeno alfa, beta o
gamma que es optimizada para su expresion en un sistema de cultivo de células eucaridticas. Una secuencia de
nucledtidos optimizada de acuerdo con la invencién permite la expresion eficaz de fibrinbgeno recombinante en
forma intacta en un sistema de cultivo de células eucaridticas. La secuencia de la proteina codificada por la
secuencia de nucleétidos optimizada es idéntica a la secuencia de la proteina codificada por la correspondiente
secuencia de nucleétidos no optimizada.

En el contexto de la presente invencion, el término “fibrindgeno” puede referirse a cualquiera de las formas del
fibrindgeno e incluye variantes que se han originado a partir de polimorfismos genéticos, diferencias en glicosilacion
y fosforilacion, proteolisis (parcial) de la parte carboxi-terminal de la cadena Aa y empalmes alternativos. En el
contexto de la presente invencion, los términos ‘cadena alfa’ y ‘cadena Ad’ se usan indistintamente. Ellos pueden
referirse tanto al tipo nativo como a variantes de la cadena alfa, incluyendo una cadena alfa del fibrinégeno de 644
aminoacidos que contiene una secuencia sefial (SEQ ID NO.8), un precursor de la cadena alfa del fibrindgeno de
625 aminoacidos sin secuencia sefial (aminoacidos 20 a 644 de SEQ ID NO. 8), una cadena alfa truncada de
fibrindgeno de 610 aminoacidos (aminoacidos 20 a 629 de SEQ ID NO. 8) como se encuentra en circulacion y la
variante Fib420 de la cadena alfa de 866 aminoacidos que contiene una secuencia sefial (SEQ ID NO.11) o sin
secuencia sefial (aminoacidos 20-866 de SEQ ID NO. 11).

En el contexto de la presente invencion, los términos ‘cadena beta’ y ‘cadena B’ son utilizados indistintamente.
Ellos se refieren tanto al tipo nativo como a variantes de la cadena beta, que incluyen una cadena beta de
fibrindgeno de 491 aminoacidos que contiene una secuencia sefial (SEQ ID No. 9) y una cadena beta de fibrinégeno
de 461 aminoacidos sin secuencia sefial (aminoacidos 31 a 491 de SEQ ID NO. 9).

En el contexto de la presente invencion, el término ‘cadena gamma'’ y ‘cadena y’ se utilizan indistintamente. Ellos se
refieren tanto al tipo nativo como a variantes de la cadena gamma, que incluyen una cadena gamma de fibrinbgeno
de 437 aminoacidos que contiene una secuencia sefial (SEQ ID No. 10), una cadena gamma del fibrinégeno de 411
aminoacidos sin secuencia sefial (aminoacidos 27 a 437 de SEQ ID NO. 10), una cadena gamma del fibrinbgeno de
453 aminoacidos, que es la cadena gamma principal con secuencia sefial (SEQ ID No. 13) y una cadena gamma del
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fibrinbgeno de 427 aminoacidos, que es la cadena gamma principal sin secuencia sefial (aminoacidos 27 a 453 de
SEQ ID NO. 13).

En el contexto de la presente invencion, fibrinbgeno o una cadena de fibrindégeno esta ‘en forma intacta’ cuando la
secuencia de aminoacidos contiene todos los aminoacidos que estaban codificados por la secuencia de nucleétidos,
opcionalmente sin los aminoacidos que son separados durante el procesamiento (secrecién) normal de las células.
Por lo tanto, las cadenas alfa que tienen 644, 625 o 610 aminoacidos son ejemplos de una cadena alfa en forma
intacta.

La secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invencién tiene un contenido GC de al menos 55%,
preferiblemente de al menos 58%, mas preferiblemente de al menos 60 o 65%. En una realizacion, las secuencias
optimizadas de nucledtidos de acuerdo con la invencion tienen un contenido GC en el intervalo de 55 a 70%. En otra
realizacién, las secuencias optimizadas de nucleétidos de acuerdo con la invencion tienen un contenido GC en el
intervalo de 60 a 65%.

Las secuencias optimizadas de nucleétidos de la invencion que codifican una cadena de fibrinégeno alfa, beta y
gamma son optimizadas para su expresion en un sistema de cultivo de células de mamifero, como para su
expresion en un sistema de cultivo de una célula COS, célula BHK, célula NSO, célula Sp2/0, célula CHO, célula
PER.C6 o célula HEK293. Mas preferiblemente, las secuencias de nucleétidos son optimizadas para su expresion
en un sistema de cultivo de células humanas, tal como un sistema de cultivo para una célula PER.C6 o una célula
HEK293.

La optimizacion de acuerdo con la invencidon tiene un indice de adaptaciéon de codones de al menos 0,90,
preferiblemente de al menos 0,95, mas preferiblemente de al menos 0,97. En una realizacién, una secuencia de
nucleétidos de acuerdo con la invencion se optimiza por adaptacion del uso de codones a células CHO con un indice
de adaptacion de codones de al menos 0,95.

Las secuencias de nucledtidos de acuerdo con la invencion codifican cadenas de fibrinbgeno de mamiferos, mas
preferiblemente codifican cadenas de fibrinbgeno de primates, lo mas preferible codifican cadenas de fibrindgeno
humano. También son posibles combinaciones, tal como por ejemplo una o dos cadenas de fibrindgeno de
mamiferos combinadas con dos o una cadenas de fibrindgeno de roedor. La secuencia de nucledtidos que esta
optimizada puede ser DNA o RNA. Preferiblemente, es cDNA.

Una secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invencion que codifica una cadena de fibrinégeno alfa,
beta o gamma muestra al menos 70% de identidad con sus respectivos homdlogos no optimizados. En una
realizacion, una secuencia optimizada de nucleétidos de la invencion que codifica una cadena de fibrindgeno alfa,
beta y gamma muestra un 70-80% de identidad con sus respectivas secuencias no optimizadas. Preferiblemente, las
secuencias optimizadas de nucleétidos de la invencion que codifican una cadena de fibrindgeno alfa, beta o gamma
no contienen sitios con actuacion cis, tal como sitios de empalme y sefiales poli(A).

Una secuencia de nucleotidos optimizada de acuerdo con la invencidon que codifica una cadena de fibrindgeno alfa
no contiene secuencias de repeticion directa de 39 pares de bases que estan normalmente presentes en el gen que
codifica la cadena alfa del fibrindgeno humano. En una secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la
invencion que codifica una cadena alfa, la secuencia de repeticién es cambiada sin cambiar la secuencia de la
proteina codificada.

Una secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invencién codifica una cadena alfa que comprende una
secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 4 o 7. Las secuencias de nucleétidos que codifican una cadena alfa de
fibrinbgeno y que comprenden parte de estas secuencias son también abarcadas por la presente invencion y estan
asi definidas en las siguientes realizaciones. En una realizacién, una secuencia optimizada de nucleétidos de
acuerdo con la invencién comprende los nucleétidos 60-1932 de SEQ ID NO.4. En otra realizacion, una secuencia
optimizada de nucledtidos de acuerdo con la invencion comprende los nucleétidos 60-1887 de SEQ ID NO. 4. En
otra realizacién, una secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invenciéon comprende los nucleétidos
60-2598 de SEQ ID NO.7. También una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia que es al menos
90%, mas preferiblemente al menos 92%, al menos 94%, 96%, la mas preferible al menos 98% o al menos 99%
idéntica a SEQ ID NO. 4 o 7 y que codifica una cadena alfa de fibrindgeno, por ejemplo una cadena alfa de
fibrindgeno con una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 8 o 11 o parte de estas secuencias que comprenden los
aminoacidos 20-644 de SEQ ID NO. 8, los aminoacidos 20-629 de SEQ ID NO. 8 o los aminoacidos 20-866 de SEQ
ID NO.11, es abarcada por la presente invencion.

Una secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invencién que codifica una cadena beta comprende una
secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 5. Secuencias de nucleétidos que codifican una cadena beta de fibrindgeno
y que comprenden la parte de esta secuencia que comprende los nucleétidos 93-1473 de SEQ ID NO. 5 son
también abarcadas por la presente invencion. También una secuencia de nucleétidos que comprende una secuencia
al menos 90%, mas preferiblemente al menos 92%, al menos 94%, 96%, lo mas preferiblemente al menos 98% o al
menos 99% idéntica al SEQ ID NO. 5 y que codifica una cadena beta de fibrindgeno, por ejemplo una cadena beta
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de fibrindgeno con una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 9 o parte de esta secuencia, tal como por ejemplo los
aminoacidos 31 a 491 de SEQ ID NO.9, es abarcada por la presente invencion.

Una secuencia optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invencién que codifica una cadena gamma de
fibrinbgeno comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 6. Las secuencias de nucleétidos que codifican
una cadena gamma de fibrindgeno y que comprenden la parte de esta secuencia que comprende los nucleétidos 81-
1311 de SEQ ID NO. 6 son también abarcadas por la presente invencion. También una secuencia de nucleétidos
que comprende una secuencia que es al menos 90%, mas preferiblemente al menos 92%, al menos 94%, 96%, lo
mas preferible al menos 98% o al menos 99% idéntica a SEQ ID NO. 6 y que codifica una cadena gamma de
fibrindgeno, por ejemplo una cadena gamma de fibrindgeno con una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 10 o
parte de esta secuencia, tal como por ejemplo los aminoacidos 27 a 437 de SEQ ID NO. 10, es abarcada por la
presente invencion.

Una secuencia optimizada de nucledtidos de acuerdo con la invencién que codifica una cadena gamma de
fibrindgeno comprende una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 12. Secuencias de nucleétidos que codifican una
cadena gamma de fibrindgeno y que comprende la parte de esta secuencia que comprende los nucleétidos 81-1359
de SEQ ID NO. 12 son también abarcados por la presente invencidon. También una secuencia de nucleétidos que
comprende una secuencia que es al menos 90%, mas preferiblemente al menos 92%, al menos 94%, 96%, lo mas
preferible al menos 98% o al menos 99% idéntica al SEQ ID NO. 12 y que codifica una cadena gamma de
fibrindgeno, por ejemplo una cadena gamma de fibrindgeno con una secuencia de acuerdo con SEQ ID NO. 13 o
parte de esta secuencia, tal como por ejemplo los aminoacidos 27 a 453 de SEQ ID NO. 13, es abarcado por la
presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a una construccion de nucleétidos que comprende una secuencia
optimizada de nucleétidos de acuerdo con la invencion que codifica una cadena de fibrindégeno alfa, beta o gamma.
La construccion de nucledtidos puede comprender secuencias reguladoras que influyen en la expresion de las
cadenas de fibrindgeno, incluyendo promotores, terminadores y potenciadores. En una realizacion, la construccion
de nucledtidos es un vector, tal como por ejemplo un vector de clonacién o un vector de expresion. La construccion
de nucleétidos puede también comprender un marcador de seleccién.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a células mamiferas que comprenden una secuencia optimizada de
nucleétidos de acuerdo con la invencion que codifica una cadena de fibrindgeno alfa, beta o gamma. En la célula, los
nucleétidos de acuerdo con la invencion pueden estar presentes como tales o en una construccion, tal como en un
vector de expresién o un vector de clonacion. La célula es tipicamente una célula huésped que se utiliza para la
produccion de fibrindgeno. La célula que comprende la secuencia de nucledétidos de acuerdo con la invencién es una
célula de mamiferos. Ejemplos adecuados de células de mamiferos incluyen células de insectos, células COS,
células BHK, células NSO, células Sp2/0, células CHO, células PER.C6 y células HEK293.

Las células de acuerdo con la invencion producen elevadas cantidades de fibrinbgeno intacto, biolégicamente activo.
La célula es tipicamente parte de una linea celular. En el presente contexto, la frase ‘una célula o linea celular que
produce elevadas cantidades de fibrindgeno intacto’ se refiere a una célula o linea celular que produce mas de 90%,
95% o0 99% de productos intactos. Preferiblemente, esto se mide a lo largo de un periodo de 10, 20 o 30, mas
preferiblemente a lo largo de 40 o 50, duplicaciones de la poblacién. En el contexto de la presente invencion,
fibrinbgeno ‘biolégicamente activo’ se refiere a fibrinégeno que se polimeriza en fibrina en presencia de trombina.
Tales células o lineas celulares son también abarcadas por la presente invencién. En una realizacién preferida, una
linea celular de acuerdo con la invencion produce fibrindgeno recombinante intacto en niveles de al menos 3
picogramos por célula por dia, mas preferiblemente al menos 4 o 5 picogramos por célula por dia, incluso mas
preferiblemente al menos 7 o 10 picogramos por célula por dia. En un reactor con una densidad celular de 30 x 10°
células/ml, 3 picogramos por célula por dia corresponde a 90 mg de fibrinégeno por volumen de reactor de litro por
dia, 5 picogramos por célula por dia corresponde a 150 mg de fibrinbgeno por litro por dia y 7 picogramos por célula
por dia corresponde a 210 mg de fibrinégeno por litro por dia. Preferiblemente al menos 50% de la poblacién celular,
mas preferiblemente al menos 60%, 70% o 80% de la poblacién celular, lo mas preferible al menos 90%, 95% o 99%
de la poblacion celular produce al menos 3 picogramos por célula por dia, mas preferiblemente al menos 5
picogramos por célula por dia, incluso mas preferiblemente al menos 7 picogramos por célula por dia.

La seleccion de células o lineas celulares que producen elevadas cantidades de fibrindgeno intacto se lleva a cabo
preferiblemente sin la expresion de inhibidores de proteasa. En una realizacion, la seleccion es realizada utilizando
anticuerpos, preferiblemente anticuerpos monoclonales que se unen al extremo N intacto de la cadena alfa y al
extremo C intacto de la cadena alfa. Ejemplos adecuados comercialmente disponibles de tales anticuerpos incluyen
el anticuerpo Y18 descrito por Koppert y colaboradores (1985) Blood 66, 503 y el anticuerpo G8 descrito por
Hoegee-de Nobel y colaboradores (1988) Thromb. Haemost. 60(3) 415. Preferiblemente, esta seleccién es realizada
en un ambiente libre de suero.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para producir fibrinégeno en un sistema de cultivo de
células de mamiferos. EI método comprende cultivar una célula o linea celular huésped de acuerdo con la invencién
bajo condiciones en las que el fibrindgeno es producido. Opcionalmente, el fibrindgeno producido es recuperado.
Todas las tres cadenas del fibrindgeno son codificadas por las secuencias optimizadas de nucleétidos. En contraste
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con el fibrindgeno de origen plasmatico, la preparacion de fibrinbgeno producido por este método sera bastante
homogénea porque se producen cadenas especificas de fibrindbgeno. El método permite la produccion de
preparaciones de fibrindgeno que constan de mas de 10%, 20%, 30%,40%, 50%, 60%, 70%, 80%, 90%,
preferiblemente mas de 95%, 98% o 99% de variantes, que estan presentes en el plasma tan solo en pequefias
cantidades.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere al uso de secuencias de nucleétidos de acuerdo con la invencion
para la preparacion de fibrinégeno para varias aplicaciones médicas. En una aplicacion, las secuencias de
nucledtidos de acuerdo con la invencidn son usadas para preparar fibrinégeno para uso en selladores de fibrina que
son clinicamente aplicados durante intervenciones quirirgicas para detener el sangrado y disminuir la pérdida de
sangre y liquidos. En otra aplicacion, las secuencias de nucledtidos de acuerdo con la invenciéon pueden ser
utilizadas para preparar fibrinégeno para facilitar la adherencia del tejido mediante el uso de la propiedad de
aglutinacion de la fibrina y mejorar la cicatrizacion de la herida. En otra aplicacion, las secuencias de nucleétidos de
acuerdo con la invencion pueden ser usadas para preparar fibrindgeno que es usado clinicamente para el
tratamiento de episodios de hemorragias agudas en pacientes con deficiencias de fibrinbgeno congénitas o
adquiridas (por ejemplo a través de la hemorragia después de un traumatismo o durante la cirugia) por
administracion intravenosa de fibrindgeno. Preparaciones de fibrinbgeno de origen plasmatico comercializadas son
Riastap (CSL Behring LLC; comercializado en Estados Unidos) y Haemocomplettan (CSL Behring AG;
comercializado en Europa). Las preparaciones de fibrinbgeno recombinante tendrian varias ventajas sobre las
preparaciones de origen plasmatico, incluyendo un perfil preferido de seguridad, suministro ilimitado y la posibilidad
de fabricacion de la variante de fibrinégeno con el perfil de actividad preferido para esta indicacion especifica de una
manera pura.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1 Niveles de expresion de fibrindgeno recombinante humano a 1, 2, 3 y 6 dias después de la transfeccion de
células CHO con construcciones de tipo nativo y con condones optimizados que codifican las cadenas Aa, BB y y. El
experimento fue hecho por duplicado. (opt) secuencias optimizadas; (wt) secuencias tipo nativo.

Figura 2 Niveles de expresion de fibrindgeno recombinante humano a 1, 2, 3 y 6 dias después de la transfeccion de
células CHO con construcciones con codones optimizados que codifican las cadenas Aa, BB y y y construcciones
con codones optimizados (marcadas como Aa(opt) + BB(opt) + y(opt)) con la cadena Aa-extendida, BB y vy
(marcadas como Aa-ext.(opt) + BR(opt) + y(opt)). El experimento fue hecho por duplicado.

Figura 3 Analisis de Western Blot del sobrenadante de cultivos de lotes de clones M21, M25 y M57, que expresan
fibrinbgeno recombinante humano. El carril de control (contr) contiene fibrindgeno tipo nativo de origen plasmatico
(FIB3, Enzime Research Laboratories). Las flechas indican los productos de ruptura de la cadena Aa.

Figura 4 Analisis de Western Blot del sobrenadante de cultivos de un lote del clon P40 que expresa la variante de
fibrinégeno humano (Fib420), que tiene una cadena Aa extendida. El carril 1 es un control que contiene fibrinégeno
tipo nativo de origen plasmatico (FIB3, Enzyme Research Laboratories). Los carriles 2 y 3 contienen sobrenadante
de cultivo del clon P40 Aa-extendida, tomado el dia 4 y 7 de un lote, respectivamente.

Figura 5 Analisis Western Blot del sobrenadante de cultivo de células PER.C6 que fueron transfectadas
transitoriamente con fibrinégeno humano que contiene y’ (los detalles estan descritos en el ejemplo 9). El carril 1
contiene sobrenadante de cultivo de células PER.C6 que expresan el fibrinbgeno recombinante y'. El carril 2 es un
control, que contiene fibrindgeno tipo nativo de origen plasmatico (FIB3, Enzyme Research Laboratories).

Figura 6 Analisis de fibrinégeno para N-glicosilacion por tratamiento PNGase F seguido por analisis SDS-PAGE.
Los carriles son cargados como sigue:

MW: el marcador de peso molecular (Benchmark, Invitrogen)

ERLFIB3: fibrindgeno de origen plasmatico ( ERL ), o tratado con PNGase F (+) o no tratado (-) con PNGase F.
PER.C6 fbg: fibrindgeno derivado PER.C6, o tratado con PNGase F (+) o no tratado (-) con PNGase F.

2ug de fibrindgeno fue cargado por carril; la tincion fue hecha usando azul de Coomassie. El analisis fue realizado
usando gel BisTris reducido un 10% (NuPage, Invitrogen).

Figura 7 Analisis ROTEM: tiempo de coagulacion.

El tiempo de coagulacion fue determinado por el analisis ROTEM. 200ul de plasma normal mezclado (citrato) o 100
pl de plasma normal mezclado mixto 1:1con Haemocomplettan (CSL Behring GmbH, Marburg, Alemania) o
fibrinbgeno PER.C6 (ambos 2 mg/ml en TBS). CaCl, fue afiadido a una concentracion final de 17 mM. Para empezar
la coagulacion a-trombina fue afiadida a una concentracion final de 11U/ml. El volumen total de reaccion fue 240 pl.
La figura muestra el tiempo de coagulacion (segundos) para el plasma mezclado 1:1 con fibrindgeno:
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1. Fibrinégeno de origen plasmatico (CSL Behring, Marburg, Alemania)
2. Fibrinégeno derivado de PER.C6
Todas las medidas fueron hechas por duplicado.

Figura 8 Andlisis ROTEM: firmeza del coagulo. La firmeza del coagulo fue determinada por el analisis
ROTEM. La figura expresa el valor A10 (mm), que es la firmeza del coagulo a un tiempo de 10 minutos, para plasma
mezclado 1:1 con fibrindgeno. Los detalles experimentales son los mismos que se describen en la leyenda de la
figura 7.

1. Fibrinégeno de origen plasmatico (CSL Behring, Marburg, Alemania)
2. Fibrinégeno derivado de PER.C6
Todas las medidas fueron hechas por duplicado.

Figura 9 Analisis ROTEM: tiempo de formacién del coagulo. Sangre citrada de un individuo sano fue si o no
diluida con lactato de Ringer (Baxter, Utrecht, Paises Bajos). Después, la sangre diluida con lactato de Ringer fue si
o no repuesta (control) con fibrinégeno de origen plasmatico o recombinante.

La figura muestra lo siguiente:
1. 300 pl de sangre
2. 150 pl de sangre, 100 pl de lactato de Ringer (RL), 50 yl TBS
3. 150 pl de sangre, 100 pl (RL), 50 yl Haemocomplettan 6,5 mg/ml (1,1 mg/ml concentracion final)
4. 150 pl de sangre, 100 pl (RL), 50 pl hFbg recombinante 6,5 mg/ml (1,1 mg/ml concentracion final)

En todas las condiciones 20 pl del reactivo star-TEM y 20 pl del reactivo ex-TEM (Pentapharm GMBH, Munich,
Alemania) fueron usados para comenzar la coagulacion.

Intervalo normal (35 — 160 segundos) son los valores encontrados para individuos sanos. Valores CFT de 160 — 220
segundos son encontrados en pacientes con hemostasia normalmente intacta pero con reserva reducida.

Figura 10 Analisis ROTEM: firmeza del coagulo. La sangre citrada de un individuo sano fue si o no diluida
con lactato de Ringer (Baxter, Utrecht, Paises Bajos).

Después, la sangre diluida con el lactado de Ringer fue si o no repuesta (control) con fibrinbgeno de origen
plasmatico o recombinante.

Las condiciones de medida fueron las siguientes:
1. 300 pl de sangre
2. 150 pl de sangre, 100 pl de lactato de Ringer (RL), 50 yl TBS
3. 150 pl de sangre, 100 pl (RL), 50 yl Haemocomplettan 6,5 mg/ml (1,1 mg/ml concentracion final)
4. 150 pl de sangre, 100 pl (RL), 50 pl hFbg recombinante 6,5 mg/ml (1,1 mg/ml concentracion final)

En todas las condiciones 20 pl del reactivo star-TEM y 20 pl del reactivo ex-TEM (Pentapharm GMBH, Munich,
Alemania) fueron usados para comenzar la coagulacion.

Intervalos normales (53 — 72 mm) son valores encontrados para pacientes sanos sin trastornos de coagulacion.
Valores MCF de 45 — 40 mm encontrados en pacientes indican un riesgo de hemorragia.

Ejemplos
Ejemplo 1 Preparacién de construcciones optimizadas de cDNA.

Los cDNAs que codifican las cadenas polipeptidicas Aa, B, y, Aa-extendida (Fib420) y y’ del fibrinbgeno humano
fueron sintetizados tanto en tipo nativo (en este ejemplo se refiere al formato no optimizado) y en formato con
codones optimizados por GeneArt (Regensburg, Alemania): (i) los sitios de actuacién en cis (sitios de empalme,
sefiales poli(A)) fueron eliminados; (ii) la secuencia repetitiva de la cadena Aa fue modificada; (jii) el contenido GC
fue incrementado para prolongar la vida media del mRNA,; (iv) El uso de codones fue adaptado a CHO (indice de
adaptacion de codones — CAI- > 0,95). La referencia del tipo nativo utilizado fue NM_021871 para la cadena alfa,
NM_005141 para la cadena beta y NM_000509 para la cadena gamma.

7



10

15

20

25

30

35

40

ES 2 585246 T3

Se compraron los cDNAs que codifican la cadena Aa (SEQ ID NO. 1), BB (SEQ ID NO. 2) y y (SEQ ID NO. 3) en
formato tipo nativo y cDNAs para Aa optimizada (SEQ ID NO. 4), BB (SEQ ID NO. 5) y y (SEQ ID NO. 6) y los
resultados se muestran en la Tabla 1. Las secuencias Aa-extendida (Fib420) (SEQ ID NO. 7) y secuencias Y’
optimizadas también se muestran en la Tabla 1.

cDNA de cadena alfa (SEQ ID no. 1), beta (SEQ ID NO.2) y gamma (SEQ ID NO. 3) de tipo nativo y cDNA de
cadena alfa (SEQ ID no. 4), beta (SEQ ID NO. 5), y gamma (SEQ ID no. 6) optimizado, fueron subclonados en
derivados pcDNA3.1. Ambas cadenas Aa —tipo nativo y optimizada-, y Aa-extendida (Fib420) en pcDNA3.1 (+) neo,
ambas cadenas BB en pcDNA3.1 (+) higro y ambas cadenas y en pcDNA3.1 (-) higro (Invitrogen, Carlsbad, USA). La
cadena y’ optimizada fue subclonada en pcDNA3.1 (+) higro.

Tabla 1
: Indice de adaptacién de codones
Aciertos .
Cadena de (%) (CAI Contenido GC (%)
fibrinbgeno
tipo nativo/opt Tipo nativo Optimizado Tipo Nativo Optimizado
Cadena Aa 72 0,71 0,97 48 65
Cadena Bp 77 0,69 0,96 45 60
Cadenay 76 0,68 0,97 42 60
Cadena Aa
Fib420 72 0,71 0,98 48 63
Cadenay’ 75 n. d. 0,97 42 60
Ejemplo 2 Expresion transitoria de las secuencias de fibrindgeno tipo nativo y de codones optimizados en
células CHO.

Para verificar si las secuencias optimizadas mejoraban la expresion de proteinas, se hicieron transfecciones
transitorias en células CHO-S (Invitrogen, Carlsbad, USA), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.
Brevemente, las células CHO-S fueron sembradas el dia antes de la transfeccion a 0,6 x 10° células/ml en un medio
de cultivo FreeStyle enriquecido con L-glutamina 8mM. En el dia de la transfeccion, las células fueron diluidas a una
concentracion de 1 x 10° células/ml en 15 ml de medio en un matraz con agitacion de 125 ml (Corning Life Sciences,
Corning, USA). Se mezcl6 un total de 18,75 ug de plasmido de expresion (6,25 ug por cada cadena individual) con
0,3 ml OptiPro SFM. Después se anadieron 0,3 ml del reactivo de transfeccion FreeStyle MAX (16 x diluido en
OptiPro SFM) y se mezclé suavemente. Después de 10 minutos de incubacién a temperatura ambiente, la mezcla
DNA-FreeStyle MAX fue afiadida suavemente a las células CHO-S, arremolinandose lentamente en el matraz con
agitacion. El experimento fue realizado por duplicado.

Las células transfectadas fueron incubadas a 37 °C, 5% de CO- en una plataforma de agitacion orbitalica rotando a
125 rpm. En el dia 1, 2, 3 y 6 después de la transfeccion se tomaron muestras para medir la expresion del
fibrinbgeno recombinante.

La expresion de proteinas se midié con un ELISA especifico para fibrindgeno humano. Placas certificadas Maxisorb
Elisa (Nunc, Thermofisher Scientific, Roskilde, Dinamarca) fueron recubiertas durante una noche con 100 pl 10 pg/ml
de anticuerpo monoclonal G8 (TNO KvL, Leiden, Paises Bajos) generado contra el fibrinégeno humano (Hoegee-de
Nobel y colaboradores (1988) Thromb. Haemost. 60(3) 415) en PBS (Invitrogen) a 4 °C. Después las placas se
lavaron con PBST (PBS/0,05% tabletas Tween20, Calbiochem, EMD, San Diego, USA) y se afiadieron 100 pl de ya
sea muestra de sobrenadante de cultivo o estandar de fibrindgeno. El fibrinégeno estandar contiene fibrinégeno
(Fibrinogeno humano FIB3, Enzyme Research Laboratories (ERL), Swansea, UK) disuelto y diluido en PBST a las
siguientes concentraciones: 100 — 75 — 50 — 25 — 12,5 — 6,25 — 3,125 — 0 ng/ml. Muestras del sobrenadante de
cultivo de tejido fueron diluidas 1:10 — 1:500 en PBST. Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente las
placas fueron lavadas tres veces con 200 pl de PBST por pocillo y se dio un golpe seco en una servilleta de papel.
Después se afiadieron 100 pl de HRP conjugado con anticuerpo monoclonal Y18 (TNO KvL, Leiden, Paises Bajos),
diluido 1:10.000 en PBST. Este fue incubado durante 1 hora a temperatura ambiente, seguido por el lavado de las
placas 4 veces con 200 pl de PBST por pocillo; después de cada etapa de lavado las placas fueron golpeadas en
seco en una servilleta de papel. Después, 100 pl de TMB Ultra (Pierce, Thermofisher Scientific, Rockford, USA) fue
afadido a cada pocillo, seguido por una incubacion de 4-30 minutos a temperatura ambiente. La reaccion se par6
por adicién de 100 pyl H,SO4 2M (Merk KGaA, Darmstadt, Alemania) a cada pocillo y el OD450 fue determinado
usando un lector de placas ELISA.
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Los resultados se muestran en la Figura 1. Los datos muestran claramente que las secuencias optimizadas mejoran
drasticamente la expresion del fibrinégeno en todos los tiempos en los que las muestras fueron analizadas. El
incremento en el nivel de expresion para construcciones optimizadas oscila desde 7,9 — 10,5 veces.

Ejemplo 3 Expresion transitoria de Fibrinogeno 420 con codones optimizados en células de cultivo CHO libres
de suero.

La transfeccion y el analisis fueron realizados como se describe en el Ejemplo 2. La secuencia de cDNA de cadena
Aa extendida utilizada en este experimento es una secuencia Aa extendida optimizada (SEQ ID No. 7) y codifica un
polipéptido secretado de 847 aminoéacidos (SEQ ID No. 11).

Los resultados se muestran en la Figura 2 y muestran claramente que los niveles de expresiéon de una variante de
fibrindgeno, en este caso la variante Fib420 con cadenas Aa extendidas, estan en el mismo intervalo que los niveles
mejorados para la variante de la cadena Aa tipo nativo optimizada.

Ejemplo 4 Generacion de células CHO que expresan de forma estable el fibrinogeno humano a partir de
cDNAs de fibrinégeno con codones optimizados bajo condiciones libres de suero.

Para la generacion de las lineas celulares descritas en este informe se usaron plasmidos derivados de la secuencia
optimizada pcDNA3.1, como se describe en el ejemplo 1. Brevemente, las células CHO-S (Invitrogen) fueron
subcultivadas en un medio FreeStyle (Invitrogen) enriquecido con L-glutamina 8mM (Invitrogen) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. De manera rutinaria, las células fueron cultivadas en un matraz con agitacion de 125 ml
que contenia 10% (v/v) de medio de cultivo (=12,5 ml). Los cultivos fueron colocados en un incubador humidificado a
37 °C y 5% de CO: en una plataforma de agitacion horizontal a 125 rpm. Se realizaron transfecciones de células
CHO-S de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Después de la transfeccién los cultivos fueron incubados
durante una noche en un incubador humidificado a 37 °C y 5% de CO- en una plataforma de agitacién horizontal a
125 rpm.

Al dia siguiente de la transfeccion, las células fueron contadas, y sembradas en placas de 96 pocillos (densidad de
sembrado 200 células/pocillo) en un medio FreeStyle enriquecido con L glutamina 8 mM y agentes de seleccion
Geneticina (Invitrogen) y Higromicina B (Invitrogen) (ambos a una concentracion final de 500 ug/ml: a partir de aqui
“medio de seleccion”). El volumen de cultivo en cada pocillo fue 100-200 pl. Las placas fueron colocadas en un
incubador humidificado a 37 °C y 5% de CO bajo condiciones estacionarias. El medio fue cambiado dos veces en
una semana por 100 pyl de medio de seleccién. Las placas fueron seleccionadas para el crecimiento celular al
microscopio. Después de 10 dias los clones resistentes se hicieron aparentes. Estos clones fueron transferidos a
placas de 48 pocillos que contenian 500 ul de medio de seleccion.

Cuando los clones alcanzaron aproximadamente el 50% de confluencia se tomé una muestra del medio y se
almacend a -20 °C hasta que el analisis ELISA para los niveles de expresion del fibrindgeno fue realizado (véase el
ejemplo 2). Basado en los resultados de ELISA los clones positivos para el fibrinégeno fueron subcultivados en
placas de 6 pocillos. Otra vez a una confluencia aproximada del 50% fue cogida una muestra del medio de cada clon
y analizada para la expresion por ELISA. En base a los datos de ELISA, los clones de alta expresién seleccionados
fueron transferidos a matraces T25 y 3 — 5 dias después a matraces de T75 cm?. Despues las células fueron
transferidas a cultivos agitados, donde fueron inoculados a una concentracion de 0,2 x 10° células viables/ml en
matraces con agitacion de 125 ml que contenian 12,5 ml de medio de seleccion. Los matraces fueron colocados en
un agitador horizontal ELMI a 125 rpm en un incubador humidificado a 37 °C y 5% de CO,. Después de alcanzar la
densidad celular de mas de 0,5 x 10° células viables/ml, las células fueron subcultivadas en un nuevo matraz con
agitacion de 125 ml con medio fresco tres veces a la semana a una concentracion de inoculacién de 0,2 x 108
células viables/ml hasta que se establecieron caracteristicas de crecimiento reproducibles (normalmente en 2
semanas). Los cultivos de los clones seleccionados se mantuvieron en el medio de seleccion.

Para el ensayo del lote, se iniciaron los cultivos agitados de los clones seleccionados en 12,5 ml de medio FreeSter
enriquecidos con L-glutamina 8mM en matraces con agitacion de 125 mL. Los cultivos fueron inoculados a 0,2 x 10°

células viables/ml. Los matraces fueron colocados en el agitador horizontal DOS-10-ELMI a 125 rpm a 37 °C y 5%
de CO3 en un incubador humidificado. Las muestras fueron recogidas en el dia 1, 2, 3, 4, y 7 después de la siembra,
y se determind el recuento total de células y la viabilidad (por tincién con azul de Tripano). Las muestras fueron
limpiadas de células por centrifugacion 300 x g y los sobrenadantes fueron almacenados a -20 °C hasta que las
concentraciones de fibrindgeno pudieron ser determinadas.

Para la transferencia Western, las muestras que contenian fibrinogeno fueron mezcladas con 5 pl de muestra
tampon 4x concentrada NuPAGE LDS (Invitrogen, Paisley, UK) y 2 yl de muestra de agente reductor 10x
concentrada NuPAGE (Invitrogen). El volumen final fue ajustado a 20 ul con agua desionizada (Invitrogen/Gibco).
Las muestras fueron calentadas durante 10 minutos a 70 °C y cargadas en un gel NuPAGE Novex (10%; Bis-Tris
Mini gel, Invitrogen), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. El gel fue corrido durante 1 hora a 200 Voltios.
El tampon de transferencia fue preparado por la mezcla de 44 ml 25x de tampdn de transferencia Novex Tris-glicina
(Invitrogen), 836 ml de agua desmineralizada y 220 ml de metanol (Merck). La soluciéon fue preenfriada durante un
minimo de 30 minutos a -20 °C. Un trozo de membrana de PVDF (Pierce) es activado durante aproximadamente 15
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segundos en metanol. La membrana, 6 piezas de papel secante de gel y 2 almohadillas secantes fueron entonces
incubadas en un tampoén de transferencia durante unos pocos minutos. La membrana fue colocada en el gel en un
cartucho de transferencia que se puso en una camara de transferencia (Bio-Rad Laboratories, Hercules, USA)
sosteniendo una bolsa fria congelada a -20 °C. La transferencia de la proteina se realizdé a 100 Voltios a través del
conjunto gel/membrana durante 1 hora.

Para visualizar las bandas de fibrinbgeno en la membrana, la transferencia fue incubada en 50 ml de tampén de
bloqueo (3% leche en polvo baja en grasa (Elk, Campina, Meppel, Paises Bajos) en PBS) en una plataforma
agitadora. Después, la transferencia fue lavada durante 10 minutos en 50 ml de tampoén de lavado (0,05% de
Tween20 en PBS) e incubada durante 1 hora con 10 ml de tampdn de bloqueo que contiene una dilucién 1/2000 del
anticuerpo HRP monoclonal conjugado Y18/PO (Koppert y colaboradores (1985) 66, 503). Después la transferencia
fue lavada 2x lavado corto (menos de 1 minuto), 1 x 15 min, y 3 x 5 min. en 50 ml de tampdén de lavado, seguido por
unos 10 minutos de incubacion en 50 ml de PBS.

Las bandas fueron visualizadas con ECL (cat# 32209, Pierce). La imagen fue capturada usando un sistema de
imagen ChemiDoc-It (UVP, California, US).

Multiples ciclos de generacion de clones estables fueron realizados. Solo los clones que produjeron mas de 3
picogramos por célula por dia (pcd) en lotes de cultivos de 7 dias fueron recogidos. Algunos clones produjeron mas
de 5 pcd en lotes de cultivo de 7 dias.

Como se indic6 antes, los clones fueron probados tanto para la produccion de fibrinbgeno como para la calidad del
fibrindégeno producido. Algunos clones produjeron elevados niveles de fibrindgeno intacto, otros generaron producto
intacto pero también mostraron productos de degradacion. La cadena Aa es la mas sensible a la proteolisis
comparada con la BB y vy, asi la primera exploracién con la herramienta de deteccion se centré en primera instancia
en las pruebas para la integridad de la cadena Aa. Un ejemplo tipico se muestra en la Figura 3, donde el clon M21
muestra claramente la degradacion de la cadena Aa, mientras que M25 y M57 no. El analisis de la transferencia
Western de estas muestras para la integridad de BB y y probd que estas cadenas estaban todavia intactas, incluso
si la cadena Aa mostraba ruptura proteolitica.

Ejemplo 5 Generacioén de lineas celulares estables que expresan la variante humana Fib420

Lineas celulares estables que expresan una variante del fibrinbgeno humano, viz. la variante Fib420 que tiene una
cadena Aa extendida (847 aminoacidos en lugar de 625) fueron generadas. Una construccion codén optimizada
(SEQ ID No. 7) fue utilizada y los clones fueron generados bajo condiciones libres de suero, como se describe en el
Ejemplo 5.

El sobrenadante de dos clones positivos que produjeron mas de 3 pcd en un lote de cultivo de 7 dias se
comprobaron para la cadena Aa extendida intacta (Fib420) utilizando el analisis de Western Blot. Estaba claro
(Figura 4) que incluso en elevadas producciones de clones la cadena Aa del Fib420 estaba extendida e intacta.

Ejemplo 6 Generacion de células estables PER.C6 que expresan el fibrinébgeno humano desde cDNAs de
fibrinbgeno de codones optimizados bajo condiciones libres de suero.

Células PER.C6 (Fallaux y colaboradores (1998) Hum. Gene Ther. 9(13) 1909) fueron usadas como un huésped
para la expresion del fibrin6geno recombinante humano. Brevemente, las células PER.C6 fueron cultivadas en
suspension en un medio mAb (SAFC, Hampshire, UK) y transfectadas utilizando el dispositivo de nucleofeccion
AMAXA (Lonza, Cologne, Alemania) (programa A-27, que utiliza el Nucleofector Kit T con tres vectores que codifican
las tres diferentes cadenas de la proteina fibrindgeno humano (cadena Aa, BB y y) y que contiene las cadenas del
cDNA optimizado (SEQ ID no.4, SEQ ID no.5, y SEQ ID no.6, resp).

Después de la nucleofeccion, las células fueron cultivadas durante 1 dia en un matraz T y posteriormente
sembradas en placas de 96 pocillos (Greiner, Alphen a/d Rijn, Paises Bajos) a una densidad de 1.000-3.000
células/pocillo. Después el medio mAB que contiene 125 pg/ml de Geneticina (Invitrogen) fue afiadido. Después de
aproximadamente 3 semanas, aparecieron clones en aproximadamente 10 — 30% de pocillos individuales de la
placa de 96 pocillos, que se ampliaron posteriormente a placas de 48-, 24- y 6 pocillos y después subcultivados en
matraces de cultivo T25 y T80. Durante toda la expansion los cultivos fueron seleccionados por los niveles de
expresion del fibrindgeno humano. Las células de baja y no-expresion fueron descartadas. Posteriormente las
células fueron cultivadas en matraces con agitacion (125 mL, Corning).

En total, 579 clones fueron identificados en las placas de 96 pocillos. Basado en los niveles de expresion del
fibrinbgeno a través de la expansion, 43 clones fueron seleccionados y subcultivados en matraces de agitacion. 10
fuera de estas 43 lineas celulares PER.C6 que producen fibrinbgeno humano recombinante fueron seleccionadas
para un lote de ensayo inicial, basado en las caracteristicas de crecimiento y produccion.

El ensayo del lote de las 6 lineas celulares PER.C6® seleccionadas en medio VPRO (SAFC) mostrd niveles de
produccion volumétrica de hasta 279 mg/L de fibrinbgeno recombinante humano, y una productividad especifica de
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19,8 pcd. Finalmente un lote de cultivo en medio VPRO fue realizado con un cambio de medio en el tiempo de toma
de muestra, que resultdé en niveles de produccién volumétrica acumulativa de hasta 515 mg/L de fibrindgeno
recombinante.

Ejemplo 7 Generacion de lineas celulares estables PER.C6 que expresan el fibrinbgeno humano con una
cadena Aa de 610 aminoacidos

Para generar un plasmido de expresion que codifique la Aa610 de la forma predominante del fibrinégeno de origen
plasmatico en la circulacion sanguinea, un fragmento de cDNA (SECUENCIA ID 8), optimizado como se describio
anteriormente, que codifique aminoacidos 1 — 610 de la cadena Aa fue clonado en el plasmido de expresion
pcDNA3.1 (+) neo, de acuerdo con los procedimientos estandar. La generacion de lineas celulares PER.C6 que
producen fibrin6geno recombinante humano es similar a como se describié anteriormente (véase ejemplo 6). Las
secuencias utilizadas para las cadenas Aa, BB y y son SEQ ID no.8, SEQ ID no.5, y SEQ ID no.6, resp.

Después de la trasfeccion de las células PER.C6 y cultivado en placas de 96 pocillos, 310 clones fueron transferidos
y seleccionados en placas de 48 pocillos. Al final de la trayectoria de expansion, 24 fuera de los 310 fueron
transferidos a matraces con agitacion, que después de un ensayo de lote inicial, 8 fueron seleccionados para el
ensayo de estabilidad y productividad en el cultivo de lote.

Los rendimientos del cultivo de lote fueron similares a los rendimientos obtenidos con lineas celulares que expresan
la cadena Aa en el formato de 625 aminoacidos, que demuestra claramente que la expresion de las cadenas Aa del
cDNA que codifica la forma de 610 amino no afecta a los niveles de expresion.

El analisis de proteinas que utiliza el analisis SDS-PAGE y de transferencia Western indicé que el fibrindgeno
recombinante fue producido en formato intacto.

Ejemplo 8 Lineas celulares PER.C6 que expresan fibrindgeno recombinante humano basado en la cadena Aa
extendida (variante Fib420)

La generacion de lineas celulares PER.C6 que producen fibrinbgeno recombinante humano es similar a la descrita
antes (véase ejemplos 6 y 7). En resumen, las secuencias utilizadas para la cadena Aaq, Bf, y y son SEQ ID no.7,
SEQ ID no.5, y SEQ ID no.6, resp.

Después de la transfeccion y cultivo en las placas de 96 pocillos, 325 clones fueron transferidos y seleccionados en
placas de 48 pocillos. Al final de la trayectoria de expansion, 24 clones fueron transferidos a matraces de agitacion,
de los cuales 8 fueron seleccionados por el analisis de estabilidad y expresion para continuar con el ensayo de
cultivo de lote.

Los rendimientos en el cultivo de lote fueron similares a los rendimientos obtenidos con lineas celulares que
expresan la cadena Aa en formato de 610 o 625 aminoacidos, indicando que la extension de la cadena Aa no afecta
a los niveles de expresion. Esto no era de esperar a priori, un fibrinégeno de origen plasmatico solo contiene 1-3%
de cadena Aa extendida en comparacion con fibrindgeno que contiene la cadena Aa 610/625. El analisis de la
proteina utilizando el analisis SDS-PAGE y de transferencia Western indica que el fibrinbgeno recombinante es
producido en formato intacto, con la cadena a que tiene el tamafio esperado (similar a la cadena Aa producida por
CHO desde el Fib420 como se muestra en la Figura 4).

Ejemplo 9 Expresion transitoria de fibrinégeno y’ codones optimizados en células cultivadas CHO libres de
suero.

La transfeccion transitoria y analisis fueron realizados como se describe en el Ejemplo 2. La secuencia cDNA de
cadena y’ extendida utilizada en este experimento es una secuencia y’ extendida optimizada (SEQ ID No. 12) y
codificada para el polipéptido de 453 aminoacidos. Después de la eliminacién del péptido sefial, un polipéptido
secretado de 427 aminoacidos (aminoacidos de 27 a 453 de SEQ ID NO. 13).

Los resultados mostraron que los niveles de expresion de la variante de fibrinégeno con las cadenas y’ estan en el
mismo intervalo que los niveles mejorados para la variante optimizada de ‘tipo nativo’. El sobrenadante del cultivo
fue analizado mediante el analisis de transferencia Western. Los resultados (Figura 5) muestran que la cadena y’ del
fibrindgeno recombinante, en el carril 1, corre mas lento que el fibrindgeno ‘tipo nativo’, en el carril 2. Esto indica que
la cadena y’ en el fibrinbgeno recombinante esta extendida si se compara con la cadena y en el fibrinégeno de
origen plasmatico y que la cadena y’ esta intacta y no degradada.

Ejemplo 10 Purificacion del fibrindgeno recombinante humano.
El fibrindgeno recombinante humano del Ejemplo 6 fue purificado desde el sobrenadante del cultivo celular de

acuerdo con los métodos estandar. Brevemente, (NH4).SO. fue afiadido al sobrenadante del cultivo a 40% de
saturacion y el precipitado fue recogido por centrifugacion. Posteriormente, el precipitado fue disuelto en TBS (Tris-
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HCI 50mM, pH 7,4, NaCl 100mM), diluido (10 veces) en un tampén de carga (Tris-HCI 5mM pH 7,4, 0,01% Tween-
20, (NH4)2S0O4 0,5M) y cargado en una columna de interaccion hidrofobica (HIC) Hi Trap Butyl FF (20mL) (GE
Healthcare, Upsala, Suecia). La proteina unida fue eluida por el tampén de carga que contiene un gradiente de
(NH4)2SO4 de 0,5 — 0 M (NH4)2.SO4 en 20 volumenes de columna. Las fracciones de picos de la purificacion HIC
fueron sometidas a un cambio de tampon por didlisis frente al tampon de carga TMAE (Tris-HCI 5mM pH8,5, 0,01%
Tween-20) y posteriormente cargado en una columna de intercambio i6nico Fractogel EMD TMAE (m) 40 — 90 ym
(20 ml) (Merck KGaA, Darmstadt, Alemania). El fibrindbgeno recombinante humano fue posteriormente eluido
utilizando un gradiente de sal continuo de NaCl 0 — 1 M en 20 voliumenes de columna.

El fibrinbgeno recombinante humano en las fracciones de pico fue precipitado otra vez por adicién de (NH4)2SO;4 al
40% de saturacion y recogido por centrifugacion. Finalmente el material fue disuelto en TBS (Tris-HCI 50mM, pH 7,4,
NaCl 100mM) y dializado frente al TBS para eliminar cualquier resto de (NH4)2SOa.

Ejemplo 11 Funcionalidad del fibrin6geno recombinante

El fibrinbgeno recombinante purificado PER.C6, como el producido por las lineas celulares generado en el Ejemplo
6, fue sometido a un niumero de ensayos para evaluar su calidad y funcionalidad y compararlo con el fibrindgeno de
origen plasmatico. La N-glicosilacion del fibrinégeno fue probada por tratamiento del fibrindgeno con PNGase F, que
es una amidasa que elimina las estructuras de carbohidratos N-unidas de las proteinas (Maley, F. y colaboradores
(1989) Anal. Biochem. 180, 195). Las muestras de fibrindégeno purificado, derivado de los cultivos PER.C6, asi como
el fibrinogeno de origen plasmatico (Fibrinégeno humano FIB3, ERL) fueron tratadas con PNGase F (New England
Biolabs, Ipswich, MA, US), de acuerdo con las instrucciones del fabricante.

Los resultados (Figura 6) indican que el tratamiento con PNGase F da lugar a un descenso de la masa molecular
para las cadenas Bf y vy, segun lo determinado por SDS-PAGE, para ambos FIB3 (ERL) de origen plasmatico y
fibrinbgeno base PER.C6. Esto es consistente con el hecho de que ambas cadenas contienen un sitio de N-
glicosilacion (Henschen-Edman (2001) Ann. N. Y. Acad. Sci. USA 936, 580). Los datos muestran que ambos pre-
como post tratamiento con PNGase F, diferentes bandas sencillas son visibles para ambas cadenas bp y y. Esto
indica que, asi para el fibrinégeno de origen plasmatico, todas estas cadenas en el fibrinbgeno recombinante estas
glicosiladas. La cadena Aa del fibrinbgeno humano no contiene N-glicanos, por eso el peso molecular no cambia tras
el tratamiento PNGase F. En conclusion, estos datos indican que el modelo de la N-glicosilacién de PER.C6 basado
en el fibrindgeno es similar a del homologo de origen plasmatico.

La actividad bioldgica del fibrindgeno derivado de PER.C6 fue ademas probada en ensayos de polimerizacion,
realizados como describieron Koopman y colaboradores (1992) Blood 80(8):1972. Los resultados obtenidos fueron
similares a aquellos obtenidos con fibrinégeno humano derivado de CHO. El ensayo mide la polimerizacion del
fibrindgeno bajo la accién de trombina para formar fibrina. La polimerizacion es medida mediante el registro OD350
nm en el tiempo. La polimerizacién del fibrindgeno recombinante PER.C6 en plasma fue igual al plasma y al
fibrinbgeno derivado de CHO.

La capacidad de coagulacion de fibrinogeno derivado de PER.C6, purificado como se describid, fue probada por
adicién de a-trombina (7,5 1U/ml) (ERL, Swansea, UK) y CaCl, (concentracion final 2mM), seguido por una
incubacion a 37 °C durante 1 hora. El coagulo resultante fue entonces recogido por centrifugacién en un vial
Eppendorf (15 min, 5.000 rpm, centrifuga eppendorf). El sobrenadante fue transferido a un tubo nuevo y el coagulo
fue disuelto en urea alcalina. La proteina fue medida en el sobrenadante y el coagulo por medicion A280. El
contenido en fibrindgeno del sobrenadante fue medido mediante ELISA (anticuerpos G8-Y18). Los resultados fueron
similares para el fibrinégeno de origen plasmatico y fibrinégeno derivado de PER.C6: 97 y 94% de la proteina fue
medida en el coagulo disuelto (5% y 8% en el sobrenadante), respectivamente. Ningun fibrinégeno podia ser
detectado en el sobrenadante mediante ELISA. Estos resultados apoyan aun mas la similitud biolégica entre el
fibrinbgeno de origen plasmatico y recombinante humano.

El tiempo de coagulacion y la firmeza del coagulo del recombinante y del fibrindgeno de origen plasmatico fueron
medidos usando el analisis ROTEM. ROTEM® (Pentapharm GMBH, Munich, Alemania) representa ROtation
ThromboElastoMetry. La técnica utiliza un eje de rotacion sumergido en una muestra (sangre) en una cubeta
desechable. Los cambios en la elasticidad bajo diferentes condiciones de coagulacion producen un cambio en la
rotacion de los ejes, que es visualizado en un tromboelastograma, que refleja parametros mecanicos del coagulo
(véase por ejemplo Luddington R. J. (2005) Clin Lab Haematol. 2005 27(2):81). Plasma normal combinado (citrato)
fue mezclado 1:1 con Haemocomplettan (CSL Behring GmbH, Marburg, Alemania) o fibrinégeno PER.C6 (ambos 2
mg/ml en TBS). CaCl, fue afiadido a una concentracion final de 17 mM. Para empezar la coagulacion, a-trombina
fue afiadida a una concentracion final de 1 IU/ml. El tiempo de coagulacion y la firmeza del coagulo fueron
analizados mediante ROTEM.

La dilucion del plasma citrado compromete tanto el tiempo de coagulacién como la firmeza del coagulo. Los

resultados indican que la restauracion de los niveles de fibrindgeno en el plasma diluido por adicidon de fibrindgeno
purificado restaura tanto el tiempo de coagulacion (Figura 7) como la firmeza del coagulo (Figura 8) en la misma
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medida para el fibrinégeno de origen plasmatico y el fibrinbgeno recombinante. Datos similares fueron obtenidos
para el fibrindgeno recombinante basado en CHO.

Estos resultados indican que el fibrinbgeno recombinante humano seria una buena alternativa para suplir la
deficiencia de fibrindgeno en pacientes con fibrinogenemia congénita y en pacientes con una deficiencia de
fibrinbgeno adquirida.

Ejemplo 12 Analisis de ROTEM en sangre humana

Para demostrar ademas que el fibrinbgeno recombinante humano puede ser usado para el tratamiento de pacientes
con deficiencia de fibrinogeno, fueron realizados experimentos en sangre de un individuo humano sano. La
deficiencia de fibrindgeno fue simulada por dilucién de la sangre 1:1 con lactato de Ringer (Baxter, Utrecht, Paises
Bajos). Después, usando el analisis d¢ ROTEM como se describio en el ejemplo 11, el tiempo de formacion del
coagulo y la firmeza del coagulo fueron determinados.

Para restablecer los niveles de fibrinégeno en la sangre que fue diluida 1:1 con el lactato de Ringer, o fibrindgeno de
origen plasmatico o fibrindgeno recombinante fueron afiadidos.

Los datos (Figura 9) indican que el tiempo de formacion del coagulo en la sangre diluida con lactato de Ringer
estaba fuera del intervalo normal, asi como en una situacion clinica para un paciente que tiene bajos niveles de
fibrinbgeno. La adicién de o fibrinbgeno recombinante o fibrindgeno de origen plasmatico produce la restauracion del
tiempo de formacion del coagulo a un nivel dentro del intervalo normal. Esto indica el potencial del fibrinégeno
recombinante para tratamiento intra venoso de pacientes con bajos niveles de fibrindgeno.

Cuando la sangre fue diluida con lactato de Ringer la maxima firmeza de coagulo (MCF) fue reducida a un nivel
asociado con el riesgo de hemorragia en pacientes (Figura 10). Cuando los niveles de fibrindgeno fueron repuestos
con fibrinégeno de origen plasmatico o fibrindgeno recombinante MCF fue restaurado a niveles normales, lo que
destaca el potencial para uso del fibrinbgeno recombinante para tratamiento intravenoso de pacientes con bajos
niveles de fibrindgeno. Es de notar, que para la aprobacion de Riastap en US, la eficacia clinica estaba basada en
un criterio indirecto de valoracion, en el que la maxima firmeza de coagulo fue medida por tromboelastografia.
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<210>1
<211> 1932
<212> DNA

<213> Homo sapiens

<400> 1
atgttttcca

gatagtggtyg
gaaagacatc
aactacaaat
tttacaaaca
gattctcatt
aataaccgtyg
ctgaagcgca
gcccagttgg
cgagggtcat
cagaagcaac
ttaccactga
cttcagaagg
ttagagagac
tcagagacgg
ggacctggaa
tggaaacctyg
actggaagta
aatcctggca

ggtagtactyg

tgaggatcgt
aaggtgactt
aatctgecctg
gcccttetgg
gaataaataa
cgttgaccac
ataataccta
aagtcataga
ttgatatgaa
gcagtagggc
ttgaacaggt
taaaaatgaa
taccceccaga
ctaggtggaaa
aaagccccag
gtactggaaa
ggagctetgy
ctggaaacca
gctctgaacg

gacaatggca

ctgcctggtc
tctagctgaa
caaagattca
ctgcaggatg
gctcaaaaat
taatataatg
caaccgagtg
aaaagtacag
acgactggag
tttagctegt
cattgccaaa
accagttcca
gtggaaggca
tgagattact
gaacccltagc
ccgaaaccct
acctggaagt
aaaccctggg
cggaagtgct

ctctgaatct
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LISTA DE SECUENCIAS

ctaagtgtgg
g9aggaggcyg
gactggeccct
aaagggttga
tcactatttg
gaaattttga
tcagaggatc
catatccagc
gtggacattg
gaagtagatc
gacttacttc
gactbggttc
ttaacagaca
cgaggaggct
agtgctggaa
gggagctcty
actggaagct
agccctagac

gggcactgga

ggaagtttta

tgggcacagc
tgcgtggecce
tctgectcectga
ttgatgaagt
aatatcagaa
gaggcgattt
tgagaagcag
ttctgcaaaa
atattaagat
tgaaggacta
cctoctagaga
ccggaaattt
tgccgcagat
ccacctetta
gctggaactc
ggactggagg
ggaactctgg
ctggtagtac
cctctgagag

ggccagatag

14

atggactgca
aagggttgtg
tgaagactgg
caatcaagat
gaacaataaqg
ttcctecagee
aattgaagtc
aaatgttagg
ccgatcttgt
tgaagatcag
taggcaacac
taagagccag
gagaatggag
tggaaccgga
tgggagctct
gactgcaacce
gagctctgga
cggaacchtgg
ctctgtatct

cccaggctct

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020

1080

1140

1200
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gggaacgcga
agtccaggga
gagctcagga
tgctctaaaa
gaagtggtga
tctggecatag
gacactgecct
gtcagtgaga
agttctcatc
aaacaattta
tataaaatgg
agaggccatg
tcecctgtece
<210> 2

<211> 1473
<212> DNA

ggcctaacaa
caaggagaga
ctggtaaaga
ccglttactaa
cctccgaaga
gtactctgga
caactggaaa
ctgagtctag
accctgggat
ctagtagcac
cagatgaggc
ctaaatctcg

cC

<213> homo sapiens

<400> 2

atgaaaagga
ctactattgt
ttcagtgece
cctgcccocac
actcaaaaga
gacctgggygyg
aggccaatca
tecetettett
caagtaaaaqg
ttatatatag
atcctggaaa
Jaatattgtce
tgtgaggaaa

agttctgtca

tggtttettg
gtgtttttct
gtggtcatcg
cgcccatcag
aagtagaaag
tgttgtgtee
gaaatagtgt
cctttcagta
ataatgaaaa
atgagactgt
acctgagaag
gcacceccaty
ttatcaggaa

aaccgtatag

cccagactgg
gtaccacaca
gaaggtcacc
gactgttatt
tggttctgac
tgggttecge
aacattccca
gggctcagaa
agctgaattc
gagttacaac
cggaagtgaa

ccctgteaga

gagcttcecac
agttaagtcc
accccttgac
tggaggtggc
aaaagcccct
tacaggatgt
tgatgagtta
catgtattty
tgtagtcaat
gaatagcaat
caaaatacaa
cactgtcagt
aggaggtgaa

agtatactgt
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ggcacatttyg
gaaaaactgg
tctggtagca
ggtcctgatg
tgtcccgagg
cataggcacc
ggtttecttct
tctggecatct
ccttcecegty
agaggagact
gcecgatecatg

ggtatccaca

aaacttaaaa
caaggtgtca
aagaagagag
tatcgggetc
gatgctggag
cagttgcaag
aataacaatg
ctgaaagacc
gagtactect
atcccaacta
aagttagaat
tgcaatatte
acatctgaaa

gacatgaata

aagaggtagtc
tcacttctaa
caaccaccac
gtcacaaaga
caatggattt
ctgatgaagce
cacctatgtt
tcacaaatac
gtaaatcttc
ccacatttga
aaggaacaca

cttectcocottt

ccatgaaaca
acgacaatga
aagaggctce
gtccagccaa
gctgtcttca
aggetttget
tggaagctgt
tgtggcaaaa
cagaactgga
accttegtygt
ctgatgtctc
ctgtggtgte
tgtatctcat

cagaaaatygg

15

aggaaatgta
aggagataaa
gcgtcecgttca
agttaccaaa
aggcacattg
tgccttette
aggagagttt
aaaggaatcc
aagttacagc
aagcaagagce
tagcaccaag

ggggaagect

tectattattg
ggagggtttc
cagcctgagg
agcagctgecc
cgctgaccca
acaacaggaa
ttcccagacc
gaggcagaag
aaagcaccaa
gcttegttea
agctcaaatg
tggcaaagaa
tcaacctgac

aggatggaca

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1932

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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gltgattcaga
cagggatttyg
gaatattggc
ttgatagaaa
gtacagaatg
aatgccctea
aacggcatgt
agaaaacagt
aatccaaacy
acagatgatg

agtatgaaga

<210> 3
<211> 1311
<212> DNA

accgtcaaga
gaaatgttge
ttggaaatga
tggaggactg
aagccaacaa
tggatggage
tcttecagecac
gttctaaaga
gcagatacta
gtgtagtatg

tcaggcectt

<213> Homo sapiens

<400> 3

atgagttggt
tcttcaacat
tLicggtagtt
azagtagaca
tcagaagtca
daaaccaaata
aaatatgaag
aattcaaata
tgccaggaac
gacattgcca
aaccagcaal
cagaagagac
tttggacatc
ttgataagca
ggcagaacca

cgcctaacat

ccttgcacce
gtgtagcata
attgtccaac
aggatctaca
aacagctgat
tgatagacgce
catcgatttt
atcaaaagat
cttgcaaaga
ataagggagce
tcttagtcta
ttgatggcag
tgtctectac
cacagtctge
gtactgcaga

atgcctactt

cggtagtgtt
aaccaacaca
taaaattagc
gaaaggagac
ataccagatc
atctcagcetyg
gtatgacaga
agacggtggt
ctggggtgga
gatgaattgg

cttcccacag

ccggaattta
tgttgctacc
tacctgtgge
gtctttggaa
aaaagcaatc
tgctactttyg
aacacatgac
tgttaacctg
cacggtgcaa
taaacagagc
ctgtgaaatc
tgtagatttc
tggcacaaca
catcccatat
ctatgccatg

cgetggtggg
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gactttggca
gatgggaaga
cagcttacca
aaagtaaagg
tcagtgaaca
atgggagaaa
gacaatgacg
ggatggtggt
cagtacacct
aaggggtcat

Caa

attctctact
agagacaact
attgcagatt
gacatcttac
caactcactt
aagtccagga
tcaagtattc
aaagagaagg
atccatgata
gggctttact
gatgggtctyg
aagaaaaact
gaattttggc
gcattaagag
ttcaaggtgyg

gatgctggag

ggaaatggga
attactgtygg
ggatgggacc
ctcactatgg
aatacagagqg
acaggaccat
gctggttaac
ataatagatg
gggacatgge

ggtactcaat

tctatgctct
gctgcatctt
tcectgtcectac
atcaagttga
ataatcctga
aaatgttaga
gatatttgca
tagcccaget
tcactgggaa
ttattaaacc
gaaatggatg
ggattcaata
tgggaaatga
tggaactgga
gacctgaagc

atgecctttyga

16

tccatataaa
cctaccaggt
cacagaactt
aggattcact
aacagccggt
gaccattcac
atcagatccc
tcatgcagcc
aaagcatggc

gaggaagatyg

tttatttectc
agatgaaaga
ttatcaaacc
aaacaaaaca
tgaatcatca
agaaattatg
ggaaatatat
tgaagcacag
agattgtcaa
tctgaaagct
gactgtgttt
taaagaagga
gaagattcat
agactggaat
tgacaagtac

tggctttgat

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1473

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

060

720

780

840

200

960
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tttggcgatyg
tgggacaaty
tggatgaaca
tcaaaagcat

cggtggtatt

ggagaaggac

<210> 4
<211> 1932
<212> DNA

atcctagtga
acaatgataa
agtgtcacgce
ctactcctaa
ccatgaagaa

agcaacacca

<213> Homo sapiens

<400> 4

atgttcagca
gacagecggceyg
gagaggcacc
aactacaagt
ttcaccaaca
gacagccaca
aacaacaqgqgy
ctgaagagga
gcccagetgg
aggggcagcet
cagaaacagc
ctgcococtga
ctgcagaaag
ctggaaaggc
agcgagaccg
ggcccaggcet
tggaagccecyg
accgggagca
aacccaggcet
ggcagcacag

ggcaacgcca

tgaggatcgt
agggcgactt
agagcgcctg
gcecccagoegy
ggatcaacaa
gcctgaccac
acaacaccta
aggtgatcyga
tcgacatgaa
gcagceeggge
tggaacagyt
tcaagatgaa
tgcceccoccga
caggcggeaa
agagccceag
ccaccggceaa
gcagctccecgg
caggcaacca
cctecgagag
gccagtggcea

ggcccaacaa

caagtttttc
gtttgaaggc
tggccatetc
tggttatgat

aaccactatg

cctgggggga

gtgcctggtyg
cctggcocgag
caaggacagc
ctgcaggatg
gctgaagaac
caacatcatg
caacagggty
gaaggtgcag
gaggctggaa
tctggctaga
gatcgecaay
geceegtgece
gtggaaggce
cgagatcacc
gaaccccagce
caggaacccc
ccctggcage
gaacccaggce
gggctctgce
cagcgagtcc

cccecgactgg

ES 2 585246 T3

acatcccata
aactgtgcty
aatggagttt
aatggcatta
aagataatcc

gccaaacagg

ctgtcegtygg
ggcggtggcy
gactggccct
aagggcctga
agcctgtteg
gaaatcctga
tcegaggace
cacatccagce
gtggacatcy
gaggtggacc
gacctgetyge
gacctggtygce
ctgaccgaca
aggdgceggcea
agcgccggca
ggctccageyg
accggetcectt
agccccaggce
ggccactgga
ggcagcttca

ggcaccttcg

atggcatgca
aacaggatygy
attaccaagg
tttgggccac
cattcaacag

ctggagacgt

tgggeaccgc
tgaggggccc
tctgcagecga
tcgacgaggt
agtaccagaa
ggggcgattt
tgaggtecag
tgctygcagaa
acatcaagat
tgaaggacta
cecageaggyga
cecggcaactt
tgccccagat
gcaccagceta
gcltggaactc
gcaccggceygy
ggaacagcgyg
ctggctcectac
ccagcgagag
ggcccgacag

aggaagtgag

17

gttcagtacc
atctggttygy
tggcacttac
ttggaaaacc
actcacaatt

t

ctggaccgece
cagggtggty
cgaggactgg
gaaccaggac
gaacaacaag
ctctagcgec
gatcgaggty
gaacgtcagy
caggtcctygc
cgaggaccaqg
caggcagceac
caagagccag
gaggatggaa
cggcaccgge
cggcagcagc
cacagccaca
cagctctgge
cgggacctgy
cagcgtgaqgce
ccccggcagce

cggcaacgtyg

1020

1080

1140

1200

1260

1311

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

960

1020

1080

1140

1200

1260
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agccceggea
gagctgagga
tgcagcaaga
gaagtcgtga
agcggcatcg
gacaccgcca
gtgtccgaga
agcagccacc
aagcagttca
tacaagatygg
aggggccacy
agcctgagcc
<210>5

<211> 1473
<212> DNA

ccaggeggga
ccggcaaaga
ccgtgaccaa
ccagcgagga
gcaccctgga
gcaccggcaa
cegagtecey
accccggcat
ccagcagcac
cecgacgaggce
ccaagagcayg

cC

<213> Homo sapiens

<400> 5
atgaagagga

ctecectectet
ttcagcgeca
cccgecccac
acccagaaga
gacctgggey
aggcccatca
agcagcagca
caggtcaaag
ctgtacatcg
atcctggaga
gagtactgca
tgcgaggaaa
agcagcgtga

gtcatccaga

tggtgtectyg
gcgtgttcct
gaggacaccg
ccccaatcag
aggtcgaacyg
tgctgtgcce
gaaacagcgt
gcttcececagta
acaacgagaa
acgagaccgt
acctgaggtc
ggacccccty
tcatcaggaa
agccctacag

acaggcagga

gtaccacacc
aaaggtgacc
gacagtgatce
cggcagcgac
cggcttcagg
gaccttccce
cggetecgay
cgecgagtte
ctcctacaac
tggcagcgag

gcccgtgagy

gteccttecac
ggtgaagagc
cccectggac
cggcggagygy
gaaggctccc
caccggcetge
ggacgagctg
catgtacctg
cgtggtgaac
gaacagcaat
caagatccag
caccgtgtce
gggcggcegag
ggtgtactgc

cggcagegtyg
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gagaagctgg
agcggctcta
ggcccegacy
tgcccocgagg
cacaggcacc
ggctitcttca
agcggeatct
cccagcaggyg
agaggcgact
gcogaccacy

ggcatccaca

aagctgaaaa
cagggcgtga
aagaagagag
tacagagcca
gacgccggag
cagctgcagy
aacaacaacyg
ctgaaggacc
gagtacagca
atcccaacca
aagctggaga
tgcaacatcc
accagcgaga
gacatgaaca

gacttcggca

tgaccagcaa
ccaccaccac
gccacaaaga
ccatggacct
ccgacgaggce
gcccecatget
tcacaaacac
gcaagagcag
ccaccttaga
agggcacceca

ccageccact

caatgaagca
acgacaacga
aagaggocce
ggceccgcecaa
gatgcctgea
aagctctyget
tggaggccogt
tgtggcagaa
gcgagctgga
acctgagggt
gcgacgtcaqg
cagtggtgtc
tgtacctgat
ccgagaatgg

ggaagtggga

18

gggcgacaaa
caggcggagce
ggtgaccaaa
gggcaccctg
cgccttette
gggcgagttce
caaagagagc
ctectacage
gagcaagagc
cagcaccaaqg

gggcaagcec

cctgetectc
agagggcttc
cagcctgaga
ggctgccgeco
cgccgaccceo
ccagcaggaa
gagccagacec
gaggcagaag
gaagcaccag
gctgagaagc
cgcccagatyg
cggcaaggaa
ccagcccgac

gggcltggacce

ccecctacaag

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1932

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900
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cagggcttcg
gagtattggc
ctgatcgaga
gtgcagaacyg
aacgccctga
aacggcatgt
agaaagcaqgt
aaccccaacy
accgacgacg
agcatgaaga
<210> 6

<211> 1311
<212> DNA

gcaacgtggc
tgggaaacga
tggaggactg
aggccaacaa
tggacggege
tcttcagcac
gcagcaagga
gecaggtacta
gcgtggtgty

tcaggccatt

<213> Homo sapiens

<400> 6
atgagctggt

agcagcacat
ttcggecagcet
aaggtggaca
agcgaggtga
aagcccaaca
aagtacgagg
aacagcaaca
tgccaggaac
gacatcgcca
aaccagcagt
cagaagaggc
tteggecace
ctgatcagca
ggcaggacca
aggctgacct

ttcggecgacy

ccctgecacco
gcgtcgecta
actgccccac
aggacctgca
agcagctgat
tgatcgacgc
ccagcatcct
accagaagat
cctgcaagga
acaagggcgc
tcctggtgta
tggacggcayg
tgagccccac
cccagagcegco
gcaccgcecga
acgcctactt

accccagcga

caccaacacc
caagatcagc
gaagggcegac
gtaccagatc
ctcccagetyg
ctacgacagg
agatggcgga
ctggggcgga
gatgaactqgy

ctttccacag

caggaacctg
tgtggctacc
cacctgcgge
gagcctggag
caaggccate
cgccaccctyg
gacccacgac
cgtcaacctyg
caccgtgcag
caagcagagc
ctgcgagatc
cgtggacttc
cggcaccacc
catcccatac
ctacgccatyg
tgcecggagayg

caagttcttc
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gacggcaaga
cagctgacca
aaggtgaaag
agcgtgaaca
atgggcgaga
gacaacgacg
ggatggtggt
cagtacacct
aaggggtect

cag

atcctgtact
agggacaact
atcgccgact
gacatcctgce
cagctgacct
aagagcagga
agcagcatca
aaggaaaagyg
atccacgaca
ggcctgtact
gacggcagceyg
aagaagaact
gagttctggce
gcecctgagyyg
ttcaaagtgg
gacgctggceg

accagccaca

actactgcgg
ggatgggccc
cccactacgg
agtacagggg
acaggaccat
gctggctgac
acaacaggtyg
gggacatgge

ggtacagcat

tctacgececct
gctgcatcct
ttctgageac
accaggtgga
acaaccccga
agatgctgga
gatacctgca
tcgcccaget
tcaccggcaa
tcatcaagcc
gcaacggctyg
ggattcagta
tgggcaacga
tggagctgga
gacccgaggco
acgccttcga

acggcatgca

19

cctgectggc
aaccgagctg
cggcttcacce
caccgcoccggc
gaccatccac
cagcgaccce
ccacgccgeco
caagcacggce

gaggaagatyg

gctgttectyg
ggacgagagyg
ctaccagacc
gaacaagacc
cgagagcagc
ggaaatcatg
ggaaatctac
ggaagcccag
ggactgccag
cctgaaggcec
gaccgtgttc
caaggaaggc
gaagatccac
ggactggaac
cgacaagtac
cggcttocgac

gttcagcacc

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1473

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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tgggacaacg
tggatgaaca
agcaaggcca

aggtggtaca

ggcgagggcec

<210>7
<211> 2598
<212> DNA

acaacgacaa
agtgccacgce
gcacccccaa
gcatgaaaaa

agcagcacca

<213> Homo sapiens

<400> 7

atgttcagca
gacagcggcyg
gagaggcace
aactacaagt
ttcaccaaca
gacagccaca
aacaacaggy
ctgaagagga
gcccagetgg
aggggcagcet
cagaaacagc
ctgcccetga
ctgcagaaag
ctggaaaggc
agcgagaccy
ggcccaggcet
tggaagcccy
accgggagca
aacccaggct
ggcagecacaq
ggcaacgcca

agccecggcea

tgaggatcgt
agggcgactt
agagcgcctyg
gceoccagegqg
ggatcaacaa
gectgaccac
acaacaccta
aggtgatcga
tcgacatgaa
gcagcceggge
tggaacaggt
tcaagatgaa
tgcceceeega
caggcggeaa
agagccccad
ccaccggeaa
gcagctcoccgg
caggcaacca
ccteecgagag
gecagtgygcea
ggcccaacaa

ccaggcdgda

gttcgaggge
cgggcacctg
cggctacgac

aaccaccatg

cctgggcgga

gtgcctggtg
cctggccgag
caaggacagc
ctgcaggatg
gctgaagaac
caacatcatyg
caacaggygty
gaaggtgcag
gaggctggaa
tctggectaga
gatcgccaag
gccecegtgecec
gtggaaggce
cgagatcacc
gaaccccagc
caggaacccc
ccoctggcoagc
gaacccaggc
gggctctgee
cagcgagtece
ccccegactgg

gtaccacacc
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aactgcgceg
aacggcgtgt
aacggcatca
aagatcatcc

gecaageagy

ctgtccgtgg
ggcggtggeg
gactggccct
aagggcctga
agcctgtteg
gaaatcctga
tcogaggace
cacatccagc
gtggacatcg
gaggtggacc
gacctgctgc
gacctggtgc
ctgaccgaca
aggggceggca
agcgcocggca
ggctecagoy
accggctctt
agccccaggco
ggccactgga
ggcagcttca
ggcacchitcg

gagaagctgy

agcaggacgg
actaccaggyg
tctgggccac
cattcaacag

ctggegacygt

tgggcaccgc
tgaggggccc
tctgcagecga
tcgacgaggt
agtaccagaa
ggggcgattt
tgaggtccay
tgctgcagaa
acatcaagat
tgaaggacta
ccagcaggga
ccggcaactt
tgccccagat
gcaccagcta
gctggaacte
gcaccggegg
ggaacageygyg
ctggctctac
ccagcgagag
ggcccgacay
aggaagtgag

tgaccagcaa

20

ctccgggtgg

cggcacctac
ctggaaaacc
actgaccatc

el

ctggaccgcc
cagggtggtyg
cgaggactgg
gaaccaggac
gaacaacaag
ctetagegee
gatcgaggty
gaacgtcagg
caggtcctge
cgaggaccag
caggcagcac
caagagccag
gaggatggaa
cggcaccggco
cggcageagce
cacagecace
cagctcoctggce
cgggacctgg
cagcgtgage
cococggeage
cggcaacgtg

gggcgacaaa

1080

1140

1200

1260

1311

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

840

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320
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gagctgagga
tgcagcaaga
gaagtcgtga
agcggeatey
gacaccgoeca
gtgtcecgaga
agcagccacc
aagcagttca
tacaagatygy
aggggecacy
agcggcacco
gtgtactgcyg
ggcagcctga
gacgaggygcg
ggatctgtce
cacttcagag
acagccggceqg
aacaacatgc
gaggtgtacyg
tactacccag
gtggtgtggyg
aggccectygg
<210> 8

<211> 644
<212> PRT

ccggcaaaga
ccgtgaccaa
ccagcgagga
graccctgga
gcaccggcaa
ccgagteceg
atcccggeat
ccagcagcac
ccgacgaggce
ccaagagcag
agtctggcat
accaggaaac
acttcaacag
agggcgagtt
tgagggtcga
tgggcagcga
acgccoctgat
agttctecac
gcggagggty
gcggcagcta
tgtccttcag

tgacccag

<213> Homo sapiens

<400> 8

aaaggtgacc
gacagtgatc
cggcagcgac
cyggettcagy
Jgaccttcceo
cggceagegag
cgctgagttc
cagctacaac
cggctetgag
geccgtgagg
cttcaacatc
cagcctgggce
gacctggecaqg
ctggctggge
gctggaagat
ggccgagggco
cgagggcage
cttcgacaqyg
gtggtacaac
cgaccccadg

aggcgccgac
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agcggctcta
ggccccgacg
tgcccecgagg
cacaggcacc
ggcttcttca
agcggcatct
cccagcaggyg
aggggegaca
gecogaccacy
gactgcgacg
aagctgeccyg
ggctggctgce
gactacaaga
aacgactacac
tgggccggea
tacgctctgc
gtggaagagyg
gacgcegace
aactgccagg
aacaacagcc

tacagcctga

ccaccaccac
gccacaaaga
ccatggacct
cecgacgagge
gcoccatgct
tcaccaacac
gcaagagcag
gcaccttcga
agggcaccca
acgtgctgeca
gcagcagcaa
tgatccagca
ggggettegy
tgcacctget
acgaggccta
aggtgtccag
gcgccgagta
agtgggagga
ccgocaacch
cctacgagat

gggccgtgag

caggcggage
ggtgaccaaa
gggcaccchg
cgecttette
gggcgagtte
caaagagtcc
ctcctacagce
gagcaagagc
cagcaccaaqg
gacccaccee
gatcttecagc
gaggatggac
ctccocctgaac
gacccagadgyg
cgccgagtac
ctacgagggce
caccagccac
aaactgecgece
gaacggcatc
cgagaacggc

gatgaagatc

Met Phe Ser Met Arg Ile Val Cys Leu Val Leu Ser Val Val Gly Thr

1

Ala Trp Thr Ala Asp Ser Gly Glu Gly Asp Phe

Gly Val Arg Gly Pro Arg Val Val Glu Arg His

5

20

10

25

15

Leu Ala Glu Gly Gly

30

Gln Ser Ala Cys Lys

21

1380

1440

1500

1560

1loz20

1680

1740

1800

1860

1820

1980

2040

2100

2160

2220

2280

2340

2400

2460

2520

2580

2588



Pro
&5

Pre

Lys

Arg

Val

145

Ala

Tle

Ala

Tys

-

Leu

Met

Ser

50

Ser

Thr

Asn

Arg

Val

130

Ile

Cln

Arg

Leu

Met

Gln

Arg

Ser

35

Asp Trp

Gly Cys

Asn Arg

Lsn Lys

100

Gly Asp

Ser Glu

Glu Lys

Leu Val

Ser Cys

180

Lys Asp
195

s Asp Leu

Tys Pro

Lys Val

Met Glu
260

Thr Ser
275

Pro

Arg

Ile

85

Asp

Phe

Asp

Val

Asp

165

Arg

Tyr

Lea

Val

Pro

245

Leu

I'yr

Phe

Met

70

Asn

Ser

Leu

Gln

150

Met

Gly

Glu

Pro

Pro

230

Pro

Glu

Gly

Cys

55

Lys

Lys

His

Arg
135

His

Ser

Asp

Ser

215

Asp

Glu

Arg

Thr

Ser

Gly

Leu

Ser

ala

120

Ser

Ile

AYg

~

Cys

Cln

200

Arg

T.eu

Irp

Pro

sly
280

Asp

Leu

Lys

Leu

103

Asn

Arg

Gln

Ser

185

Gln

AsSp

Val
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Glu

Ile

Asn S

90

Thr

Asn

Ile

Leu

Clu
170

Arg

Lys

Arg

Pro

; Ala

250

Gly

Asp

Thr

Arg A

Glu
Leu

155

val

Gln

Gln

31v

235

Leu

Asn

Thr

Tre

Glu

Leu

Asn

Gln

T.eu

Leu

Asn

Tkr

Glu

22

45

Asn

Val

Phz

Asn
125

Leu

Lys

Ala

Glu

205

Leu

Phe

Ser
285

Tyr

Asn

Glu

et

110

Thr

Lys

Asn

Arg
130

Gln

Tivs

Met

e Thr

270

2ro

Lys

Gln

Tyr

95

Glu

Tyr

Val

Ile

175

Glu

Val

Leu

Ser

Pro

255

Arg

Arg

Asp

Gln

Ile

Asn

Lys

Arg

162

Val

Ile

Ile

Gln

2490

Gla

Gl

Asn



Pro

Thr

305

Trp

Gly

Arg

Ser

Gln

385

Gly

Val

Val

465

Glu

Leu

His

Ser

2390

Gly

Lys

Ser

Pro

Ala

370

Trp

Asn

Gly

val

Thr

450

Thr

Val

Gly

Pro

Ser

Asn

Fro

Ser

Gly

353

Gly

His

Ala

Asn

Thr

435

Ser

Tys

Val

Thr

Asp
515

Ala

Arg

Gly

Gly

340

Ser

His

Ser

Arg

Val

420

Ser

Gly

Thr

Thr

Leu

500

Glu

Gly

Asn

Ser

325

Thr

Thr

Trp

Glu

Pro

405

Ser

Lys

Ser

Val

Ser

485

Ser

2la

Ser

Fro

310

Ser

Gly

Gly

Thr

Ser

390

Asn

Pro

Gly

Thr

Ile

470

Glu

Gly

Ala

Tre

285

Gly

Gly

Ser

Thr

3er

375

Gly

Asn

Gly

Asp

Thr

455

Gly

Asp

Ile

Asn

Ser

Pro

Thr

Trp

360

Glu

Ser

Pro

Thr

Lys

440

Thr

Pro

Gly

Gly

Phe
520
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Ser

Ser

Gly

Glvy

345

Asn

Ser

Phe

Asp

Arg

425

Glu

Thr

Asp

Ser

Thr

505

Asp

Gly

Gly

Ser

330

Asn

Pro

Ser

Arg

Trp

410

Arg

Leu

Arg

Gly

AP

490

Leu

Thr

Ser

Thr

315

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

395

Glu

Arg

Arg

His

475

Cys

Asp

Ala

Ser

300

Gly

Gly

Asn

Ser

Ser

380

Asp

Thr

Tvyr

Thr

Ser

460

Lys

Pro

Gly

Ser

23

Gly

Gly

Ser

Pro

Ser

365

Gly

Ser

Phe

His

Gly

445

Cys

Glu

Glu

Phe

Thr
525

Pro

Thr

Trp

Gly

350

Glu

Ser

Pro

Glu

Thr

4130

Lys

Ser

Val

Ala

Arg

510

Gly

Gly

Ala

Asn

335

Ser

Arg

Thr

Gly

Glu

415

Glu

Glu

Lys

Thr

Met

495

His

Lys

Ser

Thr

320

Ser

Pro

Gly

Gly

Ser

400

Val

Lys

Lys

Thr

Lys

480

Asp

Arg

Thr
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Phe Pro Gly Phe Phe
530

Glu Ser Arg Gly Ser
545

Ser Ser Hig His Pro
565

Ser Ser Tyr Ser Lys
580

Asp Ser Thr Phe Glu
595

Ser Glu &la Asp His
610

Lys Ser Arg Pro Val
625

Ser Leu Ser Pro

<210>9

<211> 491

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 9
Met Lyvs Arg Met Val
1 5

His Leu Leu Leu Leu
20

Val Asn Asp Asn Glu
35

Leu Asp Lys Lys Arg

Pro Ile Ser Gly Gly
65

Thr Gln Lys Lys Val

Ser

Glu

550

Gly

Gln

Ser

Glu

Arg
630

Ser

Leu

Glu

Glu

Gly

70

Glu

Pro

535

Ser

Ile

Phe

Lys

Gly

615

Gly

Tre

Leu

Gly

Glu

553

Tyr

Arg

Met

Gly

2la

Thr

Ser

600

Thr

Ile

Ser

Cys

Phe

40

Ala

Arg

Lys
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Leu

Ile

Glu

Ser

585

Tyr

His

His

Phe

Val

25

Phe

Pro

Ala

Ala

Gly

Phe

Phe

570

Ser

Lys

Ser

Thr

His

10

Phe

Ser

Ser

Arg

Pro

Glu

Thr

555

Pro

Thr

Met

Thr

Ser
635

Lys

Leu

Ala

Leu

Pro

75

Asp

Phe

540

Asn

Ser

Ser

Ala

Lys

620

Pro

Leu

Val

Arg

Arg

&0

Ala

Ala

24

Val

Thr

Arg

Tyr

Asp

605

Arg

Leu

Lys

Lys

Gly

45

Pro

Lys

Gly

Ser

Lys

Gly

Asn

590

Glu

Gly

Gly

Thr

Ser

30

His

Ala

Ala

Gly

Glu

Glu

Lys

575

Arg

Ala

His

Lys

Met

15

Gln

Arg

Pro

Ala

Cys

Thr

Ser

560

Ser

Gly

Gly

&la

Fro
640

Lys

Gly

Pro

Pro

Ala

80

Leu



His

Gln

Glu

Pre

145

Gln

Glu

Thr

Ils

Asn

Ser

Asn
305

Ala

Glu

Leu

130

Gln

Val

Lys

Asn

Cln

210

Pra

Glu

Gln

Thr

Val

290

Val

Iyr

Asp

Ala

115

Asn

Tyr

Lys

His

Leu

195

Cvs

Glu

Pro

lu

X%
-1
wn

Asp

Ala

Trp

Fro

100

Leu

Asn

Met

Asp

Gln

180

Arg

Leu

Thr

Ile

Asn

Fhe

Thr

Leu

85

Asp

Agn

Tyr

Aszn

165

Leu

Val

GCla

Val

Ile

245

Ser

Gly

Gly

Asn

Gly
325

Leu

Gln

Val

Leu

150

Glu

Tyr

Leu

Ser

Ser

230

Arqg

Ser

Gly

Arg

Thr

310

Asn

Gly

Gln

Glu

135

Len

Asn

Ile

Arqg

Tys

val

Trp

Lys

295

Asp

Asp

Val

Glu

120

Ala

Lys

Val

Asp

Ser

200

Val

Asn

Clv

Lys

Thr

280

Irp

Lys

Leu

105

Arg

Val

Asp

Val

Glu

185

Ile

Gly

Pro

265

Val

ASp

Lle

ES 2 585246 T3

%0

Cys

Pro

Ser

Leu

Asn

170

Thr

Leu

Ala

Pro

Tle

Pro

Asn

Ser
330

Pro

Ile

Gln

Trp

155

Glu

val

Glu

Gln

Val

235

Thr

Arg

Tyr

Tyr
315

Gln

Tkr

Arg

Thr

140

Gln

Tyr

Asn

Asn

Met

220

Val

Ser

Val

Asn

Lys

300

Cvys

Leu

25

Gly

Asn

125

Ser

Lys

Ser

Leu

205

Clu

Glu

Tyr

Arg

285

Gln

Gly

Thr

Cys

110

Ser

Ser

Arg

Asn

190

Arg

Tyr

Gly

Met

Cys

270

GIn

Gly

Leu

Arg

95

Gln

Val

Ser

Gln

Glu

175

Ile

Ser

Lys

S|
<
G R

Asp

Asp

Phe

Pro

Met
335

Asp

162

Pro

Arg

Gla
2490

Gly

Gly

Gl

329

Gly
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Pro

Lys

Gln

Bsp

385

Asn

Thr

Trp

Gly

Val
465

Thr

Ala

Ile

370

Gly

Gly

Ser

Tyr

Gly

450

Val

Met

<210> 10

<211> 437

Glu

His

353

Ser

Ala

Met

Asp

Asn

433

Gln

Trp

Lys

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 10

Met
1

Leu

Asn

Ser

Leu

Cys

Leu

340

Tyr

Val

Ser

Phe

Pro

420

Arg

Tyr

Met

Ile

Gly

Asn

Gln

Phe

405

Arg

Cys

Thr

Asn

Arg
485

Trp Ser Leu

5

Phe Leu Ser

20

Cys Ile Leu

35

Ile Glu

Gly Phe

Lys Tyr

375

Leu Met

390

Ser Thr

Lys Gln

His Ala

Trp Asp

455

Trp Lys
470

Pro Phe

His Pro

Ser Thr

Asp Glu

Met

Thr

360

Arg

Gly

Tyr

Cys

Ala

440

Met

Gly

Phe

Arg

Cys

Arg
40

ES 2 585246 T3

Glu Asp
345

val Gln

Gly Thr

Glu Asn

Asp Arg
410

Ser Lys
425

Asn Pro

Ala Lys

Ser Trp

Pro Gln
490

Asn Leu
10

val Ala
25

Phe Gly

Trp Lys

Asn Glu

Ala Gly

380

Arg Thr

395

Asp Asn

Glu Asp

Asn Gly

His Gly

160

Tyr Ser
475

Gln

TIle Leu

Tyr Val

Ser Tyr

26

Gly

Ala

365

Asn

Met

Asp

Gly

Arg

445

Thr

Met

Tyr

Ala

Cys
45

Asp

350

Asn

Ala

Thr

Gly

Gly

430

Tyr

Asp

Arg

Phe

Thr
30

Pro

Lys

Lys

Leu

Ile

Trp

415

Gly

Tyr

Asp

Lys=

Tyr
15

Arg

Thr

Val

Tyr

Met

His

400

Leu

Trp

Trp

Gly

Met
480

Ala

Asp

Thr



Cys

oy

i o

Ser

Arg

His

Gln

145

Cys

Lys

Tyr

Glu

Ko
(10101

Pre

Glu

Arg

Ala

Gly

Leu

Glu

Glu

Lys

Asp

130

Lys

Gln

Asp

Il=
210

Gly

Gly

Val

Met

Ile

Cln

Val

Ser

Met

115

Ser

Ile

Glu

Cys

Ile

195

Asp

Ser

His

Ilc

Clu

275

Phe

Ala

Ser

Lys

Ser

100

Leu

Ser

Val

Fro

Gln

180

Lys

Gly

Val

Leu

His

260

Leu

Lys

Asp

Lea

Gln

g5

Lys

Gla

Ile

Asn

Cys

165

Asp

Pro

Asp

Ser

245

Gla

val

Fhe

Clu

70

Leu

Fro

Glu

Arg

Leu

150

Lys

Lle

Leu

Gly

Fhe

230

Pro

Ilc

Gly

Ile

Asn

Ile

Tyr

135

Lys

BSp

Ala !

Lys

Asn

215

Lys

Thr

Scr

Trp

Ere

Ser

Ile

Lys

Met

Met

120

Leu

Glu

Thr

Ala
200

Gly

Lys

Thr

Agn
280

Glu

Thr

Tle

105

Lys

Gln

Lys

val

Lys

185

Asn

Trp

Thr

Gln
265

Cly

ES 2 585246 T3

Tyr

Ile

20

Asp

Tyr

Glu

val

Gln

170

Gly

Gln

Thr

Trp

Thr

250

Scr

Arg

Asp

Gln

Gln

75

Gln

Ala

Glu

Ile

Ala

155

Ile

aAla

Gln

Val

Tle

235

Glu

Ala

Thr

Lys

Thr

60

Val

Leu

Ala

Tyr

140

Gln

His

Lys

Ple

Gln

PLe

Ilc

Ser

Tyr

27

Lys

Clu

Thr

Thr

Asn

Leu

BSD

Gln

Leu

205

Gln

Tyr

Trp

Pro

Thr

285

Arg

Val

Tvr

Leu

110

Ile

Ser

Glu

Ile

Ser

190

Val

Lvs

Lvs

Leu

Tyr

270

Ala

Leu

Asp

Asn

Ala

Thr

175

Gly

Tyr

Arg

Glu

Gly

255

~la

Thr

Thr
80

Pro

Thr

Asn

Gln

160

Gly

Leu

Gly
249

Asn

Tyr

Tyr
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290

Ala Tyr Fhe Ala Gly
305

Phe Gly Asp Asp Pro
325

Gln Phe Ser Thr Trp
340

Ala Glu Gln Asp Gly
355

His Leu Asn Gly Val
370

Thr Pro Asn Gly Tvr
385

Arg Trp Tyr Ser Met
405

Arg Leu Thr Ile Gly
420

Gln Ala Gly Asp Val
435

<210> 11

<211> 866

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 11
Met Phe Ser Met Arg
1 5

Ala Trp Thr Ala Asp
20

Gly Val Arg Gly Pro
35

Azp Ser Asp Trp Pro
50

Gly

310

Ser

Asp

Ser

Tyr

Asp

390

Lys

Glu

Ile

Ser

Arg

Phe

295

Asp

Asp

Azn

Gly

Tyr

375

Asn

Lys

Gly

Val

Gly

Val

Cys
55

Ala

Lys

Asp

Trp

360

Gln

Gly

Thr

Gln

Cvys

Glu

Val

40

Ser

ES 2 585246 T3

Gly

Phe

Asn

345

Trp

Gly

Ile

Thr

Gln
425

Leu

Gly

Glu

Asp

Asp

FPhe

330

Asp

Met

Gly

Ile

Met

410

His

val

10

Asp

Arg

Glu

Ala

315

Thr

Lys

Asn

Thr

Trp

395

Lys

His

Leu

Phe

His

Asp

300

Phe

Ser

Phe

Lys

Tyr

380

Ala

Ile

Leu

Ser

Leu

Gln

Trp

28

Asp

His

Glu

Cys

365

Ser

Thr

Ile

Gly

Val

Ala

Ser

45

Asn

Gly

Asn

Gly

350

His

Lys

Tre

Pro

Gly
430

Val

Glu

30

Ala

Tyr

Phe

Gly

335

Asan

Ala

Lys

Phe
415

Gly

15

Gly

Cys

Lys

Asp

320

Met

Cys

Gly

Ser

Thr

400

Asn

Lys

Thr

Gly

Lys

Cys



Pro

65

Phe

Lys

Leu

Arg

Val

145

Ala

Ile

Asp

Ala

Lys

225

Leu

Met

Gly

Pro

Ser

Thr

Asn

Arg

Val

130

Ile

Gln

Arg

Leu

Lys

210

Met

Gln

Arg

Ser

Ser
290

Gly

Asn

Asn

Gly

115

Ser

Glu

Leu

Jer

Lys

195

Asp

Lys

Lys

Met

Thr

275

Ser

Cys

Arg

Lys

100

aAsp

Glu

Lys

Val

Cvys

180

Asp

Leu

Pro

Val

Glu

260

Ser

Ala

Arg

Ile

85

Asp

Phe

Asp

Val

Asp

les

Arg

Tyr

Leu

Val

Pro

245

Leu

Tyr

Gly

Met

70

Asn

Ser

Ser

Leu

Gln

150

Met

Gly

Glu

Pro

Pro

230

Pro

Glu

Gly

Ser

Lys

Lys

His

Ser

Arg

135

His

Lys

Ser

Asp

Ser

215

Asp

Glu

Arg

Thr

Trp
285

Gly

Leu

Ser

Ala

120

Ser

Ile

Arg

Cvs

Gln

200

Arg

Leu

Trp

Pro

Gly

280

Asn

ES 2 585246 T3

Leu

Lys

Leu

105

Asn

Arg

Gln

Leu

Ser

185

Gln

Bsp

Val

Lvs

Gly

265

Ser

Ser

Ile

Asn

90

Thr

Asn

Ile

Len

Glu

170

Arg

Lys

Arg

Pro

ala

250

Gly

Glu

Gly

Asp

75

Ser

Thr

Arg

Glu

Leu

155

Val

Ala

Gln

Gln

Gly

235

Leu

Asn

Thr

Ser

Glu

Leu

Asn

Asp

Val

140

Gln

Asp

Leu

Leu

His

220

Asn

Thr

Glu

Glu

Ser
300

29

Val

Phe

Tle

Asn

125

Leu

Lys

Ile

Ala

Glu

205

Leu

Phe

ASp

Ile

Ser

285

Gly

Asn

Glu

Met

110

Thr

Lys

Asn

Asp

Arg

190

Gln

Pro

Lys

Met

Thr

270

Pro

Pro

Gln

Tyr

95

Glu

Tyr

Arg

val

Ile

175

Glu

Val

Leu

Ser

Pro

255

Arg

Gly

Asp

80

Gln

I1le

Asn

Lys

Arg

160

Lys

Val

Ile

Ile

Gln

240

Gln

Gly

Asn

Ser



Tkr

305

Trp

Gly

Arg

Ser

Ser

Leu

Val

Val

465

Glu

Leu

Pre

Glu

Gly

Pro

Ala

370

Trp

Asn

Gly

val

Thr

450

Thr

Val

Gly

Pro

Pro
530

Asn

Pro

Gly

355

Gly

His

hla

Asn

Thr

435

Ser

Lys

Val

Thr

Asp

515

Cly

Aryg

Arg

Cly

Gly

340

Ser

His

Ser

Arg

val

420

Ser

Gly

Thr

Thr

Leu

500

Glu

Fhe

Gly

Asn

Ser

325

Thr

Thr

Trp

Gla

Pro

405

Ser

Lys

Sar

Val

Sar

485

Ser

Ala

Pro

310

Ser

Gly

Gly

Thr

Ser

390

Asn

Pro

Gly

Thr

Ile

470

Glu

Gly

Ala

Ser

Glu

Gly

Cly

Thr

Ser

375

Gly

Asn

Gly

Asp

Thr

455

Gly

Asp

Ile

Ehe

Pro
535

Ser

Pro

Thr

Irp

360

Glu

Ser

Pro

Thr

Lys

440

Thr

Pro

Gly

Phc
520

Met

Gly

Ser

Cly

Gly
345

Phe

Asp

Arg

425

Glu

Thr

Asp

Ser

Thr

505

Leu

Ile

ES 2 585246 T3

Gly

Ser

330

Asn

Pro

Ser

Arg

Trp

410

Arg

Leu

Arg

Gly

Asp

490

Leu

Thr

Cly

Phe

Thr

315

Thr

Gln

Gly

Val

Pro

385

Gly

Glu

Arg

Arg

dis

475

Cys

Asp

Ala

Clu

Thr

Gly

Cly

Ser

Ser

380

Asy

Thr

Tyr

Thr

Ser

460

Lys

Pro

Gly

Scr

PLe
540

30

Gly

ser

Pro

Ser

365

Gly

Ser

FPhz

His

Gly

445

Cys

Glu

Glu

Phe

Thr

525

Val

Thr

Thr

Tre

Gly

350

Glu

Ser

2ro

Glu

Thr

430

Lys

Ser

Val

Ala

Arg

510

Gly

Ser

Lys

Ala

Asn

335

Arg

Thr

Gly

Glu

415

Glu

Glu

Lys

Thr

Met

485

His

Clu

Glu

Thr

320

Pro

Gly

Gly

Ser

4090

Val

Lys

Lys

Thr

Lys

489

Asp

Arg

Thr

Thr



545

Ser

Ser

Ser

Lys

Leu

Tre

Leu

Gly

785

Ser

Ser

Ser

Glu

610

Gly

Ile

Leu

Gln

[SEL]

Glu

Ser

Ala

Gln

Ser
770

e Ser

His

Tyr

Thr

585

Ala

Arg

Thr

Phe

Ile

675

Asp

Phe

Val

lu

Val

755

Val

Thr

His

Ser

280

Fhe

Asp

Pro

Gln

Ser

€60

Cln

Tyt

Trp

Leu

Tyr

740

Ser

Glu

Phe

Pro

565

Lys

Gla

Val

Ser

645

Val

jafi e’

Leu

Arg

725

Ser

5la

Asp

550

Gly

Gln

Ser

Glu

Arg

630

Gly

Tyr

Arqg

Arg

Gly

710

val

Phe

Tyr

Gly

Arg
790

Ile

Fhe

Lys

Gly

613

Asp

Ile

Cvys

Gly

695

Asn

Glu

Arg

Glu G

Ala
775

Asp

Ala

Thr

Ser

600

Thr

Cys

Fhe

Asp

Asp

680

Phe

ASD

Leu

Val

Ala

Glu

Ser

585

Tyr

His

Asp

Asn

Gln

663o

Cly

Gly

Tyx

Glu

Gly

Thr

ASp

ES 2 585246 T3

Phe

570

Ser

Lys

Ser

Asp

Ile

650

Glu

Ser

Ser

Leu

Asp

730

Ser

Ala

Thr

Pro

Thzr

Met

Thr

Val

635

Lys

Thr

T.en

His

715

Trp

Gly

Trp
795

Ser

Ser

ZAla

Lys

Leu

Leu

Ser

Asn

700

Leu

Ala

Ala

Asp

His
760

31

Arg

Tyr

Asp

605

Arg

Gln

Pro

Leu

Fhz

685

Asp

Leu

Gly

Glu

Ala

765

Asn

Glu

Gly

Asn A

550

Glu

Gly

Thr

Gly

Gly

670

Glu

Thr

Asn

Gly

750

Leu

Asn

Asn

Lys
575

His

His

Ser

655

Gly

Arg

Gly

Gln

Glu

735

Tyr

Ile

Met

Cys

5620

Ser

Gly

Gly

Ala

Pro

640

Trp

Thr

Gla

Arg

729

Ala

Ala

Glu

Gln

Ala
800
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Glu vVal

Asn

Leu

Pro

Tvr

Gly

Tvyr

Gly Gly

805

Ile
820

Tyr

Glu Ile

835

Ala Asp

850

Thr
865

Gln

<210> 12
<211> 1359
<212> DNA

Tvyr

Ser

<213> Homo sapiens

<400> 12
atgagctggt

agcagcacat
ttcggcaget
aaggtggaca
agcgaggtga
aagcccaaca
aagtacgagg
aacagcaaca
tgccaggaac
gacatcgcca
aaccagcagt
cagaagaggc
ttecggeccacce
ctgatcagca
ggcaggacca
aggctgacct

ttcggecgacy

ccctgecacco
gcgtcgecta
actgccccac
aggacctgca
agcagctgat
tgatcgacgc
ccagcatcct
accagaagat
cctgcaagga
acaagggcgc
tcctggtgta
tggacggcayg
tgagccocac
cccagagcegco
gcaccgcecga
acgcctactt

accccagcga

Gly

Tyr

Glu

Arg

Tre Trp

Pro Gly

Asn Gly

840

Ala
855

Val

caggaacctg
tgtggctacc
cacctgagygce
gagcctggag
caaggccate
cgccaccctyg
gacccacgac
cgtcaacctyg
caccgtgcag
caagcagagc
ctgcgagatc
cgtggacttc
cggcaccacc
catcccatac
ctacgccatyg
tgcecggagayg

caagttcttc

ES 2 585246 T3

Tyr Asn Asn

810

Gly Ser
825

Tyr

Val vVal Trp

Arg Met Lys

atcctgtact
agggacaact
atcgcocgact
gacatcctgce
cagctgacct
aagagcagga
agcagcatca
aaggaaaagyg
atccacgaca
ggcctgtact
gacggcagceyg
aagaagaact
gagttctggc
gcecctgagyyg
ttcaaagtgg
gacgctggceg

accagccaca

Cys Gln

Asp Pro

Ala

Arg

Ala
315

Asn

Asn Asn

830

Val Ser

545

Ile
860

Arg

tctacgececct
gctgcatcct
ttctgagcac
accaggtgga
acaaccccga
agatgctgga
gatacctgca
tcgocccaget
tcaccggcaa
tcatcaagcc
gcaacggctyg
ggattcagta
tgggcaacga
tggagctgga
gacccgaggco
acgccttcga

acggcatgca

32

Phe

Pro

Arg Gly

Leu Val

gctgttectg
ggacgagagqg
ctaccagacc
gaacaagacec
cgagageagce
ggaaatcatg
ggaaatctac
ggaagcccag
ggactgccag
cctgaaggcec
gaccgtgttc
caaggaaggc
gaagatccac
ggactggaac
cgacaagtac
cggcttocgac

gttcagcacc

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020
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tgggacaacg
tggatgaaca
agcaaggcca
aggtggtaca
g9gcgagggce
gagacagaqgt
<210> 13

<211> 453
<212> PRT

acaacgacaa
agtgccacge
gcacccccaa
gcatgaaaaa
agcagcacca

acgacagcct

<213> Homo sapiens

<400> 13
Met Ser
1

Leu Leu

Asn Cys

35

Cys Gly

50

Asp Leu
Ser
Glu

Asp

Arg Lys

Trp

Phe

Cys

Ile

Gln

Glu val

Ser

Met

Ser Leu

Leu Ser

20

Ile Leu

Ala

Asp

Ser

His

Ser

Asp

Phe

Glu

gttcgagggce
cgggcacctg
cggctacgac
aaccaccatyg
cetyggygcgya

gtaccccgag

Pro Arg

Thr Cvs

Glu Arg

40

Leu Ser

55

Asp Ile

70

Gln
85

Lys

Ser
100

Lys

Leu Glu

115

His Asp

130

Gln
145

Lys

Zer

Ile

Ser Tle

Val RAsn

Leu

Pro

Glu

Arg

Leu

Ile Lys

Asn Met

Ile Met

120

Tyvr Leu

135

Lys Glu

150

ES 2 585246 T3

aactgcgecyg
aacggcgtgt
aacggcatca
aagatcatcce
gccaagcagy

gacgacctg

Leu Ile

10

Asn

Val Ala

25

Tyr

Phe Gly Ser

Thr Tyr Gln

Gln
75

Leu His

Ile
20

Ala Gln

Ile Ala
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REIVINDICACIONES

Una secuencia de nucleédtidos que esta optimizada para su expresion en un sistema de cultivo de células
de mamiferos, preferiblemente para la expresién en una célula COS, una célula BHK, una célula NSO, una
célula CHO, Sp2/0 o un sistema de cultivo celular humano, mas preferiblemente para su expresion en
células PER.C6 o un sistema de cultivo celular HEK293, que comprende

(i) una secuencia de nucledtidos de acuerdo con SEQ ID NO. 4 o 7, o una parte de la misma que
comprende los nucleétidos 60 a 1932 de SEQ ID NO. 4, nucleétidos 60 a 1887 de SEQ ID
NO. 4 o nucleétidos 60-2598 de SEQ ID NO. 7, o una secuencia de nucleétidos que tiene una
secuencia que es al menos 90% idéntica a SEQ ID NO. 4 o 7 y que codifica una cadena alfa
de fibrindgeno, o

(ii) una secuencia de nucledtidos de acuerdo con SEQ ID NO. 5, o la parte de la misma que
comprende los nucleodtidos 93 a 1473 de SEQ ID NO. 5, o una secuencia de nucleétidos que
tiene una secuencia que es al menos 90% idéntica a SEQ ID NO. 5 y que codifica una cadena
beta del fibrinégeno o

(iii) una secuencia de nucledtidos de acuerdo con SEQ ID NO. 6 o 12, o una parte de la misma
que comprende los nucledtidos 81 a 1311 de SEQ ID NO. 6 o nucleotidos 81 a 1359 de SEQ
ID NO. 12, o una secuencia de nucledtidos que tiene una secuencia que es al menos 90%
idéntica a SEQ ID NO. 6 o0 12 y que codifica una cadena gamma del fibrinégeno.

Una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la reivindicaciéon 1, que esta optimizada mediante adaptacion
de uso de codones a células CHO, preferiblemente con un indice de adaptacién de codones de al menos
0,95.

Una secuencia de nucleétidos de acuerdo con la reivindicacion 1 o 2, que tiene un contenido de GC de al
menos 55%.

Una secuencia de nucleétidos de acuerdo con las reivindicaciones 1-3, que muestra al menos 70% de
identidad con sus respectivos homologos no optimizados.

Una secuencia de nucleotidos de acuerdo con las reivindicaciones 1-4, que no contiene sitios de actuacion
en cis.

Una construccion de nucledtidos que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con las
reivindicaciones 1-5.

Una célula de mamiferos que comprende una secuencia de nucleétidos de acuerdo con las reivindicaciones
1-5.

Una célula de mamiferos que produce fibrinbgeno recombinante intacto a niveles de al menos 3
picogramos por célula por dia, donde la célula comprende una construccion de nucleétidos de acuerdo con
la reivindicacion 6.

Una linea celular que produce fibrinbgeno recombinante intacto a niveles de al menos 3 picogramos por
célula por dia, donde la linea celular esta basada en una célula de acuerdo con la reivindicacién 8.

Un método para la produccion de fibrindgeno en un sistema de cultivo de células de mamifero cuyo método
comprende cultivar células de mamifero de acuerdo con las reivindicaciones 7 o 8 o una linea celular de
acuerdo con la reivindicacion 9 bajo condiciones donde el fibrindbgeno es producido, y opcionalmente, el
fibrinbgeno producido es recuperado.

Una preparacion de fibrindgeno preparada por el método de la reivindicacion 10.
Una preparacion de fibrinégeno de acuerdo con la reivindicacion 11, en la que mas del 10% de las cadenas
alfa, beta y gamma son de un tipo variante, donde el tipo variante es preferiblemente una cadena gamma

prima o una cadena alfa extendida.

Una preparacion de fibrindbgeno de acuerdo con las reivindicaciones 11 o 12 para uso como un
medicamento, como un sellador de tejidos o para facilitar la adherencia del tejido.

Uso de una preparacion de fibrinégeno de acuerdo con las reivindicaciones 11-13 para la preparacion de un
medicamento para el tratamiento o prevencion de la deficiencia de fibrindgeno.
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15. Una preparacion de fibrinégeno producida por el método de acuerdo con la reivindicacion 10, en la que en
dicha preparacion mas del 90% del fibrindgeno esta en la forma intacta.
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