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DESCRIPCION
Procedimiento para purificacion de derivados de factor Xa recombinante.
ANTECEDENTES

Los anticoagulantes cubren una necesidad en el mercado en el tratamiento o la prevencién de trombosis no deseada
en pacientes con una tendencia a formar coagulos de sangre, tales como, por ejemplo, aquellos pacientes que
tienen trastornos de coagulacién, confinados a periodos de inmovilidad o que se estan sometiendo a cirugias
médicas. Una de las principales limitaciones de la terapia anticoagulante, sin embargo, es el riesgo de hemorragia
asociado con el tratamiento, y las limitaciones en la capacidad de revertir rapidamente la capacidad anticoagulante
en caso de sobredosis 0 si se requiere un procedimiento quirdrgico urgente. Por lo tanto, antidotos especificos y
eficaces para todas las formas de terapia anticoagulante son altamente deseables. Por consideraciones de
seguridad, también es ventajoso tener un par anticoagulante-antidoto en el desarrollo de nuevos farmacos
anticoagulantes.

Derivados de proteinas del factor Xa (fXa) modificados descritos anteriormente son Utiles como antidotos para
anticoagulantes dirigidos a fXa, tales como los descritos en las patentes de Estados Unidos N° 8.153.390 y
8.268.783. Los derivados modificados de proteinas de fXa se unen a y/o neutralizan sustancialmente el
anticoagulante. Ciertas modificaciones introducidas en estos derivados de fXa, sin embargo, plantean varios
desafios para purificacion, dado que procedimientos convencionales para purificacién de factores de coagulacion
pueden no ser eficaces para estas proteinas de fXa modificadas.

RESUMEN

En el presente documento se describen procedimientos y kits para purificar una serina proteasa. Los procedimientos,
en algunas realizaciones, conllevan cargar la serina proteasa en un cromatégrafo de afinidad basado en inhibidor de
tripsina de soja (STI), tal como una resina o una columna, y eluir el polipéptido con un tampén de elucién. El tampdn
de elucién comprende un agente competitivo, que interrumpe la interaccion entre el STl y la serina proteasa que es
arginina. En algunas realizaciones, el tampdn de elucién comprende ademés una sal y/o un detergente.

En una realizacion, se proporciona un procedimiento de purificacion de una serina proteasa que comprende cargar la
serina proteasa en un cromatografo de afinidad basado en inhibidor de tripsina de soja (STI), y eluir la serina
proteasa con un tampoén de elucidon que comprende serina que interrumpe la interaccion entre el STl y la serina
proteasa.

En algunos aspectos, el tampon de elucién comprende ademas una sal, un detergente y/o un agente caotropico.

En algunos aspectos de la divulgacion, el agente es un agente competitivo que puede seleccionarse de entre el
grupo que consiste en benzamidina, p-aminobenzamidina, arginina, un inhibidor de fXa de molécula pequefa, un
inhibidor de fXa peptidico y un inhibidor de fXa peptidomimético. El agente competitivo es arginina.

En algunos aspectos, la serina proteasa es un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ
ID NO: 1 o0 2, o un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80% de identidad de secuencia con la SEQ
ID NO: 1 0 2, que tiene una delecion de al menos parte del dominio Gla y una mutacioén en el sitio activo.

En algunos aspectos, la serina proteasa comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2 o un
polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 95% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2, que tiene
una delecion de al menos parte del dominio Gla y una mutacion en el sitio activo. En algunos aspectos, la serina
proteasa comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 2.

En algunos aspectos, el pH del tampdn de elucidn es de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 10,5. En algunos
aspectos, el pH del tampdn de elucién es de aproximadamente 5,0. En algunos aspectos, el pH del tampén de
elucién es de aproximadamente 7,4.

En algunos aspectos, el tamp6n de elucion comprende de arginina aproximadamente 250 mM a arginina
aproximadamente 1000 mM. En algunos aspectos, el tampén de elucion comprende arginina aproximadamente 500
mM. En algunos aspectos, el pH del tampén de elucién es de aproximadamente 5,0.
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En algunos aspectos, el procedimiento comprende ademas someter a la serina proteasa eluida a purificacién con
una columna de intercambio iénico.

También se describen serina proteasas purificadas que se preparan mediante el procedimiento de la presente
divulgacion.

En una realizacion, se proporciona un kit que comprende un cromatdgrafo de afinidad basado en inhibidor de tripsina
de soja (STI), y un tampoén de elucion que comprende arginina que interrumpe la interaccion entre el STl y una
serina proteasa.

En algunos aspectos, el pH del tampdn de elucion es de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 10,5. En algunos
aspectos, el tampén de elucion comprende de arginina aproximadamente 250 mM a arginina aproximadamente 1000
mM. En algunos aspectos, el kit comprende ademas un tampon de lavado que comprende NaCl aproximadamente
250 mM a un pH neutro.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 muestra la SEQ ID NO: 1, un derivado de fXa (también denominado precursor de r-Antidoto) con el
enlazador, -RKRRKR- (SEQ ID NO: 3) en los aminoacidos 106-111.

La figura 2 muestra la SEQ ID NO: 2, un derivado de fXa (también denominado r-Antidoto) con el enlazador
eliminado del precursor de r-Antidoto.

La figura 3 muestra el perfil de carga usando r-Antidoto purificado en una resina de afinidad de Benzamidina-
Agarosa, tal como se describe en el ejemplo 1.

La figura 4 muestra el perfil de carga usando r-Antidoto purificado en una resina de afinidad de L-Lisina-Agarosa, tal
como se describe en el ejemplo 1.

La figura 5 muestra el perfil de carga usando r-Antidoto purificado en una resina de afinidad de Aprotinina-Agarosa,
tal como se describe en el ejemplo 1.

La figura 6 muestra el perfil de carga usando r-Antidoto purificado en una resina de afinidad de STI-Agarosa, tal
como se describe en el ejemplo 1.

La figura 7 muestra el perfil de carga de STI-Agarosa usando medios acondicionados recogidos del cultivo celular
(fluido de cultivo celular recogido), que demuestra que la proteina funcional es capturada por la resina STI (tal como
se describe en el ejemplo 2).

La figura 8 muestra el perfil de carga usando fluido de cultivo celular recogido en una precolumna HQ-Sepharose
(en modo de flujo pasante), tal como se describe en el ejemplo 2.

La figura 9 muestra el perfil de carga de fracciones de pulo pasante (FT) de HQ-sepharose cargadas en STI-
Agarosa que demuestra que la proteina funcional es capturada por resina STI.

Las figuras 10A-B muestran que las proteinas unidas se eluyen con benzamidina 1 M, tal como se describe en el
ejemplo 2. El perfil de elucion que usa benzamidina 1 M se muestra en la figura 10A, y un Western blot con el STI
eluido y fracciones combinadas se muestra en la figura 10B. El marcador molecular se carga en los carriles 1 y 1A;
FXa se carga en los carriles 2 y 2B; y el r-Antidoto eluido a partir de la columna de STl-agarosa se carga en los
carriles 4 y 4B de la figura 10B.

La figura 11 muestra el perfil de elucién con un gradiente de benzamidina, tal como se describe en el ejemplo 2.

La figura 12 muestra el perfil de elucién del procedimiento de incremento a escala descrito en el ejemplo 2.

La figura 13 muestra el esquema de purificacion de r-Antidoto para 25 | de medio (bolsas Wave). UF =
Ultrafiltracion; MWCO = Valor de corte de peso molecular; UF/DF = Ultrafiltracion/Diafiltracién.

La figura 14 representa una SDS-PAGE del r-Antidoto purificado, tal como se describe en el ejemplo 2.
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La figura 15 muestra el perfil de elucion de una columna de afinidad de STI usando un tampén de elucién de
arginina, tal como se describe en el ejemplo 3.

La figura 16 representa un gel tefiido con plata reducido con eluyente cargado de diversas columnas de afinidad de
STI con diferentes resinas de STI (A-E), tal como se describe en el ejemplo 3. La elucién con tampo6n de arginina
produjo un perfil de producto similar a la elucién con benzamidina.

DESCRIPCION DETALLADA
Definiciones

La practica de la presente divulgacion empleard, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de
cultivo tisular, inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan dentro
del alcance de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook y col., (1989) Molecular Cloning: A Laboratory Manual, 22
edicién; Ausubel y col., eds. (1987) Current Protocols In Molecular Biology; MacPherson, B.D. Hames and G.R.
Taylor eds., (1995) PCR 2: A Practical Approach; Harlow and Lane, eds. (1988) Antibodies, A Laboratory Manual;
Harlow and Lane, eds. (1999) Using Antibodies, a Laboratory Manual; y R.l. Freshney, ed. (1987) Animal Cell
Culture.

Tal como se usa en el presente documento, el término “aproximadamente” significa, generalmente, el valor indicado
mas o menos un intervalo del 10% de ese valor.

Tal como se usa en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones, la forma singular “un”, “
referencias en plural, a menos que el contexto indique claramente lo contrario.

una” y “el” incluyen

El término “proteina”, “péptido” y “polipéptido” se usan de forma intercambiable y en su sentido mas amplio para
referirse a un compuesto o dos o mas subunidades de aminoacidos, analogos de aminoacidos o peptidomimeéticos.
Las subunidades pueden estar enlazadas mediante enlaces peptidicos. En otra realizacion, la subunidad puede
estar enlazada mediante otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc. Una proteina o péptido debe contener al menos
dos aminoé&cidos y no se impone ninguna limitacion al nUmero maximo de aminoécidos que puede comprender la
secuencia de una proteina o un péptido. Tal como se usa en el presente documento, el término “aminoacido” se
refiere a aminoacidos naturales y/o no naturales o sintéticos, incluyendo glicina y los isdmeros 6pticos, tanto D como
L, analogos de aminoéacidos y peptidomiméticos. Los “peptidomiméticos” son pequefias cadenas similares a
proteinas disefiadas para imitar a un péptido. Estas pueden prepararse a partir de modificacion de un péptido
existente, o disefiando sistemas similares que imitan a péptidos, tales como peptoides y B-péptidos.

El término “aislado” o “recombinante”, tal como se usan en el presente documento con respecto a acidos nucleicos,
tales como ADN o ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN. El término “aislado” también se usa
en el presente documento para referirse a polinucle6tidos, polipéptidos y proteinas que se aislan de otras proteinas
celulares y pretende abarcar polipéptidos tanto purificados como recombinantes. Por ejemplo, una célula aislada es
una célula que esta separada de tejido o células de fenotipo o genotipo distinto. Un polinucleétido aislado esta
separado de los nucleétidos contiguos 3'y 5' con los que estd hormalmente asociado en su entorno nativo o natural,
por ejemplo, en el cromosoma. Tal como es evidente para los expertos en la materia, un polinuclettido, péptido,
polipéptido, proteina, anticuerpo o uno o mas fragmentos del mismo no de origen natural, no requiere “aislamiento”
para distinguirlo de su contrapartida de origen natural.

La expresion “equivalente biolégico de” una proteina, péptido o polinucledtido se refiere a uno que tiene al menos
aproximadamente el 80% de homologia o identidad de secuencia y, como alternativa, al menos aproximadamente el
85%, 0 como alternativa al menos aproximadamente el 90%, o como alternativa al menos aproximadamente el 95%,
0 como alternativa el 98% de porcentaje de homologia o identidad de secuencia, y muestra actividad bioldgica
sustancialmente equivalente a la proteina, polipéptido o acido nucleico de referencia.

“Hibridacién” se refiere a reacciones de hibridacién que pueden realizarse en condiciones de diferente “astringencia”.
Las condiciones que incrementan la astringencia de una reaccion de hibridacion se conocen ampliamente y estan
publicadas en la técnica: véase, por ejemplo, Sambrook, y col., mas adelante. Los ejemplos de condiciones
relevantes incluyen (con el fin de incrementar la astringencia): temperaturas de incubacion de 25°C, 37°C, 50°C y
68°C; concentraciones de tampo6n de 10 X SSC, 6 X SSC, 1 X SSC, 0,1 X SSC (donde SSC es NaCl 0,15 M y
tampon citrato 15 mM) y su equivalente usando otros sistemas tampdn; concentraciones de formamida del 0%, 25%,
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50% y 75%; tiempos de incubacién de 5 minutos a 24 horas y lavados de duracion creciente, frecuencia creciente o
concentraciones de tampodn decrecientes.

Un polinucledtido o region de polinucledtido (o un polipéptido o region de polipéptido) que tiene cierto porcentaje (por
ejemplo, 80%, 85%, 90%, 95%, 97%, 98% 0 99%) de “identidad de secuencia” con otra secuencia significa que,
cuando estan alineadas, ese porcentaje de bases (0 aminoacidos) son iguales al comparar las dos secuencias. El
alineamiento y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia pueden determinarse usando programas
informaticos conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en Current Protocols in Molecular Biology (Ausubel y
col., eds. 1987) Suplemento 30, seccion 7.7.18, Tabla 7.7.1. Preferentemente, se usan parametros por defecto para
el alineamiento. Un programa de alineamiento preferido es BLAST, usando parametros por defecto. En particular,
programas preferidos son BLASTN y BLASTP, usando los siguientes parametros por defecto: Codigo genético =
estandar; filtro = ninguno; cadena = ambas; valor de corte = 60; esperado = 10; Matriz = BLOSUM®62; Descripciones
= 50 secuencias; clasificadas por = ALTA PUNTUACION; Bases de datos = non redundantes, GenBank + EMBL +
DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + SwissProtein + SPupdate + PIR. Detalles de estos programas pueden
encontrarse en la siguiente direccion de Internet: nchi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST.

“Homologia” o “identidad” o “similitud” se refiere a similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos moléculas
de acido nucleico. La homologia puede determinarse comparando una posicién en cada secuencia que puede estar
alineada para fines de comparacion. Cuando una posicion en la secuencia comparada esta ocupada por la misma
base o aminoacido, entonces las moléculas son homodlogas en esa posicion. Un grado de homologia entre
secuencias esta en funciéon del nimero de posiciones coincidentes u homdélogas compartidas por las secuencias.
Una secuencia “no relacionada” o “no homoéloga” comparte, por ejemplo, menos del 40% de identidad, o como
alternativa menos del 25% de identidad, con una de las secuencias de la presente divulgacion.

El término “fraccidn”, cuando se usa en el contexto del aislamiento de proteinas, se refiere a una coleccién de
material separado basandose en una propiedad especifica. La propiedad especifica puede incluir, a modo de
ejemplo no limitante, tamafio, masa, punto isoeléctrico, carga y similares.

“Factor Xa” o “fXa” o “proteina fXa” se refiere a una serina proteasa en la ruta de coagulacién sanguinea, que es
producida a partir del factor X (fX) inactivo. El factor Xa es activado por el factor IXa con su cofactor, el factor Vllia,
en un complejo conocido como Xasa intrinseca, o el factor Vlla con su cofactor, el factor tisular, en un complejo
conocido como Xasa extrinseca. fXa forma un complejo protrombinasa unido a la membrana con el factor Va y es el
componente activo en el complejo protrombinasa que cataliza la conversion de protrombina en trombina. La trombina
es la enzima que cataliza la conversion de fibrindgeno en fibrina, que, en dltima instancia, causa la formacion del
coagulo sanguineo.

Tal como se usa en el presente documento, un “derivado de fXa” se refiere a una proteina de fXa modificada que no
compite con fXa en el ensamblaje en el complejo protrombinasa y que aun se une y/o neutraliza sustancialmente un
anticoagulante, tal como un inhibidor de fXa. En algunas realizaciones, el derivado de fXa tiene actividad
procoagulante reducida o ninguna. Un ejemplo de un derivado de fXa se proporciona en el presente documento
como la SEQ ID NO: 2 (figura 2) o un equivalente biolégico de la misma.

La expresién “sitio activo” se refiere a la parte de una enzima o anticuerpo donde se produce una reacciéon quimica.
Un “sitio activo modificado” es un sitio activo que ha sido modificado estructuralmente para dotar al sitio activo de
reactividad o especificidad quimica incrementada o reducida. Los ejemplos de sitios activos incluyen, aunque sin
limitarse a, el dominio catalitico del factor X humano que comprende los 235-488 residuos de aminoacidos, y el
dominio catalitico del factor Xa humano que comprende los 195-448 residuos de aminoacidos de fXa. Los ejemplos
del sitio activo modificado incluyen, aunque sin limitarse a, el dominio catalitico del factor Xa humano con al menos
una sustitucion de aminoacidos en la posicion Arg306, Glu310, Arg347, Lys351, Lys414 o Arg424.

Tal como se ha indicado anteriormente, los derivados de la invencion pueden tener dominios Gla modificados o tener
todo el dominio Gla eliminado. El dominio Gla del fXa se refiere a los residuos de aminoacidos 1-45 de la proteina
fXa de tipo silvestre. En algunas realizaciones, los derivados tienen una delecion completa (1-45) o parcial del
dominio Gla (por ejemplo, 1-44, 1-39 o 6-39).

“Precursor de r-Antidoto” se refiere a un derivado de fXa representado por la SEQ ID NO: 1, que contiene tres
mutaciones con respecto a fXa de tipo silvestre humano. La primera mutacion es una delecion en el dominio Gla de
la proteina fX de tipo silvestre en la posicion 6-39. La segunda mutacién es sustituir la secuencia peptidica de
activacion de los aminoacidos 143-194 con -RKR-. Esto produce un enlazador -RKRRKR- (SEQ ID NO: 3) que
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conecta la cadena ligera y la cadena pesada. En el momento de la secrecién, este enlazador se escinde en CHO
dando como resultado un polipéptido bicatenario escindido. La expresion “polipéptido bicatenario escindido” se
refiere a un polipéptido de la SEQ ID NO: 2, o un polipéptido que tiene el 80% de identidad con la SEQ ID NO: 2, que
tiene dos cadenas y que estan enlazadas entre si mediante un puente disulfuro. La cadena N-terminal consiste en
los aminoécidos 1-105 de la SEQ ID NO: 2 y la cadena C-terminal consiste en los aminoacidos 106-359 de la SEQ
ID NO: 2. Opcionalmente, la cadena LC puede contener 1, 2, 3, 4, 5 0 6 residuos de aminoacidos del enlazador.
Dichos residuos adicionales resultan de la eliminacién incompleta del polipéptido enlazador. La tercera mutacion es
una mutacion del residuo del sitio activo S379 a un residuo Ala (numeracion de aminoacidos basada en la secuencia
de fX humano secretado). Esta sustitucion de aminoacidos corresponde al aminoacido 296 y 290 de las SEQ ID NO:
1y 2, respectivamente.

El término “r-Antidoto” puede referirse al polipéptido antes de la eliminacién del enlazador (SEQ ID NO: 1) o después
de la eliminacion del enlazador (SEQ ID NO: 2). La solicitud de Estados Unidos 13/766.652, describe procedimientos
y células para el procesamiento mejorado o potenciado del precursor de r-Antidoto monocatenario a la proteina r-
Antidoto bicatenario escindido que actiia como un antidoto para los inhibidores de fXa.

“STI” o “Inhibidor de tripsina de soja”, se refiere a inhibidores de tripsina aislados a partir de semillas de soja, o sus
equivalentes biologicos. Los inhibidores de tripsina son de aproximadamente 20 kDa de tamafio y reducen la
actividad de tripsina (una enzima proteolitica) asi como calicreina plasmatica, factor Xa y plasmina. Los STI estan
disponibles en el mercado de proveedores tales como Life Technologies (Grand Island, NY). Un ejemplo de STl es el
inhibidor de tripsina KTI3 Kunitz, de Glycine max (soja), que tiene un nimero de acceso al GenBank NP_001238611.

La expresién “agente competitivo” es una molécula que puede ayudar a la elucién de la serina proteasa de la
columna de afinidad de STI mediante interrupcién de una interaccion carga-carga entre el STl y la serina proteasa o
compitiendo con STI por la uniébn a la serina proteasa. Los ejemplos no limitantes incluyen benzamidina, p-
aminobenzamidina, arginina, un inhibidor de fXa de molécula pequefia, un inhibidor de fXa peptidico y un inhibidor
de fXa peptidomimético.

La expresion “inhibidores del factor Xa” o ‘“inhibidores de factor Xa” se refieren a compuestos, péptidos,
peptidomiméticos, que pueden inhibir, directa o indirectamente, la actividad del factor de coagulacién Xa de catalizar
la conversion de protrombina en trombina in vitro y/o in vivo. Los ejemplos de inhibidores de fXa conocidos incluyen,
sin limitacion, fondaparinux, idraparinux, idraparinux biotinilado, enoxaparina, fragmina, NAP-5, rINAPc2, inhibidor de
la ruta del factor tisular, DX-9065a (tal como se describe en, por ejemplo, Herbert, J.M., y col, J Pharmacol Exp Ther.
1996 276(3): 1030-8), YM-60828 (tal como se describe en, por ejemplo, Taniuchi, Y., y col, Thromb Haemost. 1998
79(3): 543-8), YM-150 (tal como se describe en, por ejemplo, Eriksson, B.l. y col., Blood 2005; 106(11), Resumen
1865), apixaban, rivaroxaban, PD-348292 (tal como se describe en, por ejemplo, Pipeline Insight: Antithrombotics -
Reaching the Untreated Prophylaxis Market, 2007), otamixaban, razaxaban (DPC906), BAY 59-7939 (tal como se
describe en, por ejemplo, Turpie, A.G., y col, J. Thromb. Haemost. 2005, 3(11): 2479-86), DU-176b (tal como se
describe en, por ejemplo, Hylek EM, Curr Opin Invest Drugs 2007 8(9): 778-783), LY517717 (tal como se describe
en, por ejemplo, Agnelli, G., y col, J. Thromb. Haemost. 2007 5(4): 746-53), GSK913893, betrixaban (tal como se
describe a continuacion) y derivados de los mismos. La heparina de bajo peso molecular (“LMWH") también se
considera un inhibidor del factor Xa.

La expresion “agente caotrOpico” pretende significar una sustancia que rompe la estructura de, y desnaturaliza,
macromoléculas tales como proteinas y acidos nucleicos. Los agentes caotrépicos incluyen, por ejemplo, butanol,
etanol, cloruro de guanidinio, perclorato de litio, cloruro de magnesio, fenol, propanol, dodecil sulfato sédico, tiourea
y urea.

Procedimientos

La presente divulgacién describe procedimientos para purificar serina proteasas en forma activa a partir de una
muestra que contiene las serinas proteasas. Estos procedimientos son superiores a procedimientos convencionales
para la purificaciéon de serina proteasas. Ademas, los procedimientos son eficaces en la purificacion de serinas
proteasas incluso modificadas, modificaciones, tales como aquellas en r-Antidoto en comparacién con el fXa de tipo
silvestre, que afectan a la unién y/o las actividades enzimaticas de las proteasas.

Se ha demostrado que el factor Xa y otras serina proteasas pueden purificarse usando un cromatégrafo de afinidad

de benzamidina-Sepharose. Los ensayos iniciales (véase, por ejemplo, el ejemplo 1) indican que ciertos derivados
de fXa que carecen del dominio Gla tienen baja afinidad con respecto a cromatografos de intercambio i6nico

6



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2612458 T3

convencionales tales como Q-Sepharose debido a la delecion del dominio Gla. Sorprendentemente, el r-Antidoto no
se une al cromatdgrafo de afinidad benzamidina-Sepharose, u otro cromatografo de afinidad disponible en el
mercado similar de ligandos pequefios. La presente divulgacién describe la purificacion de serina proteasas usando
un cromatografo de afinidad basado en STl y una etapa de elucién con un agente competitivo que es arginina, y
opcionalmente una sal y un detergente.

La serina proteasa puede producirse de forma recombinante tal como se ha descrito anteriormente, por ejemplo, en
el documento 13/766.652, o mediante otros procedimientos de produccion de proteinas recombinantes conocidos en
la técnica. Por ejemplo, las proteinas pueden clonarse en una construccion de ADN (es decir plasmidos, vectores
virales, cosmidos, vectores de expresion, fagémidos, fosmidos, y cromosomas artificiales tales como cromosomas
artificiales bacterianos, cromosomas artificiales de levadura, y cromosomas artificiales humanos) e introducirse en
una célula huésped adecuada mediante técnicas de transferencia de genes tales como transfecciéon de base
quimica, tal como transfeccién y polifeccion con fosfato célcico, y transfeccion no de base quimica tal como
electroporacion, transfeccién Optica, y electrotransferencia de genes. Las células huésped adecuadas incluyen
células procariotas y eucariotas, que incluyen, aunque sin limitarse a células bacterianas, células de levadura,
células de insecto, células animales, células de mamifero, células murinas, células de rata, células de oveja, células
de simio y células humanas. Las células que pueden lisarse a continuacién mediante técnicas fisicas tales como
sonicacién o congelacion-descongelacion o mediante el uso de detergentes o tampones de lisis tales como tampoén
RIPA (ensayo de radioinmunoprecipitacion) que contiene NaCl 150 mM, IGEPAL® CA-630 al 1,0%, desoxicolato
saédico al 0,5%, SDS al 0,1% y Tris 50 mM, pH 8,0, o mediante separacion fisica, tal como centrifugado o filtracion,
para obtener el fluido de cultivo recogido clarificado de cultivos celulares de mamifero. El extracto de proteinas
soluble resultante puede usarse a continuacién en los procedimientos de purificaciébn descritos en el presente
documento.

El extracto de proteinas se aplica a cromatdgrafos de afinidad basado en inhibidor de tripsina de soja (STI). El
inhibidor de tripsina de soja es una proteina de 20 kDa y puede inmovilizarse sobre una resina de soporte solido
para la purificacion de ciertas proteinas. Ademas del Inhibidor de tripsina de soja, también pueden usarse otras
proteinas inhibidoras de tripsina tales como aquellas aisladas a partir de suero, judias de lima, pancreas bovino u
ovomucoide, o las formas modificadas de las mismas. También estd contemplado que ciertos inhibidores de
proteasa, en particular inhibidores de serina proteasa, puedan usarse para preparar resina de afinidad con el fin de
purificar el r-Antidoto, serina proteasas u otros derivados del Factor Xa. La identificacion de adecuados de estos
inhibidores de proteasa puede llevarse a cabo con procedimientos descritos en el presente documento.

La serina proteasa puede eluirse a continuacién con un tampén de elucion que comprende un agente competitivo,
una sal, un detergente 0 un agente caotropico. El agente competitivo interrumpe la interaccion entre el STl y la
serina proteasa o compitiendo con STI por la union a la serina proteasa. Los ejemplos no limitantes de agentes
competitivos incluyen benzamidina, arginina, inhibidores de fXa de molécula pequefia, inhibidores de fXa peptidicos,
o inhibidores de fXa peptidomiméticos. Los inhibidores del factor Xa directos incluyen NAP-5, rNAPc2, inhibidor de la
ruta del factor tisular, DX-9065a, YM-60828, YM-150, apixaban, rivaroxaban, TAK-442, PD-348292, otamixaban,
edoxaban, LY517717, GSK913893, razaxaban, betrixaban o una sal farmacéuticamente aceptable de los mismos, y
combinaciones de los mismos. Los inhibidores peptidicos de fXa incluyen el tripéptido cetotiazol y el aldehido
correspondiente tal como se describe en Betz y col., “Inhibition of Factor Xa by a Peptidyl-a-ketothiazole Involves
Two Steps. Evidence for a Stabilizing Conformational Change”, Biochemistry (1999), 38, 14582-14591.

El agente competitivo es arginina. La elucién con arginina es ventajosa debido a que es un a excipiente GRAS
(reconocido en general como seguro) y no es necesario eliminarlo de la proteina purificada. Un beneficio adicional
de la arginina es que realmente mejora la solubilidad de una serina proteasa (por ejemplo, r-Antidoto) y puede
usarse como excipiente en la formulacion final.

La concentracion de arginina empleada en el tampén de elucién puede ser de aproximadamente 250 mM a
aproximadamente 1000 mM. En una realizacion, la concentracion de arginina en el tampén de elucion es
aproximadamente 500 mM. En realizaciones adicionales, la concentracion es aproximadamente 250 mM, o
aproximadamente 300 mM, o aproximadamente 350 mM, o aproximadamente 400 mM, o aproximadamente 450
mM, o aproximadamente 550 mM, o aproximadamente 600 mM, o aproximadamente 650 mM, o aproximadamente
700 mM, o aproximadamente 750 mM, o aproximadamente 800 mM, o aproximadamente 850 mM, o
aproximadamente 900 mM, o aproximadamente 1 M. El tamp6n de elucidon opcionalmente comprende ademas una
sal, un detergente, o un agente caotrépico. Las sales Utiles en el tampdn de elucion de los procedimientos y kits
descritos en el presente documento incluyen cloruro sédico, cloruro de amonio, citrato sédico, citrato potasico,
cloruro potasico, cloruro de magnesio, cloruro célcico, fosfato sédico, cloruro célcico, fosfato de amonio, fosfato de
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magnesio, fosfato potasico, sulfato sodico, sulfato de amonio, sulfato potéasico, sulfato de magnesio, sulfato célcico,
etc. Los detergentes utiles en el tampon de elucidn de los procedimientos y kits descritos en el presente documento
incluyen, por ejemplo, polisorbato 80, urea, guanidina, etc.

El pH del tampdn de elucidn en los procedimientos y kits descritos en el presente documento es uno que permite la
elucién eficaz de una proteina serina proteasa adsorbida sobre la resina sin causar inactivacion y/o precipitacion de
la serina proteasa. Ciertos derivados de fXa tales como r-Antidoto se inactivan o precipitan a pH bajo. En ciertas
realizaciones, el pH del tampén de elucion es de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 10,5. En otra realizacion,
el pH del tamp6n de elucién es aproximadamente pH 5,0. En otra realizacion, el pH del tampén de elucion es
aproximadamente pH 7,4. Como alternativa, el pH del tampén de eluciéon es al menos aproximadamente 4,5,
aproximadamente 5,5, aproximadamente 6, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7, aproximadamente 7,5,
aproximadamente 8,0, aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5 o al menos
aproximadamente 10. En otra realizacion, el pH del tamp6n de eluciéon no es mayor de aproximadamente 5,5,
aproximadamente 6, aproximadamente 6,5, aproximadamente 7, aproximadamente 7,5, aproximadamente 8,0,
aproximadamente 8,5, aproximadamente 9, aproximadamente 9,5, aproximadamente 10 o no mayor de
aproximadamente 10,5. En una realizacion, el pH del tamp6n de elucién es aproximadamente pH 5,0 cuando se usa
arginina como agente competitivo.

En ciertas realizaciones, la serina proteasa es un derivado de fXa que, por ejemplo, es un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o 2 o un polipéptido que tiene al menos
aproximadamente el 80%, 85%, 90%, 95%, 98% o0 99% de identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o0 2. En
algunas realizaciones, el polipéptido que tiene identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o 2 tiene
sustancialmente la misma actividad que la SEQ ID NO: 1 o 2. El derivado de fXa representado por la SEQ ID NO: 1
contiene tres mutaciones con respecto a fXa. La primera mutacién es la delecién en el dominio Gla de FX en la
posicion 6-39 en la proteina de tipo silvestre. La segunda mutacién sustituye la secuencia peptidica de activacion de
los aa 143-194 con -RKR-. Esto produjo un enlazador - RKRRKR- (SEQ ID NO: 3) que conecta la cadena ligera y la
cadena pesada. En el momento de la secrecion, este enlazador se escinde en CHO dando como resultado una
molécula de fXa bicatenaria (SEQ ID NO: 2). La tercera mutacion es la mutacion del residuo del sitio activo S379 a
un residuo Ala (basada en la secuencia de aminoacidos de fX secretado humano). Esta sustitucion de aminoacidos
corresponde al amino&cido en la posicion 296 y la posicion 290 de las SEQ ID NO: 1 y 2, respectivamente. El
derivado de fXa no compite con fXa en el ensamblaje en el complejo protrombinasa, sino que, en su lugar, se une a
y/o neutraliza sustancialmente los anticoagulantes, tales como inhibidores de fXa. Los derivados utiles como
antidotos estdn modificados para reducir o eliminar actividades procoagulantes y anticoagulantes intrinsecas,
mientras conservan la capacidad de unirse a los inhibidores. Estructuralmente, los derivados estan modificados para
proporcionar ninguna actividad procoagulante o actividad procoagulante reducida. “Actividad procoagulante” se
denomina, en el presente documento, la capacidad de un agente de causar coagulacion sanguinea o formacion de
coagulos. La actividad procoagulante reducida significa que la actividad procoagulante ha sido reducida en al menos
aproximadamente el 50%, o mas de aproximadamente el 90%, o mas de aproximadamente el 95% en comparacién
con fXa de tipo silvestre. En una realizacion relacionada, la secuencia de amino&cidos que tiene al menos el 80% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 2 tiene actividad procoagulante reducida en comparacién con factor Xa
de tipo silvestre. En una realizacion adicional, la secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de identidad
de secuencia con la SEQ ID NO: 2 no se ensambla en un complejo protrombinasa.

En una realizacion, la serina proteasa puede afiadirse (cargarse) en la columna en condiciones que permiten la
adsorcion de la serina proteasa sobre la columna, y la columna puede lavarse con un tampén de lavado que permite
la adsorcion continuada de la serina proteasa a la columna y las proteinas o moléculas contaminantes en el flujo
pasante. En una realizacion, el tampdén de lavado puede comprender una sal y estar a un pH neutro. La expresion
“pH neutro” pretende significar un pH de aproximadamente 6 a aproximadamente 8. En ciertas realizaciones, el
tampon de lavado comprende NaCl de aproximadamente 200 a aproximadamente 500 mM a un pH neutro. En otras
realizaciones, el pH es aproximadamente 6, o aproximadamente 7 o aproximadamente 8.

Los procedimientos descritos en el presente documento pueden comprender ademas otras etapas de purificacion y
cromatograficas tales como, por ejemplo, filtraciéon, cromatografia de intercambio iénico, resinas de modo mixto,
cromatografia de exclusion, electroforesis en gel de poliacrilamida, cromatografia de afinidad, o enfoque isoeléctrico.
En una realizacién, el procedimiento comprende ademas aplicar la solucién que contiene el polipéptido a una
columna de intercambio iénico.

Las resinas de intercambio catiénico adecuadas incluyen una amplia variedad de materiales conocidos en la técnica,
que incluyen aquellos capaces de unirse a polipéptidos en un amplio intervalo de pH. Por ejemplo, se prefieren
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particularmente  matrices carboximetiladas, sulfonadas, basadas en agarosa, o0 poliméricas de
poliestireno/divinilbenceno de intercambio catiénico. Otros materiales de matriz Utiles incluyen, aunque sin limitarse
a, matrices de celulosa, tales como matrices fibrosas, microgranulares, y en forma de perlas; matrices de dextrano,
poliacrilato, polivinilo, poliestireno, silice, y poliéter; y materiales compuestos. Otros materiales adecuados para uso
en cromatografia de intercambio catidnico estan dentro del conocimiento de los expertos en la materia.

La cromatografia de intercambio anionico se lleva a cabo usando medios apropiados para ella, tal como se conoce
en la técnica. Los medios adecuados incluyen, por ejemplo, resinas poliméricas de poliestireno/divinilbenceno y
resinas a base de agarosa, asi como perlas de agarosa, perlas de dextrano, perlas de poliestireno, medios que
comprenden un soporte particulado insoluble, derivatizado con grupos amino terciario o cuaternario, y soportes
derivatizados con grupos trimetilaminoetilo. Ejemplos de medios de este tipo adecuados incluyen DE92
(dietilaminoetilcelulosa, Whatman); DEAE CELLULOSE (Sigma), BAKERBOND ABX 40 mu (J. T. Baker, Inc.);
resinas de DEAE tales como FRACTOGEL EMD DEAE-650 (EM Separations), FRACTOGEL EMD TMAE-650 (S)
TM (EM Science, Gibbstown, NJ), TSK gel DEAE-SPW (Tosohaas), DEAE-SEPHAROSE CL-6BT y SEPHAROSE
guelante (Amersham Pharmacia Biotech AB), DEAE MERE SEP. IOOOTM (Millipore), y DEAE SPHERODEX
(Sepracor); RESOURCE QTm y Q SEPHAROSE (QSFF) (Amersham Pharmacia Biotech AB); MACRO-PEP QTM
(Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA); Q-HYPERD (BioSepra, Inc., Marlborough, Mass); y similares. Otros materiales
adecuados para cromatografia de intercambio aniénico, asi como la seleccién y el uso de estos materiales para la
presente solicitud, son convencionales en la técnica.

La etapa de cromatografia de intercambio idnico, filtracion, nanofiltracion, o purificacion adicional puede ser anterior
a o después de la cromatografia de afinidad por STI. Etapas adicionales también pueden incluir etapas de
inactivacion viral mediante, por ejemplo, tratamiento con disolvente y detergente del extracto de proteina o a través
de nanofiltracion.

Generalmente, “purificacién” se refiere a incrementar la concentracion y/o la pureza de una proteina o péptido en
una muestra. En algunas realizaciones, el proceso de purificaciéon somete a la muestra a fraccionamiento para
eliminar diversos otros componentes, durante el cual la proteina o péptido conserva sustancialmente su actividad
bioldgica. Una proteina o péptido sustancialmente purificado en una composicion forma el componente principal de
la composicion, tal como constituyendo al menos aproximadamente el 50%, al menos aproximadamente el 60%, al
menos aproximadamente el 70%, al menos aproximadamente el 80%, al menos aproximadamente el 90%, al menos
aproximadamente el 95% o mas de las proteinas en los componentes secos de una solucion de muestra.

Diversos procedimientos para cuantificar el grado de purificaciéon de la proteina o péptido seran conocidos por los
expertos en la materia a la luz de la presente divulgacion. Estos incluyen, por ejemplo, determinar la actividad
especifica de una fraccién activa, o evaluar la cantidad de polipéptidos dentro de una fraccion mediante analisis
SDS/PAGE. Un procedimiento preferido para evaluar la pureza de una fraccion es calcular la actividad especifica de
la fraccion, compararla con la actividad especifica del extracto inicial, y calcular, de este modo, el grado de pureza,
evaluado en el presente documento mediante “-nimero de veces de purificacion”. Las unidades reales usadas para
representar la cantidad de actividad dependera, por supuesto, de la técnica de ensayo particular seleccionada para
realizar el seguimiento de la purificacién y de si la proteina o péptido expresado muestra 0 no una actividad
detectable.

Diversas técnicas adecuadas para uso en la purificacién de proteinas seran bien conocidas por los expertos en la
materia. Estas incluyen, por ejemplo, precipitacion con sulfato de amonio, PEG (polietilenglicol), anticuerpos y
similares o mediante desnaturalizaciéon por calor, seguida por centrifugado; etapas de cromatografia tales como
cromatografia de intercambio idnico, filtracion en gel, de fase inversa, en hidroxilapatita y de afinidad; enfoque
isoeléctrico; electroforesis en gel; y combinaciones de estas y otras técnicas.

Un aspecto adicional descrito en el presente documento se refiere a una serina proteasa purificada que comprende
la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO: 1 o 2 o un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80%,
al menos aproximadamente el 85%, al menos aproximadamente el 90%, al menos aproximadamente el 95%, al
menos aproximadamente el 97%, al menos aproximadamente el 98%, o al menos aproximadamente el 99% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o 2 donde el polipéptido se produce mediante los procedimientos
descritos en el presente documento. En algunas realizaciones de la divulgacion, el polipéptido que tiene identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 1 o 2 tiene sustancialmente la misma actividad que la SEQ ID NO: 1 o 2.

La presente solicitud también describe un kit que comprende una resina de afinidad de inhibidor de tripsina de soja;
un tampon de eluciéon que comprende arginina; e instrucciones de uso. En una realizacion, el kit comprende ademas
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un tampén de lavado. En una realizacién relacionada, el tampén de lavado comprende NaCl aproximadamente 250
mM a un pH neutro.

EJEMPLOS EXPERIMENTALES

La divulgacion se entiende adicionalmente mediante referencia a los siguientes ejemplos, que pretenden ser
puramente ejemplares de la divulgacion.

A menos que se indique lo contrario, todas las temperaturas estan en grados Celsius. Ademas, en estos ejemplos y
en cualquier otra parte, las abreviaturas tienen los siguientes significados:

h = hora

cm = centimetro

| = litro

M = molar

mg = miligramo

mg/kg = miligramo/kilogramo
mg/ml = miligramo/mililitro

min = minuto

ml = mililitro

pl o ul = microlitro

uM = micromolar

fX = factor X

fXa = factor Xa

HC = cadena pesada

LC = cadena ligera

MTX = metotrexato

PBS = solucién salina tamponada con fosfato
STI = inhibidor de tripsina de soja

EJEMPLO 1
Cribado de resinas de afinidad disponibles en el mercado

Se cribaron resinas de afinidad disponibles en el mercado por su eficacia en la purificacion de r-Antidoto. Diversas
resinas de afinidad se empaquetaron en una columna (tal como una columna Tricorn, GE) con 1 ml de resina.
Después de la desinfeccion de acuerdo con las recomendaciones del fabricante, la columna se equilibré con Tris 20
mM/NaCl 150 mM a pH 7,4, seguido por ensayar su capacidad para unirse a r-Antidoto en el mismo tampon. Se
carg0 r-Antidoto a una concentracion de 0,145 mg/ml en PBS (solucion salina tamponada con fosfato) en la columna
a un caudal de 1 ml/min mediante inyeccion (1 ml). Sorprendentemente, no se observé uniéon de r-Antidoto a las
columnas de afinidad de Benzamidina-Agarosa (n° de catalogo A7155, Sigma) (figura 3), L-Lisina-Agarosa (N° de
catalogo L5631) (figura 4) y Aprotinina-Agarosa (n° de catadlogo A2268) (figura 5). En contraste, se descubrio que el
r-Antidoto se une a la resina de afinidad de STI (figura 6).

EJEMPLO 2

Purificacion de r-Antidoto mediante la resina de afinidad de STI con tampdén de elucién que contiene
Benzamidina

El medio acondicionado de cultivo celular recogido que contenia el r-Antidoto se hizo pasar en primer lugar a través
de una pre-columna de Q-Sepharose de flujo rapido (n° de catdlogo 17-0510-01, GE Healthcare) tamponada en una
solucién de Tris 20 mM y NaCl 250 mM a pH 7,4. El flujo pasante desde la pre-columna que contenia el r-Antidoto se
aplico a continuacién a una columna de STI-Agarosa (Sigma, T-0635) en condiciones que permitieron la adsorcion
del r-Antidoto a la columna. La columna se lavé con una solucion que contenia Tris 20 mM y NaCl 250 mM a pH 7,4
(1X Q-BF). El r-Antidoto se eluy6 a continuacién con un tampén de elucién que contenia Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
a pH 7,4 con benzamida 0,5 M 0 1,0 M. La capacidad de STI-Agarosa basada en el folleto comercial es 1-3 mg/ml de
tripsina.

El medio de cultivo celular usado en los diversos ensayos descritos en este ejemplo se produjo a partir de un clon
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CHO-DUXB 11 (designado como 1C2) que se seleccion6 en metotrexato (MTX) 50 nM. Antes de la carga en la
columna de STl-agarosa, el medio de cultivo celular se dializé en el mismo tampén usado para la pre-columna de Q-
Sepharose (Tris 20 mM y NaCl 250 mM a pH 7,4).

Cuando se cargaron 50 ml de medio de cultivo celular dializado directamente en la columna de afinidad de STI-
Agarosa, el r-Antidoto funcional fue capturado por la resina de STI (figura 7). No se detectd r-Antidoto funcional en
las fracciones de flujo pasante (NOTA: se necesita la descripcién del ensayo de actividad cromdgena de fXa. Puede
coparse de la aplicacion de r-Antidoto). La funcion del r-Antidoto se detecté usando un ensayo de actividad
cromogena de fXa en presencia de un inhibidor de fXa. El r-Antidoto es capaz de unirse al inhibidor y, de este modo,
reduce su actividad inhibidora. La actividad de FXa (%) se calculé mediante:

Actividad de FXa (%) = actividad de fXa (con inhibidor)/actividad de fXa (sin inhibidor) x 100.

A diferencia de la resina de STI-Agarosa que se acaba de describir anteriormente (figura 7), cuando el mismo medio
de cultivo celular dializado (50 ml) se cargd en una precolumna HQ-Sepharose (125 ml), la proteina diana est4, sin
embargo, en las fracciones de flujo pasante (figura 8). La pre-columna de HQ-Sepharose se lavé con 1X Q-BF hasta
la fraccion 25. El tampon de lavado se cambio a Tris 20 mM, NaCl 1 M a pH 7,4 en la fraccion 25. Las fracciones de
flujo pasante de HQ-Sepharose se combinaron basandose en el ensayo de actividad funcional de fXa (total 475 ml).
Este resultado demuestra que podria usarse HQ-Sepharose en un modo de flujo pasante para la purificacion de r-
Antidoto, como una pre-columna usada antes de la columna de afinidad de STI-Agarosa 0 como una etapa
subsiguiente después de la columna de afinidad de STI-Agarosa.

Las fracciones combinadas a partir de las fracciones de flujo pasante de HQ-Sepharose se cargaron en una resina
de afinidad de STI-Agarosa (10 ml), y la resina se lav6 a continuacién con 1X Q-BF. La figura 9 demuestra que el r-
Antidoto se adsorbi6 sobre la columna de afinidad de STI. Las proteinas unidas se eluyeron a continuaciéon con un
tampon de elucion de Tris 20 mM, NaCl 150 mM a pH 7,4, y benzamidina 1 M. la figura 10A muestra el perfil de
elucién con el tampdn de elucion de benzamidina. Dado que la benzamidina en el tampdn de elucion interfiere en el
ensayo de actividad funcional de fXa, el r-Antidoto en las fracciones de elucidn se cuantificO mediante un ensayo
inmunoadsorbente ligado a enzimas (ELISA) con un fX/fXa humano de reconocimiento de anticuerpos emparejados
disponible en el mercado (FX-EIA, Enzyme Research Laboratories Inc.). Las fracciones que contienen r-Antidoto se
combinaron y la benzamidina se eliminé mediante didlisis con PBS.

El r-Antidoto purificado por afinidad se analiz6 mediante Western blot (figura 10B) usando anticuerpos que
reconocen especificamente la cadena pesada (HC) y la cadena ligera (LC) de fX/fXa humano (Enzyme Research
Laboratories Inc.). La figura 10B muestra que el r-Antidoto se eluye con benzamidina.

Con el fin de determinar con mas detalle la concentracién de benzamidina que se requiere para eluir el r-Antidoto de
la resina de STI-Agarosa, la elucién del r-Antidoto a partir de la columna de STl-agarosa también se realiz6 usando
un gradiente de benzamidina (figura 11).

El medio de cultivo celular se carg6é en primer lugar en una columna de STI-Agarosa de 1 ml y se lavé tal como se ha
descrito anteriormente (figura 7), el r-Antidoto unido se eluyé mediante un gradiente que comprende 10 volimenes
de columna (CV) de tampén A y tamp6n B. El tamp6n A (Tris 20 mM, NaCl 150 mM a pH 7,4), y el tamp6n B
consistian en Tris 20 mM, NaCl 150 mM a pH 7,4 y benzamidina 1 M. La concentracion de benzamidina (gradiente)
se estimé midiendo la absorbancia a 280 nm en cada fraccion y el r-Antidoto se analizé6 mediante ELISA, el pico de
elucion de la proteina diana estaba a benzamidina aproximadamente 250 mM y la elucién de proteina diana finalizé
a benzamidina aproximadamente 500 mM (figura 11). Por lo tanto, la concentracion de benzamidina 6ptima en el
tampan de elucion es de aproximadamente 500 mM.

El procedimiento de purificacién puede incrementarse a escala para adquirir mayores cantidades de producto. Por
ejemplo, con el fin de purificar el r-Antidoto a partir de 10 | de fluido de cultivo celular recogido, pueden usarse en
primer lugar 500 ml de una columna de HQ-Sepharose, seguidos por 200 ml de STI-Agarosa. La elucién en el
procedimiento de incremento a escala se realizd con benzamidina 1 M en 1X tampén Q (figura 12).

Por lo tanto, los descubrimientos anteriores pueden integrarse en un esquema de purificacién (figura 13) para
purificacién de r-Antidoto a partir de diversos lotes de fluido de cultivo celular (10 - 25 I). Para determinar la calidad
de r-Antidoto purificado en el esquema de incremento a escala, 3,5 pg de proteina purificada se cargaron en pocillos
diferentes de un gel de SDS-PAGE (10% de gel bis-tris/tampdn MES, reducido) (figura 14). Los carriles se cargaron
con 1) marcador de peso molecular; 2) proteina FXa; 3) Lote 1 - 16 |; 4) Lote 2 - 8 I; 5) Lote 4 - primeros 25 I; 6) Lote
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5 - segundos 25 [; 7) Lote 6 - terceros 25 | y 8) Lote 7 - cuartos 25 |, con cada nimero de lote seguido por el volumen
de partida de fluido de cultivo celular.

EJEMPLO 3
Purificacion de r-Antidoto mediante la resina de STl-afinidad con tampén de elucidn que contiene Arginina

Para ensayar si podria usarse r-Antidoto con arginina, 5-10 mg de extracto de proteina de r-Antidoto del cultivo
celular se cargaron en una columna de 1 ml de STl-afinidad a través de una bomba a 0,2 ml/min (aproximadamente
61 cm/h). La proteina se eluyé con arginina 0,5 M en acetato de Na 25 mM a pH 5,0 y el pH se ajustd
inmediatamente a aproximadamente pH 7,4 mediante la adiciéon de un volumen apropiado de Tris 1 M (pH 8,0). La
columna se separ6 a continuacion con arginina 1,0 M, acetato de Na 25 mM a pH 5, seguido por benzamidina 0,5 M,
Tris 20 mM, y NaCl 150 mM a pH 7,4. La figura 15 muestra un perfil de elucion representativo con el tampén de
elucién de arginina. El tampon de elucion que contenia arginina 0,5 M es capaz de eluir el r-Antidoto de la resina de
STl-afinidad. No se descubrié ninguna proteina de r-Antidoto adicional al separar las fracciones con arginina 1 M o
benzamidina 0,5 M.

Ademas, la eluciéon con tampén arginina produjo un perfil de producto similar que la elucién con benzamidina (figura
16). Por lo tanto, se ha descubierto que una resina basada en STl-afinidad con un tampon de elucion que contiene
arginina podria usarse para purificar eficazmente el r-Antidoto a partir del medio acondicionado de cultivo celular.

Con el fin de determinar las capacidades de union de diversas resinas de STl-afinidad modificadas especificamente,
la capacidad de unién de las resinas (resinas A-K) se ensayaron en condiciones similares (columna de 1 ml). La
proteina unida se eluy6 con el tampdn de elucidon que contenia arginina 0,5 M. El r-Antidoto en las fracciones de
elucién se cuantificé tanto mediante ELISA como mediante absorbancia a 280 nm. Las capacidades de unién
basadas en absorbancia a 280 nm se tabulan a continuacion.

Densidad de ligando | Capacidad de uni6n (mg de r-
N° de Ejemplo N°deresina | (mg de STl/ml de | Antidoto/ml de resina, proteina
resina) medida mediante A280)
1 A 3 2,4
2 B 5 51
3 C 7 6,2
4 D 3 25
5 E 4 2,9
6 53
7 F 6 5,8
8 G 5 4,7
9 H 5 3,1
10 || 5 149
11 | J 4 131
12 |K |4 |41

LISTA DE SECUENCIAS
<110> PORTOLA PHARMACEUTICALS, INC.

<120> PROCEDIMIENTO PARA PURIFICACION DE DERIVADOS DE FACTOR XA RECOMBINANTE
<130> N404431EP

<140> 13732317.6
<141> 12-06-2013

<150> 61/659,821
<151> 14-06-2012

12



10

15

<160> 3

<170> PatentIn versién 3.5

<210>1
<211> 365
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 1

Ala Asn

Glu

Glu

Leu

Phe

65

Tyr

Pro

Vval

Leu

Thr

Tyr

Phe

50

Cys

Thr

Cys

Gly

Ile
130

Ser

Ser

Thr

35

Thr

His

Leu

Gly

Gly

115

Asn

Phe

Pro

20

Cys

Arg

Glu

Ala

Lys

100

Gln

Glu

Leu

Cys

Thr

Lys

Glu

Asp

Gln

Glu

Glu

ES 2612458 T3

Phe

Gln

Cys

Leu

Gln

70

Asn

Thr

Cys

Asn

Trp

Asn

Leu

Cys

55

Asn

Gly

Leu

Lys

Glu
135

Asn

Gln

Glu

40

Ser

Ser

Lys

Glu

Asp

120

Gly

13

Lys

Gly

25

Gly

Leu

Val

Ala

Arg

105

Gly

Phe

Tyr

10

Lys

Phe

Asp

Val

Cys

90

Arg

Glu

Cys

Lys

Cys

Glu

Asn

Cys

75

Ile

Lys

Cys

Gly

Asp

Lys

Gly

Gly

60

Ser

Pro

Arg

Pro

Gly
140

Gly

Asp

Lys

45

Asp

Cys

Thr

Arg

Trp

125

Thr

Asp

Gly

30

Asn

Cys

Ala

Gly

Lys

110

Gln

Ile

Gln

15

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro

95

Arg

Ala

Leu

Cys

Gly

Glu

Gln

Gly

Tyr

Ile

Leu

Ser



5

Glu

145

Phe

Glu

Lys

Ile

Trp

225

Phe

Leu

Phe

Glu

Lys

305

Ala

Lys

Ser

<210>2

<211> 359
<212> PRT

Phe

Lys

Ala

Glu

Thr

210

Ala

Gly

Glu

Ile

Asp

290

Asp

Arg

Trp

His

Tyr

Vval

Val

Thr

195

Phe

Glu

Arg

Vval

Ile

275

Ala

Thr

Lys

Ile

Ala
355

Ile

Arg

His

180

Tyr

Arg

Ser

Thr

Pro

260

Thr

Cys

Tyr

Gly

Asp

340

Pro

Leu

Val

165

Glu

Asp

Met

Thr

His

245

Tyr

Gln

Gln

Phe

Lys

325

Arg

Glu

ES 2612458 T3

Thr

150

Gly

val

Phe

Asn

Leu

230

Glu

Val

Asn

Gly

val

310

Tyr

Ser

vVal

Ala

Asp

Glu

Asp

vVal

215

Met

Lys

Asp

Met

Asp

295

Thr

Gly

Met

Ile

Ala

val

Ile

200

Ala

Thr

Gly

Arg

Phe

280

Ala

Gly

Ile

Lys

Thr
360

14

His

Asn

Val

185

Ala

Pro

Gln

Arg

Asn

265

Cys

Gly

Ile

Tyr

Thr

345

Ser

Cys

Thr

170

Ile

Val

Ala

Lys

Gln

250

Ser

Ala

Gly

Val

Thr

330

Arg

Ser

Leu

155

Glu

Lys

Leu

Cys

Thr

235

Ser

Cys

Gly

Pro

Ser

315

Lys

Gly

Pro

Tyr

Gln

His

Arg

Leu

220

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

300

Trp

Val

Leu

Leu

Gln

Glu

Asn

Leu

205

Pro

Ile

Arg

Leu

Asp

285

Vval

Gly

Thr

Pro

Lys
365

Ala

Glu

Arg

190

Lys

Glu

Val

Leu

Ser

270

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
350

Lys

Gly

175

Phe

Thr

Arg

Ser

Lys

255

Ser

Lys

Arg

Gly

Phe

335

Ala

Arg

160

Gly

Thr

Pro

Asp

Gly

240

Met

Ser

Gln

Phe

Cys

320

Leu

Lys
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<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 2
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Ala

Glu

Glu

Leu

Phe

65

Tyr

Pro

Lys

Glu

Ala

145

Asp

Glu

Asp

Val

Met
225

Asn

Thr

Tyr

Phe

50

Cys

Thr

Cys

Asp

Gly

130

Ala

Arg

vVal

Ile

Ala

210

Thr

Ser

Ser

Thr

35

Thr

His

Leu

Gly

Gly

115

Phe

His

Asn

Val

Ala

195

Pro

Gln

Phe

Pro

20

Cys

Arg

Glu

Ala

Lys

100

Glu

Cys

Cys

Thr

Ile

180

Val

Ala

Lys

Leu

Cys

Thr

Lys

Glu

Asp

Gln

Cys

Gly

Leu

Glu

165

Lys

Leu

Cys

Thr

ES 2612458 T3

Phe

Gln

Cys

Leu

Gln

70

Asn

Thr

Pro

Gly

Tyr

150

Gln

His

Arg

Leu

Gly
230

Trp

Asn

Leu

Cys

55

Asn

Gly

Leu

Trp

Thr

135

Gln

Glu

Asn

Leu

Pro

215

Ile

Asn

Gln

Glu

40

Ser

Ser

Lys

Glu

Gln

120

Ile

Ala

Glu

Arg

Lys

200

Glu

Val

16

Lys

Gly

25

Gly

Leu

Val

Ala

Arg

105

Ala

Leu

Lys

Gly

Phe

185

Thr

Arg

Ser

Tyr

10

Lys

Phe

Asp

val

Cys

90

Ile

Leu

Ser

Arg

Gly

170

Thr

Pro

Asp

Gly

Lys

Cys

Glu

Asn

Cys

75

Ile

Val

Leu

Glu

Phe

155

Glu

Lys

Ile

Trp

Phe
235

Asp

Lys

Gly

Gly

Ser

Pro

Gly

Ile

Phe

140

Lys

Ala

Glu

Thr

Ala

220

Gly

Gly

Asp

Lys

45

Asp

Cys

Thr

Gly

Asn

125

Tyr

val

Val

Thr

Phe

205

Glu

Arg

Asp

Gly

30

Asn

Cys

Ala

Gly

Gln

110

Glu

Ile

Arg

His

Tyr

190

Arg

Ser

Thr

Gln

15

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro

95

Glu

Glu

Leu

Vval

Glu

175

Asp

Met

Thr

His

Cys

Gly

Glu

Gln

Gly

80

Tyr

Cys

Asn

Thr

Gly

160

Val

Phe

Asn

Leu

Glu
240
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Lys

Asp

Met

Asp

Thr
305

Gly

Met

Ile

<210> 3
<211>6
<212> PRT

Gly

Arg

Phe

Ala

290

Gly

Ile

Lys

Thr

Arg

Asn

Cys

275

Gly

Ile

Tyr

Thr

Ser
355

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido sintético

<400> 3

Gln

Ser

260

Ala

Gly

Val

Thr

Arg

340

Ser

Ser

245

Cys

Gly

Pro

Ser

Lys

325

Gly

Pro
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Thr

Lys

Tyr

His

Trp

310

Val

Leu

Leu

Arg

Leu

Asp

val

295

Gly

Thr

Pro

Lys

Leu

Ser

Thr

280

Thr

Glu

Ala

Lys

Lys

Ser

265

Lys

Arg

Gly

Phe

Ala
345

Met

250

Ser

Gln

Phe

Cys

Leu

330

Lys

Leu

Phe

Glu

Lys

Ala

315

Lys

Ser

Arg Lys Arg Arg Lys Arg

1

17

5

Glu

Ile

Asp

Asp

300

Arg

Trp

His

Val

Ile

Ala

285

Thr

Lys

Ile

Ala

Pro

Thr

270

Cys

Tyr

Gly

Asp

Pro
350

Tyr

255

Gln

Gln

Phe

Lys

Arg

335

Glu

Val

Asn

Gly

val

Tyr

320

Ser

val
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REIVINDICACIONES
1. Un procedimiento de purificacion de una serina proteasa, que comprende:
cargar la serina proteasa en un cromatografo de afinidad basado en inhibidor de tripsina de soja (STI), y

eluir la serina proteasa con un tampdn de elucién que comprende arginina que interrumpe la interaccion entre el STI
y la serina proteasa.

2. El procedimiento de la reivindicacién 1, donde el tampon de eluciéon comprende ademas una sal, un
detergente y/o un agente caotropico.

3. El procedimiento de la reivindicacion 1, donde la serina proteasa es un polipéptido que comprende la
secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO: 1 o 2, o un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 80% de
identidad de secuencia con la SEQ ID NO: 1 o 2, que tiene una delecién de al menos parte del dominio Gla y una
mutacién en el sitio activo.

4. El procedimiento de la reivindicacion 3, donde la serina proteasa comprende la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO: 2, o un polipéptido que tiene al menos aproximadamente el 95% de identidad de
secuencia con la SEQ ID NO: 2, que tiene una delecion de al menos parte del dominio Gla y una mutacion en el sitio
activo.

5. El procedimiento de la reivindicacion 3, donde la serina proteasa comprende la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO: 2.

6. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, donde el pH del tampén de elucién
es de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 10,5.

7. El procedimiento de la reivindicacion 6, donde el pH del tamp6n de elucién es aproximadamente 5,0 o
es aproximadamente 7,4.

8. El procedimiento de la reivindicacion 1, donde el tampon de elucion comprende de arginina
aproximadamente 250 mM a arginina aproximadamente 1000 mM.

9. El procedimiento de la reivindicacion 8, donde el tampdn de elucion comprende arginina
aproximadamente 500 mM.

10. El procedimiento de la reivindicacién 9, donde el pH del tampon de elucion es de aproximadamente
5,0.
11. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 10, que comprende ademas someter a

la serina proteasa eluida a purificacion con una columna de intercambio iénico.
12. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 11, que comprende ademas, antes de
eluir la serina proteasa, lavar el cromatégrafo con un tampoén de lavado que comprende una sal y esta a un pH
neutro.
13. Un kit que comprende:

un cromatégrafo de afinidad basado en inhibidor de tripsina de soja (STI), y

un tampon de elucién que comprende arginina que interrumpe la interaccién entre el STI y una serina proteasa.
14. El kit de la reivindicacion 13, donde
(i) el pH del tampon de elucion es de aproximadamente 4,5 a aproximadamente 10,5; o

(i) el tampodn de eluciéon comprende de arginina aproximadamente 250 mM a arginina aproximadamente 1000 mM.

15. El kit de la reivindicacion 13 o 14, que comprende ademas un tampoén de lavado que comprende NaCl
aproximadamente 250 mM a un pH neutro.
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SEQ ID NO: 1:
Ala Asn Ser Phe

1
Glu

Glu
Leu
Phe
65

Tyr
Pro
Val
Leu
Glu
145
Phe
Glu
Lys
Ile
Trp
225
Phe
Leu
Phe
Glu
Lys
305
Ala
Lys

Ser

Thr
Tyr
Phe
50

Cys
Thr
Cys
Gly
Ile
130
Phe
Lys
Ala
Glu
Thr
210
Ala
Gly
Glu
Ile
Asp
290
Asp
Arg

Trp

His

Ser
Thr
35

Thr
His
Leu
Gly
Gly
115
Asn
Tyr
Val
Val
Thr
195
Phe
Glu
Arg
Val
Ile
275
Ala
Thr
Lys

Ile

Ala
355

Pro
20

Cys
Arg
Glu
Ala
Lys
100
Gln
Glu
Ile
Arg
His
180
Tyr
Arg
Ser
Thr
Pro
260
Thr
Cys
Tyr
Gly
Asp

340
Pro

Leu
Cys
A lakre
Lys
Glu
Asp
Gln
Glu
Glu
Leu
Val
165
Glu
Asp
Met
Thr
His
245
Gln
Gln
Phe
Lys
325

Arg

Glu
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Phe
Gln
Cys
Leu
Gln
70

Asn
Thx
Cys
Asn
Thr
150
Gly
Val
Phe
Asn
Leu
230
Glu
Val
Asn
Gly
Val
310
Tyr

Ser

Val

Trp
Asn
Leu
Cys
55

Asn
Gly
Leu
Lys
Glu
135
Ala
Asp
Glu
Asp
Val
215
Met
Lys
Asp
Met
Asp
295
Thr
Gly

Met

Ll&

Asn
Gln
Glu
40

Ser
Ser
Lys
Glu
Asp
120
Gly
Ala
Arg
Val
Ile
200
Ala
Thr
Gly
Arg
Phe
280
Ala
Gly
Ile

Lys

Thr
360

Lys
Gly
Gly
Leu
Val
Ala
Arg
105
Gly
Phe
His
Asn
Val
185
Ala
Pro
Gln
Arg
Asn
265
Cys
Gly
Ile
Tyr
Thr

345
Ser

19

Tyr Lys
10
Lys Cys

Phe Glu
Asp Asn

Val Cys
Fis)

Cys Ile

90

Arg Lys

Glu Cys
Cys Gly

Cys Leu
155

Thr Glu

170

Ile Lys

Val Leu
Ala Cys
Lys Thr

235
Gln Ser

250
Ser Cys

Ala Gly

Gly Pro

Val Ser
315

Thr Lys

330

Arg Gly

Ser Pro

FIG. 1

Asp
Lys
Gly
Gly
60

Ser
Pro
Arg
Pro
Gly
140
Tyr
Gln
His
Arg
Leu
220
Gly
Thr
Lys
Tyr
His
300
Trp
Val

Leu

Leu

Gly
Asp
Lys
45

Asp
Cys
Thr
Arg
Trp
125
Thr
Gln
Glu
Asn
Leu
205
Pro
Ile
Arg
Leu
Asp
285
Val
Gly
Thr

Pro

Lys
365

Asp
Gly
Asn
Cys
Ala
Gly
Lys
110
Gln
Ile
Ala
Glu
Arg
190
Lys
Glu
Val
Leu
Ser
270
Thr
Thr
Glu

Ala

Lys
350

Gln
15

Leu
Cys
Asp
Arg
Pro
a5

Arg
Ala
Leu
Lys
Gly
175
Phe
TYhiE
Arg
Ser
Lys
255
Ser
Lys
Arg
Gly
Phe

335
Ala

Cys
Gly
Glu
Gln
Gly
80

Tyr
Ile
Leu
Ser
Arg
160
Gly
Thr
Pro
Asp
Gly
240
Met
Ser
Gln
Phe
Cys
320

Leu

Lys



SEQ ID NO: 2:

Ala
i f

Glu
Glu
Leu
Phe
65

Tyr
Pro
Lys
Glu
Ala
145
Asp
Glu
Asp
Val
Met
225
Lys
Asp
Met
Asp
Thr
305
Gly
Met

Ile

Asn
Thr
Tyr
Phe
50

Cys
Thr
Cys
Asp
Gly
130
Ala
Arg
Val
Ile
Ala
210
Thr
Gly
Arg
Phe
Ala
290
Gly
Ile

Lys

Thr

Ser
Ser
Thr
35

Thr
His
Leu
Gly
Gly
115
Phe
His
Asn
Val
Ala
195
Pro
Gln
Arg
Asn
Cys
275
Gly
Ile
Tyr

Thr

Ser
355

Phe
Pro
20

Cys
Arg
Glu
Ala
Lys
100
Glu
Cys
Cys
Thr
Ile
180
Val
Ala
Lys
Gln
Ser
260
Ala
Gly
Val
Thr
Arg

340
Ser

Leu
Cys
Thr
Lys
Glu
Asp
Gln
Cys
Gly
Leu
Glu
165
Lys
Leu
Cys
Thr
Ser
245
Cys
Gly
Pro
Ser
Lys
325
Gly

Pro
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Phe
Gln
Cys
Leu
Gln
70

Asn
Thr
Pro
Gly
Tyr
150
Gln
His
Arg
Leu
Gly
230
Thr
Lys
Tyr
His
Trp
310
Val

Leu

Leu

Trp
Asn
Leu
Cys
55

Asn
Gly
Leu
Trp
Thr
135
Gln
Glu
Asn
Leu
Pro
215
Ile
Arg
Leu
Asp
Val
295
Gly
Thr

Pro

Lys

Asn
Gln
Glu
40

Ser
Ser
Lys
Glu
Gln
120
Ile
Ala
Glu
Arg
Lys
200
Glu
Val
Leu
Ser
Thr
280
Thr
Glu

Ala

Lys

Lys
Gly
25

Gly
Leu
Val
Ala
Arg
105
Ala
Leu
Lys
Gly
Phe
185
Thr
Arg
Ser
Lys
Ser
265
Lys
Arg
Gly

Phe

Ala
345

20

Tyr Lys
10
Lys Cys

Phe Glu
Asp Asn

Val Cys
15

Cys Ile

S0

Ile Val

Leu Leu
Ser Glu

Arg Phe
155

Gly Glu

170

Thr Lys

Pro Ile
Asp Trp

Gly Phe
235

Met Leu

250

Ser Phe

Gln Glu
Phe Lys
Cys Ala

315
Leu Lys

330
Lys Ser

FIG. 2

Asp
Lys
Gly
Gly
60

Ser
Pro
Gly
Ile
Phe
140
Lys
Ala
Glu
Thr
Ala
220
Gly
Glu
Ile
Asp
Asp
300
Arg

Trp

His

Gly
Asp
Lys
45

Asp
Cys
Thr
Gly
Asn
125
Tyr
Val
Val
Thr
Phe
205
Glu
Arg
Val
Ile
Ala
285
Thr
Lys

Ile

Ala

Asp
Gly
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