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DESCRIPCION
Derivados de serin proteasa y usos en la prevencion o el tratamiento de trastornos de la coagulacion sanguinea
Sector de la técnica

La presente invencién se refiere al péptido de activacién del factor X y a su uso para mejorar la semivida y la
recuperacion de derivados de serin proteasa, en particular derivados de la proteina C, el factor IX y el factor X y los
usos de estos derivados en la prevencion o el tratamiento de trastornos relacionados con la proteina C, el factor IX y
el factor X, en particular trastornos de la coagulacién sanguinea.

Estado de la técnica

La coagulacion sanguinea es un proceso importante y complejo, que se produce en una respuesta a la lesion de los
vasos sanguineos. Consiste en una formacién de coagulos para detener la hemorragia y comenzar la reparacion del
vaso dafiado: su pared se recubre por plaquetas y fibrina que contienen el coagulo. El proceso comienza casi
inmediatamente después de la lesion.

El proceso de coagulaciéon sanguinea involucra a dos tipos de componentes: los componentes celulares llamados
plaquetas y los componentes de proteinas llamados factores de coagulacion. Las plaquetas forman inmediatamente
un tapon en el sitio de la lesion; Esto se llama hemostasia primaria. La hemostasia secundaria ocurre
simultdneamente: las proteinas en el plasma sanguineo, llamadas factores de coagulacién, responden en una
cascada compleja para formar fibras de fibrina que refuerzan el tapén plaquetario.

La cascada de coagulacién de la hemostasia secundaria se divide en dos vias llamadas via intrinseca, o via de
activacion de contacto, y la via extrinseca, también llamada via del factor tisular. Estan implicados muchos factores
de coagulacion, pero también cofactores y reguladores, para mantener correctamente el proceso.

Por ejemplo, la Proteina C es un factor esencial de un importante mecanismo para la regulacion de la coagulacion,
denominada “via anticoagulante”. La forma activa de la proteina C (proteina C activada) es una serin proteasa que,
cuando esta asociada con otro cofactor (proteina S), degrada dos factores de la cascada de coagulacion esencial
para la generacion masiva de trombina: factores Va y Vllla. La destruccién de estos factores regula negativamente la
cantidad de trombina formada, dando como resultado un efecto anticoagulante. Esta proteina es particularmente
conocida por tener actividad bioldgica pleiotrépica: no solo la actividad antitrombética (Taylor et al, 1987; Gruber et
al, 1990; Chesebro et al, 1992; Hanson et al, 1993; Arnljots et al, 1994; Sakamoto et al, 1994, Jang et al, 1995, Kurz
et al, 1997; Gresele et al, 1998; Mizutani et al, 2000; Bernard et al 2001), sino también actividad antiinflamatoria
(Emson, 2000), anti-apoptotic activity (Joyce et al, 2001) and pro-fibrinolytic activity (Comp et al, 1981; Rezaie,
2001).

El factor IX (denominado en lo sucesivo FIX) es una serin proteasa esencial de la coagulacién sanguinea. La
deficiencia de esta proteina provoca un trastorno hemorragico llamado hemofilia B. Durante la coagulacion
sanguinea, el FIX activado (FIXa) se asocia con su cofactor activado, el factor Vllla (en lo sucesivo denominado
FVllla), convierte su factor X especifico de substrato (denominado en lo sucesivo FX ) en su derivado activado, el
factor X activado (en lo sucesivo denominado FXa).

El factor X es otro factor esencial de la cascada de coagulacion. La forma activada de FX (FXa) es la unica serin
proteasa que, asociada con su cofactor (factor de coagulaciéon Va), es capaz de activar la protrombina en trombina.
Ademas, el factor X, considerado desde siempre como un espectador pasivo, ahora se presenta como un jugador
directo en una amplia variedad de tipos celulares a través de la activacion de sus dos receptores principales, el
receptor activado por proteasa 1 (PAR-2) y PAR-2. Los hallazgos recientes sugieren que el PAR-2 desempefia un
papel crucial en las enfermedades fibroproliferativas como la fibrosis, la remodelacion tisular y el cancer y apuntan al
factor X como el mediador importante que coordina la interfase entre la coagulacién y la progresion de la
enfermedad (Borensztajn et al., 2008).

La proteina C, el factor IX y el factor X son respectivamente glicoproteinas de 62 kDa, 55 kDa y 59 kDa sintetizadas
en el higado. Antes de su secrecidon en el plasma, sus cadenas polipeptidicas sufren varias maturaciones
postraduccionales para convertirse en proenzimas funcionales.

Los dos zimégenos de la proteina C y el factor X estdn compuestos de una cadena ligera amino-terminal y una
cadena pesada carboxi-terminal, resultante de una escisién de la cadena peptidica, donde las cadenas ligera y
pesada estan conectadas por un puente disulfuro. El factor IX zimdgeno es una glicoproteina de cadena sencilla.

Como la mayoria de los precursores de serin proteasa, la proteina C, el factor IX y el factor X son zimégenos que
carecen de actividad catalitica. Su activacion es el resultado de la escision proteolitica en sus cadenas pesadas. En
la proteina C, esta escision tiene lugar en el extremo N-terminal de la cadena pesada, liberando un péptido de
“activacion” de 12 aminoacidos. En el factor X, esta escisién tiene lugar entre los restos Arg193 e lle194 del
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zimdgeno, liberando también un péptido de “activacion” de 52 aminoacidos. En el factor IX, tienen lugar dos
escisiones liberando también un péptido de activacion de un peso molecular aproximadamente igual a 11 kDa de la
regién interna de la molécula precursora.

La coagulaciéon sanguinea tiene que estar bien controlada para evitar cualquier riesgo de hemorragia o de la
coagulacion. Por lo tanto, la desregulacion del proceso de coagulacion sanguinea conduce a trastornos graves como
hemorragia (aumento del riesgo de hemorragia) y trombosis (aumento del riesgo de coagulacion). Las patologias
debido a un mayor riesgo de coagulacion incluyen trastornos graves tales como trombosis venosa o arterial, en
particular trombosis que afecta a vasos de gran calibre, infarto de miocardio, enfermedad trombética, embolia
pulmonar, reoclusiones coronarias después de una angioplastia o trombdlisis y también anomalias de la coagulacion
en pacientes que padecen anomalias genéticas que afectan al gen de la proteina C o al de la trombomodulina. Se
administran anticoagulantes a las personas para detener la trombosis (la coagulacidon sanguinea se presenta
inapropiadamente en los vasos sanguineos). Esto es util en la prevencion primaria y secundaria de la trombosis
venosa profunda, la embolia pulmonar, los infartos de miocardio y los ictus en las personas con predisposicion a los
mismos. La hemorragia es la complicacion mas grave del uso de la anticoagulacién oral en la prevencion y
tratamiento de las complicaciones tromboembodlicas. Los individuos anticoagulados con warfarina o heparina se
tratan tipicamente con antidotos especificos tales como vitamina K o la protamina, respectivamente, si sangran o
requieren cirugia. Desgraciadamente las actividades terapéuticas de la warfarina, la heparina, la vitamina K y la
protamina estan asociadas con efectos secundarios adversos que complican su uso. Por el contrario, no se dispone
de antidotos especificos y eficaces para la reversion de los efectos anticoagulantes de las heparinas de bajo peso
molecular (LMWH) o de los nuevos anticoagulantes orales dirigidos al factor Xa (fXa) (ver revisiones Harenberg,
2008, Bauer, 2008, Khoo et al., 2009). Cuando se usan estos nuevos tratamientos anticoagulantes, puede
observarse una mayor hemorragia. Por lo tanto, es necesaria una acciéon apropiada rapida, tanto mecanica como
sistémica, para controlar la hemorragia. Esto incluye el cese de la terapia anticoagulante y, si es posible, la reversion
de los efectos de la anticoagulacién, utilizando agentes reversibles especificos disponibles. Actualmente existe la
necesidad de antidotos especificos dirigidos contra estos anticoagulantes.

Por otro lado, las patologias del tipo hemorragico incluyen particularmente las hemofilias A o B (deficiencias
respectivamente en el factor VIl y IX). Estas enfermedades graves se complican a menudo por la presencia de
“inhibidores” que son aloanticuerpos neutralizantes dirigidos contra el factor VIII o IX convencionalmente utilizados
para el tratamiento.

Actualmente existe la necesidad de mejorar el tratamiento de estas patologias.

La primera estrategia de tratamiento es eludir las etapas deficientes de la cascada de la coagulacién y su regulacion.
Otra estrategia para mejorar el tratamiento actual es mejorar la semivida de los compuestos usados, principalmente
proteinas que se neutralizan faciimente en el plasma. Otro enfoque para mejorar el tratamiento es restablecer el
sistema de auto-amplificacién o retro-control.

Los tratamientos administrados para los trastornos de la hipercoagulacién como las deficiencias de proteina C son
derivados de la proteina C, proteina C activada, derivados de la proteina C... Los tratamientos actuales para las
hemofilias son la administracion de factor VIl o IX para la hemofilia A y B, respectivamente.

Estos tratamientos son caros, en particular debido a la necesidad de inyecciones repetitivas debido a las semividas
cortas de los compuestos, y tienen sus limites, como el desarrollo de inhibidores o aloanticuerpos neutralizantes
dirigidos contra el factor VIl o IX convencionalmente usados para el tratamiento de las hemofilias A y B. Ademas, se
ha observado que la administracion de proteinas recombinantes, especialmente el factor IX para tratar la hemofilia
B, se ve obstaculizada debido a una menor recuperacion en comparaciéon con la administracion del producto
derivado del plasma.

Se han propuesto soluciones potenciales como nuevas estrategias de tratamiento. En particular, la solicitud de
patente WO03035861 describia derivados quiméricos de la proteina C y el factor X escindibles por trombina.

El documento WO2003/035861 divulga la provisién de una proteina quimérica, que es una proteina C o factor X, que
comprende una secuencia escindible por trombina con un sitio de escision para la trombina distinta de la de la
cadena alfa de fibrindgeno.

El documento W02006/018204 divulga la provision de un método para preparar un polipéptido dependiente de la
vitamina K modificado que comprende modificar el péptido de activacién de un primer polipéptido dependiente de
vitamina K de modo que el polipéptido dependiente de vitamina K modificado tenga una semivida aumentada en
comparacién con el primer polipéptido dependiente de la vitamina K, en el cual el péptido de activacion no ha sido
modificado, en el que el primer polipéptido dependiente de vitamina K es la proteina C humana, en el cual al menos
parte del péptido de activacion ha sido reemplazado por una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que
consiste en el péptido de activacion de FX.

Sin embargo, la breve semivida de estos compuestos limita su uso para los trastornos de la coagulaciéon sanguinea.
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La invencion propone un nuevo enfoque para resolver este problema técnico.
Objeto de la invencién

La invencion se refiere a un polipéptido PP que comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 (péptido de activacion del factor X) en el que la asparagina de la posicion 39
0 49 esta N-glicosilada.

La invencién también se refiere al uso de dicho polipéptido para aumentar la semivida y la recuperaciéon de una
proteina circulante tal como un zimoégeno de serin proteasa, por ejemplo el factor X, la proteina C.

La invencion también se refiere a una proteina de fusién PF que comprende:
— un primer polipéptido PP y

— un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 7 a 16 de la
SEQ ID NO:4.

La invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X o la proteina C escindible por trombina, en el que el
péptido de activacion nativo de dicha proteina se reemplaza por una proteina de fusion PF.

La invencion se refiere a un derivado del factor X o la proteina C escindible por trombina en el que el péptido de
activacion nativo de dicha proteina se reemplaza por una proteina de fusién PF.

La invencién se refiere ademas a un derivado quimérico del factor X o la proteina C escindible por trombina que
contiene el factor X o proteina C activado o una variante conservadora de los mismos y una proteina de fusion PF.

La invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un derivado quimérico escindible por trombina
de la invencion.

La invencién se refiere a un derivado quimérico del factor X de la invencién para su uso en la prevenciéon o
tratamiento de las patologias de la coagulacién de tipo hemorragico.

La invencién se refiere a un derivado quimérico del factor X de la invenciéon para su uso en un método para la
prevencién o el tratamiento de hemorragias inducidas por las heparinas de bajo peso molecular (LMWH, low
molecular weight) o por un factor Xa (fXa) dirigido al anticoagulante.

La invencion también se refiere a un derivado quimérico de la proteina C de la invenciéon para su uso en la
prevencion o tratamiento de patologias que implican hipercoagulacion.

La invencion se refiere a composiciones farmacéuticas para la prevencién o tratamiento de trastornos de la
coagulacién sanguinea que comprenden derivados quiméricos de la invencion.

Descripcion detallada de la invenciéon

Trabajando en diferentes construcciones de factor X, los inventores mostraron que el péptido de activacion del factor
X juega un papel primordial en el proceso de eliminacion del factor X y en su recuperacion.

Mas en particular, observaron que los diecinueve aminoacidos del extremo carboxi-terminal de este péptido de
activacion tienen un papel principal en la cinética de eliminacién del factor X. Esta secuencia de diecinueve restos
contiene dos sitios de N-glicosilacién esenciales para el mecanismo observado.

Definiciones

Las “variantes conservadoras de la funcién” son aquéllas en las que se ha cambiado un resto de aminoacido dado
en una proteina o enzima sin alterar la conformacién y la funcidén generales del polipéptido, incluyendo, pero no
limitandose a, la sustitucién de un aminoacido por uno que tenga propiedades similares (tales como, por ejemplo,
polaridad, potencial de unién del hidrégeno, acidas, basicas, hidréfobas, aromaticas y similares). Los aminoacidos
distintos de los indicados como conservados pueden diferir en una proteina de modo que el porcentaje de similitud
de la secuencia de proteinas o aminoacidos entre cualesquiera dos proteinas de funcién similar puede variar y
puede ser, por ejemplo, del 70 % al 99 % segun se determina de acuerdo con un esquema de alineamiento, tal
como el método de agrupacion, en el que la similitud se basa en el algoritmo MEGALIGN. Una “variante
conservadora de la funcidon” también incluye un polipéptido que tiene al menos un 60 % de identidad de aminoacidos
como se determina mediante algoritmos BLAST o FASTA, preferiblemente al menos 75 %, mas preferiblemente al
menos 85 % e incluso mas preferiblemente al menos 90 % y que tiene las mismas o sustancialmente las mismas
propiedades o funciones que la proteina nativa o progenitora con la que se compara.
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Dos secuencias de aminoacidos son “sustancialmente homdlogas” o “sustancialmente similares” cuando mas del 80
%, preferiblemente mas del 85 %, preferiblemente mas del 90 % de los aminoacidos son idénticos, o mas de
aproximadamente 90 %, preferiblemente mas de 95 % son similares (funcionalmente idénticas). Preferiblemente, las
secuencias similares o homodlogas se identifican mediante alineaciéon usando, por ejemplo, el programa de
acumulacién GCG (Genetics Computer Group, Manual de programa para el paquete GCG, Version 7, Madison,
Wisconsin) o cualquiera de los algoritmos de comparacion de secuencias tales como BLAST, FASTA, etc.

De acuerdo con la invencion, el término “proteina de fusién” o proteina quimérica se refiere a una proteina creada
mediante la unién de dos o mas genes o fragmentos de los mismos, que codificaron originalmente polipéptidos
separados. La traduccion de este gen de fusion da como resultado un Unico polipéptido con propiedades funcionales
derivadas de cada uno de los polipéptidos originales. Las proteinas de fusidon recombinantes se crean artificialmente
mediante tecnologia de ADN recombinante para su uso en investigacion bioldgica o terapéutica. Una proteina de
fusion recombinante es una proteina creada a través de la ingenieria genética de un gen de fusion. Esto implica
generalmente la eliminacion del codon de parada de una secuencia de ADNc que codifica la primera proteina, a
continuacion, afiadir la secuencia de ADNc de la segunda proteina en el marco a través de ligadura o PCR de
extension de solapamiento. Esa secuencia de ADN sera entonces expresada por una célula como una sola proteina.
La proteina se puede disefiar para incluir la secuencia completa de ambas proteinas originales, o solamente una
porcion de cualquiera.

El término “recuperacion” se refiere al valor expresado en porcentaje de un antigeno o nivel de actividad de una
molécula inyectada sobre un antigeno o actividad tedrica o esperada calculada.

Por “proteina circulante”, se entiende proteinas sintetizadas por las células de los 6rganos del cuerpo y
transportadas dentro del torrente sanguineo. Ejemplos de proteinas circulantes son factores de coagulacion
sanguinea, hormonas proteinicas.

Los factores de coagulacién son generalmente serin proteasas. Hay algunas excepciones. Por ejemplo, el Factor
VIl y el Factor V son glicoproteinas y el Factor Xlll es una transglutaminasa.

Las hormonas proteicas son una clase de proteinas que se secretan en el torrente sanguineo y tienen funciones
endocrinas en animales vivos.

La expresion “zimdgeno de serin proteasa” tiene su significado general en la técnica y se refiere a un precursor
inactivo de una enzima serin proteasa, que requiere que se escinda para que se convierta en una enzima activa. De
acuerdo con la invencion, las serin proteasas de interés se limitan a las que pertenecen a las proteinas circulantes.

Las serin proteasas incluyen varias proteasas en las cuales uno de los aminoacidos en el sitio activo es serina. De
acuerdo con la invencion, las serin proteasas de interés pueden ser, pero no se limitan a, factor 1X, factor X o
proteina C, y particularmente factor X y proteina C.

De acuerdo con la invencion, la expresion “derivado quimérico de un zimégeno de serin proteasa” es una proteina
de fusion obtenida mediante la unién de un zimégeno de serin proteasa o un fragmento del mismo con un
polipéptido de interés. La proteina obtenida muestra las propiedades funcionales de dicha serin proteasa.

En particular, la expresion “derivado quimérico de un zimégeno de serin proteasa” es una proteina de fusion
obtenida por la fusion de la serin proteasa activada o un fragmento de la misma con un polipéptido de interés.

De acuerdo con la invencion, dicho derivado quimérico de un zimdgeno de serin proteasa es diferente del zimégeno
de serin proteasa nativa, pero muestra al menos una actividad equivalente.

El término “factor X” tiene su significado general en la técnica y se refiere a una serin proteasa secretada implicada
en mecanismos de coagulacion. El factor X puede ser de cualquier fuente, pero generalmente es un factor X de
mamifero (por ejemplo, ser humano y primate no humano) y mas particularmente un factor X humano.
Generalmente, la secuencia de aminoacidos del factor X humano se proporciona mediante la SEQ ID NO:1 (figura

1).
Hay diferentes sistemas de numeracion para localizar los restos de aminoacidos para el factor X:
o El sistema de numeracioén con referencia de la secuencia deducida del ADNc del factor X.

o El sistema de numeracién con referencia de la secuencia deducida de la proteina secretada, la cual contiene la
cadena ligera, el péptido de activacion y la cadena pesada: el resto de aminoacido numerado 1 es el primer resto
de aminoacido de la extremidad amino-terminal de la cadena ligera. Se utiliza este sistema de numeracion. La
posicion de aminodacido en posiciones anteriores se identifica negativamente: el aminoacido C-terminal del pro-
péptido se numera como -1 y el resto de aminoacido N-terminal de la proteina traducida (que es el resto de
aminoacido amino terminal del pre-péptido) se numera como -40.
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Como se muestra en la figura 1, la secuencia del factor X se divide en cinco regiones diferentes, que corresponden,
segun el sistema de numeracion utilizado, a:

- el pre-péptido (o péptido sefal) entre las posiciones -40 a -28,
- el pro-péptido entre las posiciones -27 a -1,

- la cadena ligera entre las posiciones 1 a 142

- el péptido de activacion entre las posiciones 143 a 194

- la cadena pesada entre la posicion 195 a 448.

Las expresiones “factor X” o “FX” o “FX maduro” o “zimégeno de FX” se refieren a la forma circulante en la sangre
del factor X, después de su secrecion por las células hepaticas productoras. El péptido sefial se escinde por la
peptidasa sefial, la secuencia propeptidica se escinde después de que la carboxilacion gamma tenga lugar en los
primeros 11 restos de acido glutamico en el extremo N terminal de la cadena N-terminal madura. Una etapa de
procesamiento adicional se produce por escisién entre Arg142 y Ser143 de acuerdo con el sistema de numeracion
usado (Figura 1, posiciones 182-183 de la SEQ ID NO:1). Esta etapa de procesamiento también conduce
concomitantemente a la delecién del tripéptido Arg140-Lys141-Arg142 (posiciones 180-182 de la SEQ ID NO:1). El
zimogeno del factor X secretado resultante consiste en una cadena ligera N-terminal de 139 aminoacidos y una
cadena pesada C-terminal de 306 aminoacidos que estan unidos covalentemente a través de un puente disulfuro
entre Cys132 y Cys302. Otras etapas postraduccionales de procesamiento incluyen la beta-hidroxilacion de Asp63
asi como la glicosilacién de tipo N y O.

La expresion “factor X activado” o “FXa” se refiere a la forma enzimaticamente activa del factor circulante X
generado en caso de actividad de coagulacion (por ejemplo, generacion de trombina). En condiciones fisiologicas
capaces de activar el factor X, el llamado péptido de activacion de 52 aminoacidos de Ser143 a Arg194 se escinde
del resto de la molécula escindiendo el extremo carboxi-terminal de la cadena pesada en Arg194 (figura 1).

De acuerdo con la invencion, las expresiones “factor X” y “factor X activado” incluyen el factor X natural y el factor X
activado, pero también abarcan variantes conservadoras de la funcién y formas modificadas de la misma. En
particular, la invenciéon abarca todas las variantes conservadoras de la funcién conocidas del factor X (zimégeno o
forma activada) tales como la variante descrita en Camire et al., 2000, en la que el propéptido del factor X nativo se
reemplaza por el propéptido de protrombina con el fin de obtener un mejor rendimiento de la proteina madura
carboxilada y o la variante descrita en Rudolph y et al. 1997 en la que el codon correspondiente al resto -2 del factor
X (ACG, que corresponde a una treonina en la posicion 39 de la SEQ ID NO:1) puede cambiarse por AGG (que
corresponde a una arginina) para permitir la escision correcta del propéptido.

La expresion “péptido de activacion del factor X” tiene su significado general en la técnica y se refiere al polipéptido
de 52 aminoacidos que va desde las posiciones 143 a 194 del factor X de acuerdo con el sistema de numeracion
usado (posiciones 183-234 de la SEQ ID NO:1). El término puede incluir un péptido de activacion del factor X de
origen natural y variantes conservadoras de la funcién y sus formas modificadas. El péptido de activacién tal como
se define aqui corresponde al péptido de activacion del factor X humano, pero puede ser de cualquier fuente, pero
generalmente es un factor X de mamifero (por ejemplo, ser humano y primate no humano) y mas particularmente un
factor X humano. La secuencia de aminoacidos del péptido de activaciéon del factor X humano se proporciona en la
SEQ ID NO:2.

En la invencidn, la secuencia de los ultimos 19 aminoacidos de la parte carboxi-terminal del péptido de activacion del
factor X corresponde a un polipéptido de interés, el cual corresponde a la secuencia de aminoacidos que va desde
las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 o a las posiciones 176 a 194 del factor X de acuerdo con el sistema de
numeracion utilizado (figura 1). Este polipéptido también se denomina PA176-194. Este polipéptido contiene dos
sitios de glicosilacion en las posiciones 39 y 49 de la SEQ ID NO:2, correspondientes a las posiciones 181 y 191 del
factor X de acuerdo con el sistema de numeracion utilizado.

El término “proteina C” tiene su significado general en la técnica y se refiere a una serin proteasa secretada
implicada en un mecanismo principal de regulacion de la coagulacién llamada “via anticoagulante”. La proteina C
puede ser de cualquier fuente, pero generalmente es una proteina C de mamifero (por ejemplo, primate humano y
no humano), y mas particularmente una proteina C humana. Generalmente, la secuencia de aminoacidos de la
proteina C humana se proporciona mediante la SEQ ID NO:3.

El péptido de activacion de la proteina C es un polipéptido de doce aminoacidos encontrado entre las posiciones 200
a 211 de la secuencia SEQ ID NO:3.

Las expresiones “proteina C” o “PC” o “PC madura” o “zimégeno de PC” se refieren a la forma circulante en la
sangre de la proteina C, después de su secrecion por las células productoras hepaticas. El péptido sefal se escinde
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por la peptidasa sefial, la secuencia propeptidica se escinde después de que la carboxilacion gamma tenga lugar en
los primeros 9 restos de acido glutamico en el extremo N de la cadena N-terminal madura (comenzando en la
alanina en la posicion 43 del Secuencia SEQ ID NO:3). Una etapa de procesamiento adicional se produce por la
delecion del doblete Lys198-Arg199 (SEQ ID NO:3). El zimégeno de proteina C secretado resultante consiste en una
cadena ligera N-terminal de 155 aminoacidos y una cadena pesada C-terminal de 262 aminoacidos que estan
unidas covalentemente a través de un puente disulfuro. Otras etapas postraduccionales de procesamiento incluyen
la beta-hidroxilacién de la Asp113 (SEQ ID NO:3) asi como la glicosilacion de tipo N.

La expresion “proteina X activada” o “PCa” se refiere a la forma enzimaticamente activa de la proteina C circulante
generada en caso de que se necesite actividad coagulante (por ejemplo, generacién de trombina). En condiciones
fisiologicas capaces de activar la proteina C, el llamado péptido de activacion de 12 aminoéacidos de Asp200 a
Arg211 (SEQ ID NO:3) se escinde del resto de la molécula mediante la escision del extremo carboxi terminal de la
cadena pesada en Arg211 (SEQ ID NO:3).

De acuerdo con la invencion, las expresiones “proteina C” o “proteina C activada” incluyen la proteina C natural y la
proteina C activada, pero también abarcan variantes conservadoras de la funcién y formas modificadas de la misma.
En particular, la invenciéon abarca todas las variantes conservadoras de la funcién conocidas de la proteina C
(zimégeno o forma activada) tales como derivados de la proteina C activada con actividad anticoagulante superior
que contiene la sustitucion en Asn 355 y 371 (Patente US-5.453.373), asi como derivados de la proteina C activada
con actividad anticoagulante reducida, que tienen la propiedad deseable de ser citoprotectores (anti-apoptoticos,
anti-trastornos neurodegenerativos y protectores contra el ictus) (véase por ejemplo el documento
WO/2005/007820). Estos mutantes son, por ejemplo, 3K3A-APC y 229/230-APC.

El término “fibrinopéptido A” tiene su significado general en la técnica y se refiere a un péptido pequefio de 16 restos
de aminoacidos eliminado del segmento N-terminal de la cadena a del fibrinégeno por la accién de la trombina. El
término puede incluir fibrinopéptido A de origen natural y variantes conservadoras de la funciéon y sus formas
modificadas. El fibrinopéptido A puede ser de cualquier fuente, pero generalmente es un fibrinopéptido A de
mamifero (por ejemplo, primate humano y no humano) y mas particularmente un fibrinopéptido A humano.
Generalmente, la secuencia de aminoacidos del fibrinopéptido A humano se proporciona en la SEQ ID NO:4.

De acuerdo con la invencidn, la expresion “derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina” se refiere a un
polipéptido que comprende el fibrinopéptido A o un fragmento del mismo y un sitio escindible por trombina en la
parte carboxi-terminal del fibrinopéptido A. Tales derivados estan definidos por las secuencias SEQ ID NO:5 (figura
3A) o SEQ ID NO:6 (figura 3B) para derivados quiméricos del factor X escindibles por trombina y por las secuencias
SEQ ID NO:13 (figura 4A) o SEQ ID NO:14 (figura 4B) para los derivados quiméricos de la proteina C escindibles
por trombina.

De acuerdo con la invencion, la expresion “sitio escindible por trombina” se refiere a una secuencia de aminoacidos
corta que puede ser reconocida y escindida por trombina, una serin proteasa principal de la coagulacion.

La glicosilacion es el proceso enzimatico que une los sacaridos a las proteinas. La glicosilacion de las proteinas esta
generalmente ligada al N. “Ligada al N” se refiere a la unién del resto de carbohidrato a la cadena lateral de un resto
de asparagina. Las secuencias tripeptidicas asparagina-X-serina y asparagina-X-treonina, donde X es cualquier
aminoacido excepto prolina, son las secuencias de reconocimiento para la uniéon enzimatica del resto carbohidrato a
la cadena lateral de asparagina. De este modo, la presencia de cualquiera de estas secuencias de tripéptidos en un
polipéptido crea un potencial sitio de glicosilacién. Generalmente, los oligosacaridos que estan ligados al N a las
proteinas estan compuestos de moléculas de glucosa, manosa y 2N-acetilglucosamina que pueden ser entonces
alargadas con diferentes monosacaridos incluyendo galactosa, N-acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina, fucosa y
acido sialico.

Por consiguiente, el término “N-glicosilado” se refiere a la N-glicosilacion de un polipéptido sobre al menos un resto
de asparagina como se ha definido anteriormente.

En su sentido mas amplio, el término “prevenir” o “prevencion” se refiere a la prevencion de la enfermedad o
afeccion que se produce en un paciente que aun no ha sido diagnosticado de padecerla.

En su sentido mas amplio, los términos “tratar” o “tratamiento” se refieren a revertir, aliviar, inhibir el progreso del
trastorno o afeccién a la que se aplica tal término, o uno o mas sintomas de tal trastorno o afeccion.

El término “paciente” se refiere a cualquier sujeto (preferiblemente humano) afectado o susceptible de ser afectado
con un trastorno de la coagulacién sanguinea.

De acuerdo con la invencién, la expresion “proteina C y trastornos relacionados con el factor X” se refiere a cualquier
patologia que implique el factor X o la proteina C, en particular trastornos de la coagulacién sanguinea.

De acuerdo con la invencion, la expresion “trastorno de la coagulacion sanguinea” o “trastorno de la coagulacion” se
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refiere a cualquier patologia debida a una desregulacién de los mecanismos de coagulacién sanguinea. Por lo tanto,
incluye patologias que implican un exceso y un defecto en la coagulacién sanguinea.

Las patologias que implican un exceso de la coagulacién sanguinea o una hipercoagulacién incluyen, pero no se
limitan a, trombosis venosa o arterial, infarto de miocardio, enfermedad trombdtica, embolismo pulmonar,
reoclusiones coronarias y deficiencia de proteina C.

Las patologias que implican un defecto de la coagulaciéon sanguinea se denominan patologias hemorragicas y
particularmente incluyen deficiencias del factor VI, IX o XI. Estas patologias pueden ser en particular hemofilias A o
B y hemofilias resultantes de la aparicién de autoanticuerpos asociados con otra patologia tal como enfermedad
autoinmunitaria o cancer.

Polipéptidos derivados del péptido de activacion del factor X

Un primer objeto de la presente invencién se refiere a un polipéptido PP que comprende la secuencia de
aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la posicion 39 o 49
esta N-glicosilada.

En una realizacién preferida, las asparaginas en las posiciones 39 y 49 estan N-glicosiladas.

En una realizacion, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52
de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
32 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
31 a 52 dela SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
30 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
29 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
28 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
27 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
26 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
25 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
24 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
23 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
22 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
21 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
20 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
19 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
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18 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
17 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
16 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
15 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
14 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
13 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
12 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
11 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
10 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
9ab52delaSEQID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
8 a52dela SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
7 a52 dela SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
6 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
5a52dela SEQ ID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
4 a 52 de la SEQ ID NO:2.

En una realizacioén particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
3ab52delaSEQID NO:2.

En una realizacion particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones
2 a52dela SEQ ID NO:2.

En una realizacién particular, dicho polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:2. En una
realizacion alternativa, dicho polipéptido no comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:2.

Otro objeto de la presente invencion se refiere al uso de un polipéptido PP para aumentar la semivida de un
zimdgeno, particularmente la semivida de un zimdgeno de serin proteasa.

Proteinas de fusion derivadas del péptido de activacion del factor X

Otro objeto de la invencién se refiere a una proteina de fusiéon PF que comprende:
— un primer polipéptido que consiste en un polipéptido PP como se ha descrito anteriormente y

— un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 7 a 16 de la
SEQ ID NO:4.

Otro objeto de la invencion se refiere a una proteina de fusiéon PF que comprende:
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— un primer polipéptido que consiste en un polipéptido PP como se ha descrito anteriormente y

— un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 7 a 16 de la
SEQ ID NO4,

en la que

— la glicina correspondiente al resto en la posicion 14 de la SEQ ID NO:4 estad reemplazada por una valina, una
fenilalanina o una alanina y/o

— la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 esta reemplazada por una prolina.

En una realizacién preferida, la invencion se refiere a dichas proteinas de fusion en las que la regién carboxi-terminal
del primer polipéptido se fusiona con la regiéon amino-terminal del segundo polipéptido.

En una realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 7 a 16 de la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 6 a 16 de la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 5 a 16 de la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 4 a 16 de la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 3 a 16 de la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las
posiciones 2 a 16 de la SEQ ID NO:4.

En otra realizacion particular, dicho segundo polipéptido comprende la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:4.

Derivados quiméricos de la invencion

Los polipéptidos y las proteinas de fusidn de la invencién tal como se ha descrito anteriormente se pueden fusionar
con el zimoégeno o forma activa de serin proteasa, o fragmento de la misma, para mejorar la semivida y la
recuperacion de dicho zimégeno de serin proteasa.

Los inventores han mostrado que el péptido de activacion del factor X y mas particularmente un fragmento del
mismo que contiene los diecinueve ultimos aminoacidos del mismo tiene un papel principal en la semivida larga del
factor X y en la buena recuperacion de la molécula inyectada. También mostraron que el péptido de activacion del
factor X o un fragmento del mismo que contiene los diecinueve ultimos aminoacidos del mismo puede usarse para
aumentar la semivida y la recuperacion de otras proteinas, tales como las proteinas circulantes.

Por lo tanto, la invencion se refiere a una proteina quimérica que contiene una proteina de interés y un polipéptido
PP como se ha descrito anteriormente.

Dicha proteina de interés puede ser una enzima u otra proteina que tiene una semivida corta en la sangre. En
particular, puede ser una proteina circulante, tal como una serin proteasa o una hormona proteica.

Generalmente, dicha proteina de interés puede ser proteina C, factor VII, factor VIl activado, factor 1X, insulina,
eritropoyetina, ligando de glicoproteina de selectina P soluble... pero no es el factor X nativo.

Dicha proteina se puede usar en su forma zimégena o en su forma activada.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a dicha proteina en cuanto que el polipéptido PP se fusiona con
la proteina de interés en el extremo carboxi-terminal, el extremo amino-terminal o en la secuencia de aminoacidos
de la proteina de interés.

En una realizacion particular, la invencién se refiere a dicha proteina quimérica en cuanto a que el polipéptido PP se

fusiona con la proteina de interés en el extremo carboxi-terminal, el extremo amino-terminal o en la secuencia de
aminoacidos de la proteina de interés.

10
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En una realizacién particular, la invencién se refiere a dicha proteina quimérica en cuanto a que el péptido de
activacion del zimoégeno de interés se reemplaza por un polipéptido PP.

En otra realizacion particular, la invencion se refiere a dicha proteina quimérica en cuanto a que dicho polipéptido PP
se fusiona con la forma activada de la proteina de interés en el sitio de localizacion de su péptido de activacion
nativo.

En una realizacién particular, la invencién se refiere a dicha proteina quimérica en cuanto a que el polipéptido PP
consiste en la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la
asparagina en la posicion 39 o 49 esta N-glicosilada.

Generalmente, la invencion se refiere a dicha proteina quimérica en la que dicho polipéptido PP comprende la
secuencia de amino&cidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la
posicion 39 o 49 esta N-glicosilada y tiene una longitud maxima de 19 aminoacidos, 20, 25, 30, 35, 40, 45 o 50
aminoacidos.

En una realizacion particular, la invencién se refiere a dicha proteina quimérica en cuanto a que el polipéptido PP no
consiste en el péptido activo nativo del factor X (SEQ ID NO:2).

En una realizacién particular, la invencion se refiere a dicha proteina quimérica la cual no es una de las proteinas
descritas en la solicitud de patente WO2006018204.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a una proteina quimérica que comprende la proteina C y un
polipéptido PP, con la condiciéon de que la secuencia de dicho péptido no consista en la secuencia de aminoacidos
SEQ ID NO:2.

En una realizacién mas particular, la invencién se refiere a una proteina quimérica que comprende la proteina C y un
polipéptido PP en el que dicho polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33
a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la posicion 39 o 49 esta N-glicosilada.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a una proteina quimérica que comprende la proteina C en la que
el péptido de activacién de la proteina C se sustituye por un polipéptido PP, con la condicién de que la secuencia de
dicho péptido no consista en la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:2 .

En una realizacién mas particular, la invencién se refiere a una proteina quimérica que comprende la proteina C en
la que el péptido de activacion de la proteina C se reemplaza por un polipéptido PP que consiste en la secuencia de
aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la posicion 39 o 49
esta N-glicosilada.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a una proteina quimérica que comprende la proteina C activada
y un polipéptido PP, con la condicidon de que la secuencia de dicho péptido no consista en la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:2.

En una realizacion mas particular, la invencion se refiere a una proteina quimérica que comprende la proteina C
activada y un polipéptido PP que consiste en la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la
SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la posicion 39 o 49 esta N-glicosilada.

Preferiblemente, la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la
asparagina en la posicion 39 o 49 esta N-glicosilada es la fusion en la parte N-terminal de la cadena pesada de la
proteina C activada.

La presente invencién se refiere a un derivado quimérico de un zimogeno de serin proteasa que comprende un
polipéptido PP.

En particular, dichos derivados quiméricos del zimdgeno serin proteasa son derivados quiméricos de la proteina C y
del factor X. En particular, los derivados quiméricos escindibles por trombina descritos en la solicitud de patente
WO03035861 o en Louvain-Quintard et al., 2005, se utilizan y se modifican.

Por lo tanto, la invencién se refiere a un derivado quimérico del factor X escindible por trombina, en el que el péptido
de activacién nativo de dicha proteina se reemplaza por una proteina de fusion PF como se ha descrito
anteriormente.

De acuerdo con la invencidn, la invencion también abarca las variantes conservadoras de la funcién de los derivados
quiméricos escindibles por trombina del factor X de la invencion.

En una realizacién particular, la invencion se refiere ademas a un derivado quimérico del factor X escindible por
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trombina en el que los aminoacidos correspondientes a los tres primeros restos de la cadena pesada del factor X
nativo (lle-Val-Gly, posiciones 235-237 de la SEQ ID NO:1) se pueden modificar de acuerdo con las modificaciones
descritas en Toso R et al., 2008 y en las solicitudes de patente WO03035861 y WO04005347.

En particular, la invencion se refiere a dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina en el que:

- la isoleucina correspondiente al resto en la posicion 235 de la SEQ ID NO:1 puede reemplazarse por una
alanina, una serina o una leucina;

- la valina correspondiente al resto en la posicion 236 de la SEQ ID NO:1 puede reemplazarse por una fenilalanina
0 una alanina.

En otra realizacion particular, la invencién se refiere ademas a un derivado quimérico del factor X escindible por
trombina en el que los aminoacidos correspondientes a los tres ultimos restos del fibrinopéptido A (Gly-Val Arg, las
posiciones 14-16 de la SEQ ID NO:4 ) también puede modificarse de acuerdo con las modificaciones descritas en
Gustafsson D et al., 2004 y la solicitud de patente WO04005347.

En particular, la invencion se refiere a dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina en el que:

- la glicina correspondiente al resto en la posicién 14 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una valina, una
fenilalanina o una alanina,
- la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una prolina.

De acuerdo con la invencion, dichas modificaciones se usan para mejorar la escision por trombina o la eficacia del
derivado del factor X activado y no alteran la actividad de los derivados quiméricos escindibles por trombina de la
invencion.

De acuerdo con ello, la invencién se refiere a un derivado quimérico del factor X escindible por trombina en el que el
péptido de activacion nativo de dicha proteina se reemplaza por una proteina de fusion que comprende:

- un polipéptido PP y
- un derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina definido por la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:5
o SEQ ID NO:6.

En una realizacién, dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina se caracteriza por que dicho
polipéptido es el péptido de activacion del factor X nativo (SEQ ID NO:2).

En otra realizacién, dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina se caracteriza por que dicho
derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina se define por una secuencia de aminoacidos seleccionada por
una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo de SEQ ID NO:7, SEQ ID NO: 8, SEQ ID NO:9, SEQ ID
NO:10, SEQ ID NO:11 y SEQ ID NO:12.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina
en el que:

- dicho polipéptido es el péptido de activacién del factor X nativo (SEQ ID NO:2) y
- dicho derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina se define por la secuencia de aminoacidos
DFLAEGGGVRIVG (SEQ ID NO:7).

La invencion se refiere también a un derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina, en el que el
péptido de activacién nativo de dicha proteina se reemplaza por una proteina de fusiéon PF.

De acuerdo con la invencién, la invencién también abarca las variantes conservadoras de la funcién de derivados
quiméricos de la proteina C escindibles por trombina de la invencion.

En una realizacion particular, en dichos derivados quiméricos de la proteina C escindibles por trombina, los
aminoacidos correspondientes a los tres primeros restos de la cadena pesada de proteina C nativa (Leu-lle-Asp,
posiciones 212-214 de la SEQ ID NO:3) se pueden modificar de acuerdo con las modificaciones descritas en la
solicitud de patente WO03035861.

En particular, en el derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina de la invencion:

- laleucina correspondiente al resto en la posicion 212 de la SEQ ID NO:3 puede reemplazarse por una alanina o
una serina;

- la isoleucina correspondiente al resto en la posicion 213 de la SEQ ID NO:3 puede reemplazarse por una
fenilalanina;

- el aspartato correspondiente al resto en la posicién 214 de la SEQ ID NO:3 puede reemplazarse por una glicina.
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En otra realizacién particular, la invencion se refiere ademas a un derivado quimérico de la proteina C escindible por
trombina, en el que los aminoacidos correspondientes a los tres ultimos restos del fibrinopéptido A (Gly-Val-Arg,
posiciones 14-16 de la SEQ ID NO:4) también pueden modificarse de acuerdo con las modificaciones descritas en
Gustafsson D et al., 2004 y la solicitud de patente WO04005347.

En particular, la invencion se refiere a dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina en el que:

- la glicina correspondiente al resto en la posicion 14 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una valina, una
fenilalanina o una alanina,
- la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una prolina.

De acuerdo con la invencidn, dichas modificaciones se usan para mejorar la escision por trombina o la eficacia del
derivado de la proteina C activado y no alteran la actividad de los derivados quiméricos escindibles por trombina de
la invencion.

La invencion también se refiere a un derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina, en el que el
péptido de activacién de dicha proteina nativa se reemplaza por una proteina de fusiéon que comprende:

- un polipéptido PP y
- un derivado de fibrinopéptido A escindible por trombina definido por la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:13
o0 SEQ ID NO:14.

En una realizacion, dicho polipéptido es el péptido de activacion del factor X nativo (SEQ ID NO:2).

En otra realizacion, dicho derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina se define por una secuencia de
aminoacidos seleccionada por una secuencia de aminoacidos seleccionada para el grupo de la SEQ ID NO:15, SEQ
ID NO:16, SEQ ID NO:17, SEQ ID NO:18, SEQ ID NO:19, SEQ ID NO:20, SEQ ID NO:21, SEQ ID NO:22, SEQ ID
NO:23, SEQ ID NO:24, SEQ ID NO:25 y SEQ ID NO:26.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a dicho derivado quimérico de la proteina C escindible por
trombina, en el que:

- dicho polipéptido es el péptido de activacién nativo del factor X (SEQ ID NO:2) y
- dicho derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina se define por la secuencia de aminoacidos
DFLAEGGGVRLID (SEQ ID NO:15).

Otro objeto de la invencion se refiere a un derivado quimérico de la proteina C en el que un polipéptido PP se
fusiona en la parte amino-terminal del péptido de activacion de la proteina C nativa.

Otra divulgacioén de la invencion se refiere a un derivado quimérico de un zimégeno de serin proteasa caracterizado
por que contiene dicha serin proteasa activada o una variante conservadora de la funcién y un polipéptido PP.

En particular, la invencion se refiere a un derivado quimérico escindible por trombina de una serin proteasa de
interés, caracterizado por que contiene dicha serin proteasa activada o una variante conservadora de la funcion y
una proteina de fusién PF.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X escindible por trombina que
contiene el factor X activado o una variante conservadora de la funcién y una proteina de fusion PF.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a un derivado quimérico del factor X escindible por trombina que
contiene el factor X activado o una variante conservadora de la funcién del mismo y una proteina de fusiéon PF en la
que la parte carboxi-terminal de la proteina de fusion PF se fusiona con la parte amino-terminal de la cadena pesada
del factor X activado.

De acuerdo con la invencion, algunos aminoacidos pueden ser sustituidos, suprimidos o afiadidos para mejorar la
actividad del derivado quimérico del factor X escindible por trombina de la invencién. En particular, los aminoacidos
correspondientes a los tres ultimos aminoacidos del fibrinopéptido A (posiciones 14 a 16 de la secuencia de
aminoacidos SEQ ID NO:4) y los tres primeros aminoacidos de la cadena pesada del factor X activado (posiciones
235 a 237 de la secuencia de aminoacidos SEQ ID NO:1) se pueden modificar como se ha detallado anteriormente.

En particular, la invencion se refiere a dicho derivado quimérico del factor X escindible por trombina de la invencion,
en el que:

- la isoleucina correspondiente al resto en la posicion 235 de la SEQ ID NO:1 puede reemplazarse por una

alanina, una serina o una leucina;
- la valina correspondiente al resto en la posicion 236 de la SEQ ID NO:1 puede reemplazarse por una fenilalanina

13



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2 629 099 T3

o una alanina,

- la glicina correspondiente al resto en la posicion 14 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una valina, una
fenilalanina o una alanina,

- la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una prolina.

De acuerdo con la invencion, dichas modificaciones se usan para mejorar la escision por trombina o la eficacia del
derivado del factor X activado y no alteran la actividad de los derivados quiméricos escindibles por trombina de la
invencion.

En una realizacién particular, la invencion se refiere a un derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina
que contiene la proteina C activada o una variante conservadora de la funcién de la misma y una proteina de fusion
PF.

En una realizacion preferida, la invencién se refiere a un derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina
que contiene la proteina C activada o una variante conservadora de la funcién de la misma y una proteina de fusion
PF en la que la parte carboxi-terminal de la proteina de fusiéon PF se fusiona con la parte amino -terminal de la
cadena pesada de la proteina C activada.

De acuerdo con la invencion, algunos aminoacidos pueden ser sustituidos, suprimidos o afadidos para mejorar el
derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina de la invencion. En particular, los aminoacidos
correspondientes a los tres primeros aminoacidos de la cadena pesada de la proteina C activada (posiciones 212-
214 de la SEQ ID NO:3) pueden modificarse como se ha detallado anteriormente.

En particular, en el derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina de la invencion:

- la leucina correspondiente al resto en la posicion 212 de la SEQ ID NO:3 puede reemplazarse por una alanina o
una serina;

- la isoleucina correspondiente al resto en la posicion 213 de la SEQ ID NO:3 puede reemplazarse por una
fenilalanina;

- el aspartato correspondiente al resto en la posiciéon 214 de la SEQ ID NO:3 puede reemplazarse por una glicina;

- la glicina correspondiente al resto en la posicion 14 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una valina, una
fenilalanina o una alanina;

- la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 puede reemplazarse por una prolina.

De acuerdo con la invencién, dichas modificaciones se usan para mejorar la escisiéon por trombina o la eficacia del
derivado de la proteina C activado y no alteran la actividad de los derivados quiméricos escindibles por trombina de
la invencion.

Acidos nucleicos, vectores y células hospedadoras recombinantes

Otro objetivo de la presente invencién se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica polipéptidos y
derivados quiméricos de acuerdo con la invencion.

En una realizacion, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un derivado quimérico del
factor X escindible por trombina tal como se ha descrito anteriormente.

En otra realizacion, la invencion se refiere a una molécula de acido nucleico que codifica un derivado quimérico de la
proteina C, escindible por trombina, tal como se ha descrito anteriormente.

Una “secuencia codificante” o una secuencia que “codifica” un producto de expresioén, tal como un ARN, polipéptido,
proteina o enzima, es una secuencia de nucleétidos que, cuando se expresa, da como resultado la produccion de
ese ARN, polipéptido, proteina o enzima, Es decir, la secuencia de nucleétidos codifica una secuencia de
aminoacidos para ese polipéptido, proteina o enzima. Una secuencia codificadora para una proteina puede incluir un
cododn de inicio (normalmente ATG) y un codon de parada.

Estas moléculas de acido nucleico pueden obtenerse por métodos convencionales bien conocidos por los expertos
en la materia, en particular por mutagénesis dirigida al sitio del gen que codifica la proteina nativa.

Generalmente, dicho acido nucleico es una molécula de ADN o ARN, que puede estar incluida en un vector
adecuado, tal como un plasmido, un césmido, un episoma, un cromosoma artificial, un fago o un vector viral.

Por lo tanto, un objeto adicional de la presente invencién se refiere a un vector y un casete de expresion en el cual
una molécula de acido nucleico de la invencidon estd asociada con elementos adecuados para controlar la
transcripciéon (en particular promotor, potenciador y opcionalmente terminador) y opcionalmente la traduccion y
también los vectores recombinantes en los cuales se inserta una molécula de acido nucleico de acuerdo con la
invencién. Estos vectores recombinantes pueden ser, por ejemplo, vectores de clonacion, o vectores de expresion.
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Los términos “vector”, “vector de clonacién” y “vector de expresion” significan el vehiculo mediante el cual se puede
introducir una secuencia de ADN o ARN (por ejemplo, un gen extrafio) en una célula hospedadora, con el fin de
transformar el hospedador y promover la expresion (por ejemplo, transcripcidon y traduccién) de la secuencia
introducida.

Se puede usar cualquier vector de expresion para células animales, siempre y cuando pueda insertarse y
expresarse un gen que codifica un polipéptido o derivado quimérico de la invencidon. Ejemplos de vectores
adecuados incluyen pAGE107 (Miyaji H et al. 1990), pAGE103 (Mizukami T et al. 1987), pHSG274 (Brady G et al.
1984), pKCR (O'Hare K et al. 1981), pSG1 beta d2-4-(Miyaji H et al. 1990) y similares.

Otros ejemplos de plasmidos incluyen plasmidos de replicacion que comprenden un origen de replicacion, o
plasmidos integrativos, tales como por ejemplo pUC, pcDNA, pBR y similares.

Otros ejemplos de vectores virales incluyen vectores adenovirales, retrovirales, herpesvirus y AAV. Tales virus
recombinantes pueden producirse mediante técnicas conocidas en la técnica, tales como transfectando células
empaquetadoras o por transfecciéon transitoria con plasmidos auxiliares o virus. Ejemplos tipicos de células
empaquetadoras de virus incluyen células PA317, células PsiCRIP, células GPenv +, células 293, etc. Los
protocolos detallados para producir tales virus recombinantes defectuosos de replicacién pueden encontrarse, por
ejemplo, en los documentos WO 95/14785, WO 96/22378, US 5.882.877, US 6.013.516, US 4.861.719, US
5.278.056 y WO 94/19478.

Ejemplos de promotores y potenciadores utilizados en el vector de expresion para células animales incluyen el
promotor temprano y el potenciador de SV40 (Mizukami T. et al., 1987), promotor LTR y potenciador del virus de la
leucemia de ratén Moloney (Kuwana Y et al., 1987), promotor Mason JO et al., 1985) y el potenciador (Gillies SD et
al., 1983) de la cadena H de la inmunoglobulina y similares.

La invencién también incluye sistemas de administracion de genes que comprenden una molécula de acido nucleico
de la invencion, que puede usarse en terapia génica in vivo o ex vivo. Esto incluye, por ejemplo, vectores de
transferencia virica tales como los derivados de retrovirus, adenovirus, virus adenoasociados, lentivirus, los cuales
se usan convencionalmente en terapia génica. Esto incluye también sistemas de administracion de genes que
comprenden una molécula de acido nucleico de la invenciéon y un vehiculo de administracién de genes no virico.
Ejemplos de vehiculos de administracion de genes no viricos incluyen liposomas y polimeros tales como
polietileniminas, ciclodextrinas, polimeros de histidina/lisina (HK), etc.

Un objeto de la presente invencion se refiere también a una célula hospedadora procariota o eucariota transformada
genéticamente con al menos una molécula de &cido nucleico de acuerdo con la invencién.

El término “transformacion” significa la introduccion de una secuencia de gen, de ADN o de ARN “extrafia” (es decir
extrinseca o extracelular) a una célula hospedadora, de manera que la célula hospedadora expresara el gen o
secuencia introducido para producir una sustancia deseada, generalmente una proteina o enzima codificada por el
gen o secuencia introducidos. Una célula hospedadora que recibe y expresa el ADN o ARN introducido ha sido
“transformada”.

Preferiblemente, para la expresién y produccion de los polipéptidos y derivados quiméricos y en particular la proteina
C y los derivados del factor X de acuerdo con la invencion, se elegiran células eucariotas, en particular células de
mamifero y mas particularmente células humanas.

Generalmente, se podrian usar lineas celulares tales como CHO, BHK-21, COS-7, C127, PER.C6 o HEK293, por su
capacidad para procesar las modificaciones post-traduccionales correctas de los derivados.

La presente invencion también se refiere a animales transgénicos, en particular mamiferos no humanos transgénicos
que alojan al menos un transgén que comprende un casete de expresion de la invencion. Dichos animales
transgénicos pueden usarse para producir proteinas quiméricas de la invencion, como ya se ha descrito por ejemplo
por Brink et al., 2000.

La construccion de vectores de expresion de acuerdo con la invencion, la transformacién de las células
hospedadoras y la produccion de animales transgénicos puede llevarse a cabo usando técnicas convencionales de
biologia molecular. Los derivados quiméricos de la invencion, y en particular los derivados de la proteina C o del
factor X, se pueden obtener, por ejemplo, cultivando células transformadas genéticamente de acuerdo con la
invencién y recuperando del cultivo el derivado expresado por dicha célula. Pueden entonces, si es necesario,
purificarse por procedimientos convencionales, conocidos en si mismos por los expertos en la materia, por ejemplo
por precipitacion fraccionada, en particular precipitacion con sulfato de amonio, electroforesis, filtracion en gel,
cromatografia de afinidad, etc.

En particular, pueden usarse métodos convencionales para preparar y purificar proteinas recombinantes para
producir las proteinas de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, para producir los derivados de la proteina C de
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acuerdo con la invencién, se pueden usar métodos tales como los descritos en la patente US 4 992 373 o en la
patente US 4 981 952.

Meétodos terapéuticos y usos

Un tercer objeto de la invencion se refiere a un derivado quimérico de acuerdo con la invencién para su uso en la
prevencion o tratamiento de trastornos relacionados con la proteina C y el factor X, en particular trastornos de la
coagulacién sanguinea.

En una realizacién, la invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X de la invencién como un agente
procoagulante.

En una realizacion particular, la invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X para su uso en la
prevencion o tratamiento de patologias de la coagulacién de tipo hemorragico, en particular resultante de una
deficiencia de factor VIII, IX o XI.

Estas patologias pueden ser en particular hemofilias A o B, que pueden o no complicarse por la presencia de
inhibidores (aloanticuerpos neutralizantes dirigidos contra el factor VIl o IX convencionalmente utilizados para el
tratamiento); también se pueden adquirir hemofilias resultantes de la aparicion de autoanticuerpos asociados con
otra patologia (enfermedad autoinmunitaria, cancer, sindrome linfoproliferativo, trastorno idiopatico, etc.).

En una realizacion particular, la invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X para su uso en la
prevencion o tratamiento de hemofilias A o B.

En otra divulgacion, la invencion se refiere a un derivado quimérico del factor IX para su uso en la prevencion o
tratamiento de la hemofilia B.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X para su uso en la prevencion o
tratamiento de enfermedades fibroproliferativas tales como remodelacion de tejido de fibrosis y cancer.

La invencion se refiere a un derivado quimérico del factor X de la invencion para su uso en un método para la
prevencién o el tratamiento de hemorragias inducidas por las heparinas de bajo peso molecular (LMWH) o por un
anticoagulante dirigido al factor Xa (fXa).

Los anticoagulantes dirigidos al factor Xa son bien conocidos (véase para revisiones Harenberg, 2008, Bauer, 2008,
Khoo et al., 2009). Ejemplos de anticoagulantes dirigidos al factor Xa son rivaroxaban y betrixaban.

En una realizacion preferida, la serina de dicho derivado quimérico del factor X correspondiente al resto en la
posicion 419 de la SEQ ID NO:1 se reemplaza por una alanina.

En otra realizacién, la arginina, la lisina y la serina de dicho derivado quimérico del factor X correspondientes
respectivamente a los restos en las posiciones 387, 391 y 419 de la SEQ ID NO:1 estan reemplazados por una
alanina.

Estos derivados quiméricos del factor X de la invencion han sido modificados de manera que se unen, directa o
indirectamente, a un inhibidor del factor Xa.

Estructuralmente, estos derivados se modifican para proporcionar o bien actividad no procoagulante o actividad
procoagulante reducida y no se ensamblan en el complejo de protrombinasa para esta Ultima realizacion.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un derivado quimérico de la proteina C como un agente antitrombaético,
anti-inflamatorio, anti-neurodegeneracion y anti-apoptotico.

En una realizacion particular, la invenciéon se refiere a un derivado quimérico de la proteina C para su uso en la
prevencion o tratamiento de patologias que implican hipercoagulacion.

Tales patologias incluyen, aunque sin limitacién, trombosis venosa o arterial, en particular trombosis que afectan a
los vasos de gran calibre, infarto de miocardio, enfermedad trombética, embolismo pulmonar, reoclusién coronaria
después de una angioplastia o una trombdlisis, accidente cerebrovascular y también anomalias de la coagulacién en
pacientes que sufren anomalias genéticas que afectan al gen de la PC o de la trombomodulina.

En una realizacion particular, la invenciéon se refiere a un derivado quimérico de la proteina C para su uso en la
prevencion o tratamiento de las hemofilias A o B.

En otra realizacion, la invencion se refiere a un derivado quimérico de la proteina C para su uso en la prevencién o
tratamiento de enfermedades respiratorias e inflamatorias.
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Preferiblemente, dicho derivado quimérico se administra en una cantidad terapéuticamente eficaz.

Por “cantidad terapéuticamente eficaz” se entiende una cantidad suficiente del derivado quimérico de la invencion
para tratar o prevenir los trastornos relacionados con la proteina C y con el factor X en una relacién beneficio/riesgo
razonable aplicable a cualquier tratamiento médico.

Se entendera que el uso diario total de los compuestos y composiciones de la presente invencion sera decidido por
el médico asistente dentro del alcance de un juicio médico acertado. El nivel de dosis terapéuticamente eficaz
especifico para cualquier paciente particular dependera de una variedad de factores incluyendo el trastorno que se
esta tratando y la gravedad del trastorno; la actividad del compuesto especifico empleado; la composicion especifica
empleada, la edad, el peso corporal, la salud general, el sexo y la dieta del paciente; el tiempo de administracion, la
via de administracion y la velocidad de excrecion del compuesto especifico empleado; la duracion del tratamiento;
los farmacos usados en combinacion o coincidentes con el polipéptido especifico empleado y factores similares bien
conocidos en la técnica médica. Por ejemplo, esta dentro de la técnica iniciar dosis del compuesto a niveles
inferiores a los requeridos para conseguir el efecto terapéutico deseado y para aumentar gradualmente la
dosificacion hasta que se consiga el efecto deseado. Sin embargo, la dosificaciéon diaria de los productos puede
variarse en una amplia gama de 0,01 a 1.000 mg por adulto y por dia. Preferiblemente, las composiciones contienen
0,01, 0,05, 0,1, 0,5, 1,0, 2,5, 5,0, 10,0, 15,0, 25,0, 50,0, 100, 250 y 500 mg del principio activo para el ajuste
sintomatico de la dosificacion al paciente a tratar. Un medicamento contiene generalmente de aproximadamente
0,01 mg a aproximadamente 500 mg del principio activo, preferiblemente de 1 mg a aproximadamente 100 mg del
principio activo. Normalmente se suministra una cantidad eficaz del farmaco a un nivel de dosificacion de 0,0002
mg/kg a aproximadamente 20 mg/kg de peso corporal al dia, especialmente de aproximadamente 0,001 mg/kg a 7
mg/kg de peso corporal por dia.

Composiciones farmacéuticas

Otro objeto de la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden derivados quiméricos de la
invencién para la prevencion o tratamiento de trastornos relacionados con la proteina C y el factor X, en particular
trastornos de la coagulacion sanguinea.

“Farmacéuticamente” o “farmacéuticamente aceptable” se refiere a entidades moleculares y composiciones que no
producen una reaccién adversa, alérgica u otra reaccion adversa cuando se administran a un mamifero,
especialmente un ser humano, seguin sea apropiado. Un vehiculo o excipiente farmacéuticamente aceptable se
refiere a un material de relleno, diluyente, material encapsulante o agente auxiliar de la formulacién, no téxico,
soélido, semisdlido o liquido, de cualquier tipo.

En una realizacién, la invencién se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un derivado quimérico
del factor X para el tratamiento de patologias de la coagulacién de tipo hemorragico, fibroproliferativo como se ha
detallado anteriormente.

En otra realizacion, la invencion se refiere a composiciones farmacéuticas que comprenden un derivado quimérico
de la proteina C para la prevencion o el tratamiento de patologias que implican hipercoagulacién, enfermedades
inflamatorias o respiratorias, como se ha detallado anteriormente.

Los derivados quiméricos del zimégeno de serin proteasa se pueden combinar con excipientes farmacéuticamente
aceptables, y opcionalmente matrices de liberacion sostenida, tales como polimeros biodegradables, para formar
composiciones terapéuticas.

En las composiciones farmacéuticas de la presente invencion para administracion oral, sublingual, subcutanea,
intramuscular, intravenosa, transdérmica, local o rectal, el principio activo, solo o en combinacion con otro principio
activo, puede administrarse en una forma de administracién unitaria, como mezcla con soportes farmacéuticos
convencionales, a animales y seres humanos. Las formas de administracién unitaria adecuadas comprenden formas
de via oral tales como comprimidos, capsulas de gel, polvos, granulos y suspensiones o soluciones orales, formas
de administracion sublinguales y bucales, aerosoles, implantes, subcutanea, transdérmica, topica, intraperitoneal,
intramuscular, intravenosa, subcutanea, transdérmica, intratecal e intranasal y formas de administracion rectal.

Preferiblemente, las composiciones farmacéuticas contienen vehiculos que son farmacéuticamente aceptables para
una formulacién capaz de ser inyectada. Estas pueden ser en particular soluciones salinas isoténicas, estériles
(fosfato monosaddico o disédico, cloruro de sodio, potasio, calcio o magnesio y similares o mezclas de tales sales), o
composiciones secas, especialmente liofilizadas que después de la adicion, dependiendo del caso, de agua
esterilizada o solucién salina fisioldgica, permiten la constituciéon de soluciones inyectables.

Las formas farmacéuticas adecuadas para su uso inyectable incluyen soluciones o dispersiones acuosas estériles;
formulaciones que incluyen aceite de sésamo, aceite de cacahuete o propilenglicol acuoso y polvos estériles para la
preparacion extemporanea de soluciones o dispersiones inyectables estériles. En todos los casos, la forma debe ser
estéril y debe ser fluida en la medida en que exista una facilidad de inyeccion. Debe ser estable en las condiciones
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de fabricacion y almacenamiento y debe preservarse contra la acciéon contaminante de microorganismos, tales como
bacterias y hongos.

Las soluciones que comprenden compuestos de la invencién como base libre o sales farmacoldégicamente
aceptables se pueden preparar en agua mezclada adecuadamente con un tensioactivo, tal como
hidroxipropilcelulosa. Las dispersiones también pueden prepararse en glicerol, polietilenglicoles liquidos y mezclas
de los mismos y en aceites. En condiciones normales de almacenamiento y uso, estas preparaciones contienen un
conservante para prevenir el crecimiento de microorganismos.

Los derivados quiméricos del zimoégeno de serin proteasa de la invencién pueden formularse en una composicion en
forma neutra o salina. Las sales farmacéuticamente aceptables incluyen las sales de adicion de acido (formadas con
los grupos amino libres de la proteina) y las cuales estan formadas con acidos inorganicos tales como, por ejemplo,
acidos clorhidrico o fosférico, o acidos organicos tales como los acidos acético, oxalico, tartarico, mandélico, y
similares. Las sales formadas con los grupos carboxilo libres también se pueden derivar de bases inorganicas tales
como, por ejemplo, hidréxidos de sodio, potasio, amonio, calcio o férrico, y bases organicas tales como
isopropilamina, trimetilamina, histidina, procaina y similares.

El vehiculo puede ser también un disolvente o medio de dispersion que contiene, por ejemplo, agua, etanol, poliol
(por ejemplo, glicerol, propilenglicol y polietilenglicol liquido y similares), mezclas adecuadas de los mismos y aceites
vegetales. La fluidez adecuada puede mantenerse, por ejemplo, mediante el uso de un recubrimiento, tal como
lecitina, mediante el mantenimiento del tamafio de particula requerido en el caso de la dispersidon y mediante el uso
de tensioactivos. La prevencion de la accion de microorganismos puede ser provocada por diversos agentes
antibacterianos y antifungicos, por ejemplo, parabenos, clorobutanol, fenol, acido sérbico, timerosal y similares. En
muchos casos, sera preferible incluir agentes isoténicos, por ejemplo, azlicares o cloruro de sodio. La absorcion
prolongada de las composiciones inyectables puede ser lograrse mediante el uso en las composiciones de agentes
retardadores de la absorcién, por ejemplo, monoestearato de aluminio y gelatina.

Las soluciones inyectables estériles se preparan incorporando los polipéptidos activos en la cantidad requerida en el
disolvente apropiado con diferentes otros ingredientes enumerados anteriormente, segun se requiera, seguido por
esterilizacion por filtracion. Generalmente, las dispersiones se preparan incorporando los diversos principios activos
esterilizados en un vehiculo estéril que contiene el medio de dispersién basico y los otros ingredientes requeridos de
los enumerados anteriormente. En el caso de polvos estériles para la preparacion de soluciones inyectables
estériles, los métodos de preparacion preferidos son las técnicas de secado al vacio vy liofilizacion que proporcionan
un polvo del principio activo mas cualquier ingrediente adicional deseado a partir de una solucién filtrada
previamente esterilizada del mismo.

Tras la formulacion, las soluciones se administraran de una manera compatible con la formulacién de dosificacion y
en una cantidad tal que sea terapéuticamente eficaz. Las formulaciones se administran facilmente en una variedad
de formas de dosificacion, tales como el tipo de soluciones inyectables descritas anteriormente, pero también se
pueden emplear capsulas de liberacidn del farmaco y similares.

Para la administracién parenteral en una soluciéon acuosa, por ejemplo, la solucion debe ser adecuadamente
tamponada si es necesario y el diluyente liquido se hace primero isotdnico con suficiente solucion salina o glucosa.
Estas soluciones acuosas particulares son especialmente adecuadas para la administracién intravenosa,
intramuscular, subcutanea e intraperitoneal. A este respecto, los medios acuosos estériles que se pueden emplear
seran conocidos por los expertos en la técnica a la luz de la presente divulgacion. Por ejemplo, se puede disolver
una dosis en 1 ml de solucién de NaCl isotonica y se afiade a 1000 ml de fluido de hipodermoclisis o se inyecta en el
sitio de infusion propuesto. Cierta variacion en la dosificacion necesariamente ocurrira dependiendo de la condicion
del sujeto que se esté tratando. En cualquier caso, la persona responsable de la administracién determinara la dosis
apropiada para cada sujeto.

Los derivados quiméricos del zimogeno de serin proteasa de la invencion se pueden formular dentro de una mezcla
terapéutica para comprender aproximadamente de 0,0001 a 1,0 miligramos, o aproximadamente de 0,001 a 0,1
miligramos o aproximadamente de 0,1 a 1,0 o incluso aproximadamente 10 miligramos por dosis aproximadamente.
También se pueden administrar dosis multiples.

Ademas de los compuestos de la invencion formulados para administracion parenteral, tales como inyeccion
intravenosa o intramuscular, otras formas farmacéuticamente aceptables incluyen, por ej., comprimidos u otros
solidos para administracion oral; formulaciones liposomales; capsulas de liberacion en el tiempo y cualquier otra
forma actualmente utilizada.

Descripcion de las figuras
Figura 1: Representacion esquematica de diferentes partes de la secuencia de aminoacidos del zimégeno

del factor X.
El pre-péptido (o péptido sefial) se define por la secuencia de aminoacidos entre las posiciones -40 a -18 y el
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pro-péptido por la secuencia de aminoacidos entre las posiciones -17 a -1. La cadena ligera corresponde a la
secuencia entre las posiciones de aminoacidos 1 a 142 y la cadena pesada entre las posiciones de aminoacidos
195 a 448. El péptido de activacion (posiciones 143 a 194) estd encajonado y los sitios de N-glicosilacion de
interés estan marcados con un *. El sistema de numeracion utilizado aparece en la misma linea que la secuencia
y el otro sistema de referencia aparece en gris en la linea debajo de la secuencia.

Figura 2: Representacion esquematica de derivados del fibrinopéptido A escindibles por trombina para
derivados del factor X escindibles por trombina.

A. Dichos derivados del fibrinopéptido A escindibles por trombina contienen la secuencia de aminoacidos del
fibrinopéptido A, en la que los aminoacidos en las posiciones 14 o 15 pueden modificarse de acuerdo con la
figura. En la parte carboxi-terminal, se afiaden 3 aminoacidos mas para formar un sitio escindible por
trombina de 6 aminoacidos con los 3 ultimos aminoacidos del fibrinopéptido A (o derivado).
B. En un modo preferido de la invencién, solo se utilizan los 10 ultimos aminoacidos del fibrinopéptido A y se
fusionan con un péptido de 3 aminoacidos para formar un sitio escindible por trombina.
Figura 3: Representacion esquematica de derivados del fibrinopéptido A escindibles por trombina para
derivados de la proteina C escindibles por trombina.

A. Dichos derivados del fibrinopéptido A escindibles por trombina contienen la secuencia de aminoacidos del
fibrinopéptido A y se afiaden 3 aminoacidos en la parte carboxi terminal para formar un sitio escindible por
trombina de 6 aminoacidos con los 3 ultimos aminoacidos del fibrinopéptido A (o derivado ).
B. En un modo preferido de la invencién, solo se utilizan los 10 ultimos aminoacidos del fibrinopéptido A y se
fusionan con un péptido de 3 aminoacidos para formar un sitio escindible por trombina.
Figura 4: Representacion esquematica de construcciones variantes del FX.
Existen siete proteinas Factor X (FX) recombinantes. Los dominios proteicos son los siguientes: en gris la
cadena ligera, en blanco el péptido de activacion (AP) y en negro el dominio catalitico del Factor X. El péptido de
activacion es el sitio de diferencias entre las diferentes variantes. FpA corresponde al derivado del fibrinopéptido
A escindible por trombina definido por la SEQ ID NO:7, ap a los restos 176-194 del extremo carboxi terminal del
péptido de activaciéon del FX y las lineas negras indican el sitio de las mutaciones N181A y N191A en el péptido
de activacion del FX.
Figura 5: Representacion esquematica de las construcciones variantes de la proteina C.
Existen tres proteinas C recombinantes. Los dominios proteicos son los siguientes: en gris la cadena ligera, en
blanco el péptido de activacion (AP) y en negro el dominio catalitico de la proteina C. FpA corresponde al
derivado del fibrinopéptido A escindible por trombina definido por la SEQ ID NO:7, PP a los restos 176-194 del
extremo carboxi-terminal del péptido de activacién del FX.
Figura 6: Eliminacion bifasica del wt-FX del plasma.
Los ratones se inyectaron por via intravenosa con wt-FX purificado (10 pg/ratén). En los momentos indicados, se
tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno wt-FX residual en plasma se cuantificé en un ELISA
(véase “Procedimiento Experimental”). Se representa graficamente el porcentaje de antigeno residual en el
plasma con relaciéon a la cantidad presente 2 min después de la inyeccidon frente al tiempo después de la
inyeccion. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se resumen en la Tabla I. Los datos
representan los valores medios £ D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.
Figura 7: Eliminacién monofasica de FX/delAP-FpA del plasma.
Los ratones se inyectaron por via intravenosa con FX/delAP-FpA purificado (10 pg/raton). En los momentos
indicados, se tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno FX/delAP-FpA residual en el plasma se
cuantifico en un ELISA (véase “Procedimiento Experimental”’). Se representa graficamente el porcentaje de
antigeno residual en el plasma con relacién a la cantidad presente 2 min después de la inyeccion frente al tiempo
después de la inyeccion. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se resumen en la Tabla I.
Los datos representan los valores medios = D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.
Figura 8: Eliminacidn bifasica de FX/AP-FpA del plasma.
Los ratones se inyectaron por via intravenosa con FX/AP-FpA purificado (10 pg/ratén). En los momentos
indicados, se tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno FX/AP-FpA residual en plasma se cuantificd
en un ELISA (véase “Procedimiento Experimental”’). Se representa graficamente el porcentaje de antigeno
residual en el plasma con relacion a la cantidad presente 2 min después de la inyeccioén frente al tiempo después
de la inyeccion. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se resumen en la Tabla I. Los datos
representan los valores medios + D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.
Figura 9: Eliminacién bifasica de FX/AP176-194 del plasma.
Los ratones se inyectaron por via intravenosa con FX/AP176-194 purificado (10 pg/ratén). En los momentos
indicados, se tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno FX/AP176-194 residual en plasma se
cuantific6 en un ELISA (véase “Procedimiento Experimental”). Se representa graficamente el porcentaje de
antigeno residual en el plasma con relacion a la cantidad presente 2 min después de la inyeccion frente al tiempo
después de la inyeccion. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se resumen en la Tabla I.
Los datos representan los valores medios £ D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.
Figura 10: Liberacion monofasica de FX/AP176-194-N181A-N191A del plasma.
Los ratones se inyectaron por via intravenosa con FX/AP176-194-N181A-N191A purificado (10 upg/ratén). En los
momentos indicados, se tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno FX/AP176-194-N181A-N191A
residual en plasma se cuantificd en un ELISA (véase “Procedimiento Experimental”). Se representa graficamente
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el porcentaje de antigeno residual en el plasma con relacién a la cantidad presente 2 min después de la
inyeccion frente al tiempo después de la inyeccion. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se
resumen en la Tabla |. Los datos representan los valores medios + D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.
Figura 11: Eliminacién bifasica de FX/AP176-194-N181A del plasma.

Los ratones se inyectaron por via intravenosa con FX/AP176-194-N181A purificado (10 ug/raton). En los
momentos indicados, se tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno FX/AP176-194-N181A residual
en el plasma se cuantific6 en un ELISA (véase “Procedimiento Experimental”). Se representa graficamente el
porcentaje de antigeno residual en el plasma con relacién a la cantidad presente 2 min después de la inyeccion
frente al tiempo después de la inyeccién. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se resumen
en la Tabla I. Los datos representan los valores medios + D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.

Figura 12: Eliminacién monofasica de FX/AP176-194-N191A del plasma.

Los ratones se inyectaron por via intravenosa con FX/AP176-194-N191A purificado (10 ug/raton). En los
momentos indicados, se tomaron muestras de sangre. La cantidad de antigeno FX/AP176-194-N191A residual
en el plasma se cuantifico en un ELISA (véase “Procedimiento Experimental”). Se representa graficamente el
porcentaje de antigeno residual en el plasma con relacién a la cantidad presente 2 min después de la inyeccion
frente al tiempo después de la inyeccién. Los parametros farmacocinéticos derivados de estos datos se resumen
en la Tabla |. Los datos representan los valores medios + D.E. de 3 ratones para cada punto temporal.

EJEMPLO

Material y Métodos

Material

Los rifiones de hamster bebé (BHK) eran de ATCC (Rockville, EE.UU.). El suero de ternera fetal (FCS) y la
seroalbumina bovina (libre de proteasa BSA) se adquirieron en PAA Laboratories (Les Mureaux, Francia). El medio
Eagle/F12 modificado por Dulbecco, penicilina/estreptomicina, fungizona (anfotericina B desoxicolato) se obtuvo de
Invitrogen (Cergy Pontoise, Francia). La benzamidina y el fluoruro de fenilsulfonilo (PMSF) procedian de Calbiochem
(Meudon, Francia). El metotrexato, la vitamina K1, el polietilenglicol 8000 (PEG) se adquirieron en Sigma (Saint
Quentin Fallavier, Francia). EI N-benciloxicarbonil-D-arginil-L-arginina-p-nitroanilida dihidrocloruro (N-a-Z-D-Arg-Gly-
Arg-p-NA) denominado S-2765 era de Chromogenix (Mdlndal, Suecia). La L-alfa-fosfatidil-L-serina (de cerebro
bovino) y la L-alfa-fosfatidilcolina (de yema de huevo) procedian de Avanti Polarlipids (Albaster, EE.UU.). Se
obtuvieron columnas QAE Sephadex A-50, HiTrapTM Q, Heparin HiTrap de GE Healthcare (Orsay, Francia). La
matriz de afinidad anti-proteina C se adquirié en Roche Diagnostics (Meylan, Francia).

Construccion de derivados del FX recombinantes

El plasmido de expresion en mamiferos pKG5 que contiene ADNc del factor X humano (Christophe, et al., 2001), el
plasmido que contiene ADNc de insulina humana y el plasmido que contiene ADNc de proteina C humana se usaron
como plantillas para la mutagénesis de PCR estandar para generar ADNc que codifica respectivamente el factor X
humano de longitud completa, la insulina humana de longitud completa y la proteina C humana de longitud completa
con una etiqueta HPC-4 el extremo C terminal (restos EDQVDPRLIDGK, SEQ ID NO:27). Los ADNc de longitud
completa mutados clonados en el vector de expresion pNUT se verificaron por andlisis de la secuencia de ADN
utilizando el ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Reaction Kit v3.1 (Applied Biosystems Applera,
Courtaboeuf, Francia) en un secuenciador de ADN ABI PRISM 310 de acuerdo con Las especificaciones del
fabricante. La construccion del FX se us6 como molde para la mutagénesis estandar de PCR (véase la tabla de
cebadores 1) para generar ADNc que codifican variantes del factor X con deleciones parciales y mutaciones
especificas en el péptido de activacion denominado FX/AP176-194, FX/delPA-FpA, FX/AP-FpA, FX/AP176-194-
N181A, FX/AP176-194-N191A y FX/AP176-194-N181A-N191A (Fig. 4). La construccion de insulina se usé como
molde para la mutagénesis estandar de PCR para generar ADNc que codifica una variante de insulina que contiene
un polipéptido PP que comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID
NO:2 (péptido de activacion de factor X). De manera similar, la construccion de la proteina C se usé como molde
para generar ADNc que codifican variantes de la proteina C (Fig. 5). Las construcciones clonadas en el vector de
expresion pNUT se secuenciaron por completo.

Tabla I. Cebadores utilizados para generar las diferentes variantes del factor X

Cebadores Secuencias (sentido 5' — 3')

mutados

FX/AP176—194

sentido CTGGAACGCCGGAAGAGGGACCTGCTTGACTTCAACCAGACGCAG (SEQ ID NO:28)
FX/AP176-

1%gnisentido GTTGAAGTCCAGCAGGTCCCTCTTCCGACGTTCCAGTGTCTGTTT (SEQ ID NO:29)

FX/delAP- GACTTTCTAGCTGAAGGAGGAGGCGTGCGTATCGTGGGAGGCCAGGAATGC (SEQ ID
FpA sentido NO:30)
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FX/delAP-

FpA CCTCCTCCTTCTGCTAGAAAGTCTCTCTTTCTGCGTTCCAGGGTCTGTTT (SEQ ID NO:31)
anisentido

FX/AP-FpA GACTTTCTAGCTGAAGGAGGAGGCGTGCGTATCGTGGGAGGCCAGGAATGC (SEQ ID
sentido NO:30)

FXIAP-FPA | 0 cTCCTCCTTCTGCTAGAAAGTCCCTGGTCAGGTTGTTGTCG (SEQ ID NO:32
anisentido (SEQ 32)
FX/AP176—194—

N181A sentido CTTGACTTCGCCCAGACGCAGCCT (SEQ ID NO:33)

FX/AP176-194-

N181A AGGCTGCGTCTGGGGGAAGTCAAG (SEQ ID NO:34)

anisentido

FXlAp176-194-

N191A sentido GGCGACAATGCTCTCACCAGGATCGT (SEQ ID NO:35)

FX/AP176—194—

N181A GATCCTGGTGAGAGCATTGTCGCCCCT (SEQ ID NO:36)

anisentido

Obtencidn de lineas celulares que expresan los derivados recombinantes

Las construcciones de pNUT se transfectaron en células de rifién de hamster bebé (BHK) usando el reactivo jetPEl
(Qbiogen, Ozyme, Francia) segun lo especificado por el proveedor. Después de la seleccion de células
transfectadas con medio que contenia metotrexato (Sigma) a una concentracion de 100 uM, se escogieron clones
individuales y se propagaron en medio selectivo para obtener lineas celulares estables. La producciéon de antigeno
del factor X se ensayé mediante ensayo inmunoenzimatico (ELISA) utilizando anticuerpos policlonales contra el
factor X conjugado y no con peroxidasa de rabano picante obtenido de Dako (Dakopatts, Glostrup, Dinamarca). Se
utilizé como referencia el factor X derivado del plasma humano purificado (pd-FX) de Kordia (Leiden, Holanda). La
produccién de insulina se ensayé mediante el kit ELISA de insulina humana de Dako. La produccién de proteina C
se ensay6 mediante un ELISA de dos sitios con anticuerpo monoclonal de raton purificado de afinidad para el
revestimiento (Roche, Meylan, Francia) y anticuerpos policlonales contra la proteina conjugada con peroxidasa de
rabano picante obtenida de Dako. Se seleccionaron lineas celulares productoras de factor X, insulina y proteina C.

Produccidn y purificacion de derivados del factor X, la insulina y la proteina C recombinantes

Las lineas celulares estables que producen derivados del factor X, la insulina y la proteina C recombinantes, asi
como el factor X, la insulina y la proteina C de tipo silvestre se mantuvieron en matraces de 300 cm? para la
produccién de proteinas en DMEM/F-12 suplementado con FCS al 10 %, metotrexato 50 uM, penicilina 100 U/ml,
estreptomicina 100 pg/ml y 5 pg/ml de vitamina K1 (no para insulina). La proteina de interés contenida en el medio
se cosechaba cada 48 horas. Se afiadieron benzamidina y PMSF a una concentracion final de 10 y 2 mM,
respectivamente, y el medio se centrifugé (6.000 g), se pasé sobre membranas de acetato de celulosa (0,45 um)
para eliminar los restos celulares y se almacend a -20 °C hasta su uso. El medio acondicionado se descongel6 a 37
°C. Se afiadio EDTA a una concentracion final de 5 mM. El medio se diluyé en agua destilada y en Tris (pH 7,4),
para llevar la concentracion final de Tris y NaCl a 25 y 60 mM, respectivamente. La mezcla se agité luego a
temperatura ambiente durante 30 minutos con perlas de QAE Sephadex A-50 para alcanzar una concentracion final
de 0,25 % (peso/volumen). Las perlas se lavaron antes de la elucion con Tris 50 mM (pH 7,4), NaCl 500 mM y
benzamidina 10 mM. Las proteinas recombinantes contenidas en las fracciones eluidas (ELISA) se dializaron
inmediatamente contra Tris 25 mM (pH 7,4) y NaCl 100 mM, que contenia benzamidina 10 mM, y se almacenaron a
-20 °C antes de su uso. Las proteinas concentradas se descongelaron a 37 °C. Se afiadié calcio a una
concentracion final de 5 mM. La purificacion de las proteinas recombinantes se realizd por cromatografia de afinidad
utilizando HPC-4-agarosa (Roche, Meylan, Francia) segun las instrucciones del proveedor. Una hora antes de su
uso como zimégeno, los derivados del factor X se incubaron con PMSF 1 mM para neutralizar cualquier traza de
factor X activado que pudiera haber sido generado durante la produccioén o purificaciéon de la proteina recombinante.
Se aplicé el mismo tratamiento a los derivados de la proteina C. Los experimentos de control indicaron que después
de 30 minutos en tampdn Tris-HCI, el PMSF estaba completamente hidrolizado y no interferiria con otras reacciones.
La pureza de la proteina se evalud usando un analisis de electroforesis en gel de poliacrilamida SDS al 10 % de las
proteinas recombinantes en condiciones reductoras (ditiotreitol 100 mM, concentracion final) y condiciones no
reductoras seguido de tincion con azul de Coomassie R-250. La identificacion del factor X, la insulina y la proteina C
se llevo a cabo después de que las proteinas recombinantes purificadas se redujeron y se cargaron en un gel de
SDS-poliacrilamida al 10 %. Las proteinas resueltas se transfirieron a una membrana Immobilon y se transfirieron
utilizando anticuerpos policlonales contra el factor X, la insulina y la proteina C conjugados con peroxidasa de
rabano picante (Dakopatts, Glostrup, Dinamarca). Los derivados purificados se dividieron en partes alicuotas y se
almacenaron a -80 °C hasta su uso. La concentracion de la alicuota se estima por su absorbancia a 280 nm,
tomando 1,16, 1,05 y 1,45 como el coeficiente de extincién (E280 nm 0,1 %) del factor X, la insulina y la proteina C.
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Ratones

Se usaron ratones macho de tipo silvestre en un fondo C57BL/6 (Janvier, Le Genest-St-Isle, Francia) a lo largo de
este estudio y tenian entre 8 y 9 semanas de edad. El alojamiento y los experimentos se realizaron segun lo
recomendado por la reglamentacion francesa y las directrices sobre experimentacion de la Comunidad Europea. Se
usaron 24 ratones para cada analisis de eliminacion.

Eliminacién, recuperacion y biodistribuciéon de derivados del factor X en ratones

Los ratones no anestesiados se colocaron en un dispositivo de restriccion y su cola se sumergio en un bafo de agua
a 40 °C durante 3 min. A continuacion, se inyectaron 200 pl de derivados del factor X diluido a 50 pg/ml en solucién
salina tamponada con fosfato (PBS) en la vena caudal del raton. En diferentes momentos (2, 6, 10 y 30 miny 1, 2, 4
y 8 h después de la inyeccion) los ratones se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de pentobarbital
sodico (60 mg/kg, Ceva Santé Animale, Libourne, Francia) y se recogié sangre del plexo venoso retro-orbital en
tubos de plastico que contenian citrato trisédico (9 volimenes de sangre a 1 volumen de citrato trisédico 0,138 M).
Se usaron tres ratones para cada punto temporal y cada ratén se sangré solo una vez. Para obtener plasma pobre
en plaquetas, las muestras de sangre se centrifugaron a 1000 g durante 20 minutos a temperatura ambiente. La
concentraciéon de los derivados del factor X en el plasma se midié con un ensayo inmunoabsorbente utilizando un
anticuerpo monoclonal de ratén llamado HPC-4 (Roche) recubierto con tampdén carbonato (pH 9,6) y un anticuerpo
policlonal conjugado con peroxidasa de rabano picante anti-factor X humano (Dako). Se utilizé como referencia el
factor X de tipo silvestre purificado y cuantificado recombinante etiquetado con HPC4 (véase mas arriba). Los
resultados se expresaron como porcentaje de factor X recombinante humano inyectado. Para los experimentos de
biodistribucion y la determinaciéon de la recuperacion, las variantes FX recombinantes altamente purificadas se
marcaron con Na'?®| (Perkin-Elmer, Courtaboeuf, Francia) usando lodo Gen (Pierce Chemical Co., Rockford, IL,
EE.UU.) como se describe (Fracker y Speck, BBRC 1978). Las radioactividades especificas variaron de 2 a 10 x 104
cpm/ug de variantes del FX. El yodo libre en las preparaciones finales fue inferior al 5 % determinado por
precipitacion con &cido tricloroacético al 20 %. La recuperacion representa el porcentaje de FX presente en el
plasma 5 min después de la inyeccion en relacién con la cantidad inyectada.

Eliminacion de la proteina C y las variantes de la insulina en ratones

Para cada variante de la proteina C y la insulina, se usan 24 ratones WT machos de 8 semanas de edad. Se
inyectan en la vena caudal 10 ug de proteina recombinante purificada diluida en PBS por raton. En diferentes puntos
temporales después de la inyeccidn, los ratones se anestesian con tribromoetanol (60 mg/kg de peso corporal) y la
sangre se recoge mediante extraccion venosa retro-orbital en hirudina (Diagnostica Stago, Asnieres, Francia) (100
Ul, concentracion final). Se usan tres ratones por punto temporal y cada ratdon se sangra solo una vez. Se prepara
plasma y se analiza la concentracion residual de antigeno inyectado por ELISA o por la actividad residual.

Analisis de los datos

Las curvas de eliminacion se refieren a la cantidad de antigeno residual de los derivados del factor X, la proteina C y
la insulina en plasma de raton en relacion con la cantidad inyectada (% de la concentracion inyectada) en funcion del
tiempo. Los datos se ajustaron a

e una ecuaciéon monoexponencial:

Cp = Ac-at ecuacion 1

e 0 Una ecuacion biexponencial:
Cp = Ac-ot + Be-fit ecuacion 2

Los parametros A, a, B y B se determinaron utilizando el software KaleidaGraph (KaleidaGraph versién 4.02 para
Mac OS X, Synergy Software, Reading, EE.UU.). Cp se refiere a la cantidad de derivado del factor X residual en
plasma con relacién a la cantidad inyectada. Estos parametros son necesarios para calcular el tiempo medio de
residencia (MRT).

e en un proceso de eliminacion bifasico:

MRT = (A/a’ + B/B?) / (A/a + B/B) ecuacion 3

e en un mecanismo de eliminacion monofasica:

MRT = (A/a’) / (A/a) ecuacion 4

22



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2 629 099 T3

Ademas, se utilizaron a y B para calcular las semividas de la fase inicial y final, respectivamente, empleando T1/2a =
In 2/a, et T1/2B = In 2/B.

Ensayo de generacién de trombina

La generacion de trombina se midié de acuerdo con el método descrito por Hemker et al (Hemker HC, Giesen P, Al
Dieri R, y col. Pathophysiol Haemost Thromb 2003; 33: 4-15), en un fluorébmetro Fluoroscan Ascent
(Thermolabsystems QY, Helsink, Finlandia) equipado con un dispensador. En pocas palabras, se distribuyeron 80 ul
de plasma suplementado con soluciéon salina (control) o con una concentracién indicada de anticoagulante
fondaparinux (Arixtra®, GlaxoSmithKline, Brentford, Reino Unido) y varias concentraciones de derivados del factor X
recombinantes en placas de microtitulacion de 96 pocillos de fondo redondo. Veinte yl de una mezcla que contenia
FT (factor de tejido humano lipidado recombinante, Innovin®, obtenido de Dade Behring) y vesiculas de fosfolipidos
(FL) se anadi6é a la muestra de plasma para obtener una concentracion final de 1 pM de FT y 4 uM de vesiculas de
FL. Las vesiculas de FL preparadas a partir de L-a-fosfatidil-L-serina (PS) y L-a-fosfatidilcolina (PC) (Avanti
Polarlipids, Albaster, Alabama, EE.UU.) y de 100 nm de diametro nominal (PC: PS, 3:1) se sintetizaron por el
método de extrusion de membrana (Olson, F., Hunt, C.A., Szoka, F.C., Vail, W.J., y Papahadjopoulos, D. (1979)
Biochim Biophys Acta 557(1), 9-23). La concentracién de fosfolipidos se determiné por andlisis de fosfato.
Finalmente, se desencadend la generacion de trombina afiadiendo 20 ul de reactivo de partida que contenia sustrato
fluorogénico y CaClz. El sustrato fluorogénico 1-1140 (Z-Gly-Gly-Arg-AMC) era de Bachem AG (Bubendorf, Suiza). La
cinética de la generacion de trombina en plasma de coagulacién se monitorizé durante 60 minutos a 37 °C usando
un trombograma automatizado calibrado y se analizo utilizando el software Thrombinoscope™ (Thrombinoscope
B.V., Maastricht, Holanda). Se necesitaron tres pocillos para cada experimento, dos pocillos para medir la
generacion de trombina de una muestra de plasma y un pocillo para la calibracion. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado y se dio el valor medio. Se determiné el potencial de trombina enddgena (ETP), es decir, el
area bajo la curva, la trombina maxima y el tiempo de retardo para la deteccién de trombina.

Resultados

Eliminacion bifasica del factor X recombinante de tipo silvestre

Para investigar la eliminacion del factor X del plasma, se inyectaron ratones por via intravenosa con factor X
recombinante de tipo silvestre. En los puntos temporales indicados después de la inyeccion, se sangraron los
ratones y se analizé el plasma para el antigeno del factor X. La representacion grafica de los valores del antigeno en
funcién del tiempo después de la inyeccion reveld que el factor X de tipo silvestre se eliminaba de la sangre segun
una eliminacion bifasica caracterizada por unas semividas lentas de 43 y 305 min, respectivamente (Fig. 6).
Ademas, se calculd que el TMR era de 380 minutos (Tabla ).

Tabla II: Parametros farmacocinéticos que describen la eliminacion y la recuperacion del wt-factor X y sus variantes
del plasma. N.A. = no aplicable. N.D. = no determinado.

Recuperacion TMR T10 T128
wt-FX 69 % 380 min 43 min 304 min
FX/delAP-FpA N.D. 58 min 40 min N.A.
FX/AP-FpA N.D. 345 min 38 min 266 min
FX/AP176-194 67 % 330 min 44 min 255 min
FX/AP176-194-N181A-N191A 29 % 69 min 48 min N.A.
FX/AP176-194-N181A 61 % 191 min 15 min 140 min
FX/AP176-194-N191A 76 % 140 min 96 min N.A.

Eliminacion monofasica de FX/delAP-FpA recombinante

Para determinar el papel del péptido de activacion en la cinética de eliminacion del factor X, se disefd, produjo y
purificd una variante del factor X que carecia de su péptido de activacién. Esta variante llamada FX/delAP-FpA no
tiene ningun péptido de activacion del factor X y en su lugar tiene 10 restos correspondientes al extremo carboxi-
terminal del fibrinopéptido A. La secuencia de los restos de fibrinopéptido A es diferente de los restos
correspondientes presentes en el péptido de activacion de FX. Al contrario de lo que sucede con el factor X de tipo
silvestre, después de la inyeccién a los ratones de FX/delAP-FpA, estos mostraron un patron monofasico de
eliminacion con una semivida aparente de 40 minutos (Fig. 7). Ademas, el TMR se redujo 6 veces para la molécula
truncada en comparacién con el factor X de tipo silvestre (Tabla Il). En conclusioén, estos datos sugieren que el
péptido de activacion del factor X tiene un papel crucial en la tasa de eliminacién del factor X en el plasma.

Eliminacidn bifasica del FX/AP-FPA recombinante

Para comprobar que el efecto observado sobre el patrén de eliminacion y los parametros farmacocinéticos de
FX/delAP-FpA no se debian a la presencia de los restos de fibrinopéptido A sino a la delecion del péptido de
activacion del factor X, FX/AP-FpA fue disefado, producido, purificado y caracterizado. Esta variante del factor X
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contiene los 52 restos del péptido de activacion del factor X unidos en su extremo carboxi terminal a 10 restos del
fibrinopéptido A. La variante purificada se administré a ratones por inyeccién en la vena caudal. Se observé un
patron de eliminacion similar al del factor X de tipo silvestre (Fig. 8). Como se resume en la Tabla Il, se obtuvieron
parametros farmacocinéticos similares para esta variante y para el wt-FX. Por tanto, la velocidad rapida de
eliminacion de FX/delAP-FpA previamente observada (véase mas arriba) era independiente de la presencia de la
secuencia FIX pero se debia a la ausencia de los 52 restos del péptido de activacion del FX.

Eliminacidn bifasica del FX/AP176-194 recombinante

Se tenia interés en identificar los restos del péptido de activacidon que contribuyen a la eliminacion del factor X. Para
ello, se construyé una variante del factor X denominada FX/AP176-194 con solo 19 restos del extremo carboxi-
terminal del péptido de activacion del factor X. La variante purificada se administré a ratones por inyeccion en la
vena caudal. Los ratones se sangraron en diferentes puntos temporales y se analizé el plasma para detectar el
antigeno del factor X. Estos experimentos revelaron que FX/AP176-194 se eliminaba del plasma de una manera
similar al factor X de tipo silvestre (Fig. 9). De hecho, se pudieron calcular parametros farmacocinéticos similares a
partir de los datos experimentales (Tabla Il). Estos datos demuestran que los restos dentro del extremo carboxi
terminal del péptido de activacion del factor X desempefian un papel crucial en la velocidad de eliminacién del factor
X.

Implicacién de la N-glicosilacién en el péptido de activacion en la eliminacién del FX de la circulacién.

Dado que el extremo carboxi-terminal del factor X contiene dos sitios de N-glicosilacion (Asn 181 y 191), se estudio
el posible papel de estas modificaciones postraduccionales sobre la vida circulatoria del factor X usando FX/AP176-
194 mutado en uno o en ambos sitios de N-glicosilacion. Se produjeron dos variantes, una de mutacion Unica y una
doble mutada, llamadas FX/AP176-194-N181A, FX/AP176-194-N191A y FX/AP176-194-N181A-N191A, se
purificaron y se estudié su eliminacién. El mutante doble FX/AP176-194-N181A-N191A se eliminé de la circulacion
mas rapidamente que el factor X de tipo silvestre y, curiosamente, con un patron de eliminacion similar a FX/delAP-
FpA, la variante del factor X sin péptido de activacién del factor X (Fig. 10). Como se indica en la Tabla I, se
obtuvieron parametros farmacocinéticos similares para FX/AP176-194-N181A-N191A y FX/delAP-FpA. Estos datos
demuestran que las N-glicosilaciones en las posiciones 181 y 191 en el péptido de activacién juegan un papel crucial
en la supervivencia del factor X. Para la variante FX/AP176-194-N181A, se observd una eliminacion bifasica (Figura
11) como para el factor X de tipo silvestre. Sin embargo, su eliminacién de la circulacion fue mas rapida que para wt-
FX como se indica en la tabla Il. Para la variante FX/AP176-194-N191A, se observo una eliminacion monofasica
(Fig. 12) como para FX/delAP-FpA. Por el contrario, su eliminacién fue mas larga que para FX/delAP-FpA pero con
un TRM similar comparado con FX/AP176-194-N181A. Estos datos indican que la N-glicosilacion en la posiciéon 181
es responsable del patrén monofasico de la eliminacion del factor X mientras que la N-glicosilaciéon en la posiciéon
191 es responsable del patron bifasico. Ademas, ambas N-glicosilaciones juegan un papel importante en los
parametros farmacocinéticos del factor X.
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BEY

Ala

250

Leu

Lys

Gly

Fhe

Thr
130

Arg

Ber

Lys

Ser

Lys
110

Ala

Twvr

Rsp

Ile
235

Brg

Gly

Thr

315

Fra

REap

Gly

Sar
3as

Gln

The

Asp

Fhe

220

Wal

Lewig

Glu

Fhe

zlu

ang

Lys

Ile

Trp

Fhe

L

B0

Fhe

Glu

Ser

Ala

205

A=n

Gly

Il=

Phia

Lya

285

Bla

Glu

Thr

Bla

Gly

el

Glu

Ilg

A=sp

Sar

120

Ala

Gln

Gly

BEn

Tyr

270

al

Wal

Thr

Fha

31lu

50

BrQy

Val

Ila

hla

175

Sar

Asp

Thr

Gln

Glu

255

Il

Arg

Hi=

Tyr

AIg

135

Ser

Thr

Fro

Thr

Cys
q15

Gly

Gln

Glu

241

Gl

Wal

Elu

Asp

320

Hat

Thr

His

Tyr

Gln

400

Gln
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Gly Asp Ser Gly Gly Pro His Val Thr Arg Fhe Lys Asp Thr Tyr Fhe
420 425 430

Val Thr Gly Ile Val Sar Trp Gly Glu Gly Cys Rla Arg Lys Gly Lys
435 440 445

Tyr Gly Ile Tyr Thr Lys Val Thr Ala Fhe Leu Lya Trp Ile Rap Arg
450 155 160

y Leuw Pro Lya Ala Lys Ser His Ala Pro Glu

Ser Met Lys Thr Arg Gly
470 475 480

465

Wal Ile Thr Ser %er Fro Leu Lys

445
<210> 2
<211> 52
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 2
Ser Val Ala Gln Ala Thr Ser Ser Ser Gly Glu Ala Pro Asp Ser Ile
1 3 10 15
Thr Trp Lys Pro Tyr Asp Ala Rla Rap Leu Asp Pro Thr Glu Asn Pro
20 25 in
Fhe Asp Leu Leu Rap Fhe hsn Gln Thr Gln Pra Glu Arg Gly Rsp Ran
kL] 40 43
Asn Leu Thr Arg
<210>3
<211> 461
<212> PRT

<213> Homo sapiens
<400> 3

243 Z50 255

Glu Ser Lys Lys Leu Leu Val Arg Leu Gly Glu Tyr Asp Leun Arg Arg
2a0 263 270

Irp Glu Lys Trp Glu Leu Asp Leuw Asp Ile Lys Glu Wal FPhe Val His
5 ZBD Z83

28



5lu

ASE

85

Ala

Asp

Arg

Gly

145

Ser

Fro

Lys

Trp

225

Val

Flu

Irp

Lau

30

Fhae

Phe

Glu

Gly

Phe

130

Gly

Cya

Arg

Fro

210

Gln

Leu

Ser

Glu

35

Arg

Glu

Trp

His

Ila

115

Cys

Cys

RBla

Val

Ber

135

Rrg

Val

Il

Lys

Ly=
295

His

Glu

Sar

Pra

100

Gly

Eln

Thr

Fro

Lys

180

His

val

Hi=

Ly=

260

Trp

ES 2629 099 T3

Ser

Ala

Lya

BS

Cya

Sar

Arg

Hiz

Gly

163

Fhe

Ile

Lau

Ero

243

Leu

Glu

Ser

Lys

T

His

Ala

Pha

Glu

Tyr

130

T¥I

Pro

Lya

Rap

Lieu

230

Ser

Leu

Leu

Lau

33

Glu

Val

223 4

228 4

Wal

135

Cys

Lys

Cys

Brg

Gly

215

Esp

Trp

Val

h=p

4an

Glu

Ila

Risp

Cys

120

Sar

Leawy

Lau

Gly

ARap

200

Lys

Jar

Val

Arg

Law
26D

29

Arg

Bha

Gly

Cya

105

Asp

Phe

Glu

Ely

ALg

185

Thr

Hat

Lys

Lau

Lau

263

Asp

Glu

Gln

Anp

a0

Cys

Cys

Len

Glu

Bap

170

Pra

Glu

Thr

Lys

Thr
250

Gly

Ilm

Cys

ASh

75

Gln

Gly

Arg

BEn

Val

155

REap

TIp

Rap

Rrg

Lys

235

hla

Glu

Lys=

Ile

&Gl

Yal

Cya

Hi=

Sap

Cys

14

Gly

Lau

Lys

=ln

Arg

220

Leau

Ala

Tyr

Glu

13

Glu

Asp

L

Gly

Gly

125

Ser

Tep

Leu

AEg

Glu

205

Gly

Rla

His

Asp

Val
285

Glu

hsp

Wal

Thr

110

Trp

Len

Erg

Eln

Met

130

Rap

Bap

Cys

Cys

Leu

27n

Pha

1la

Thzr

Leut

35

Cyps

GElu

Asp

Arg

Cys=

178

Glu

Gln

Sar

Gly

Hat

255

Arg

Val

Cys

Lan

ED

Pre

Ile

Gly

Asn

Cya

160

His

Lya

val

Fro

Ala

240

hsp

Arg

His
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Pro Asn Tyr Ser Lys Ser Thr Thr Asp Asn bsp Ile Ala Leuw Leu His
2490 2485 300

Leu Ala Gl Pre Ala Thr Lew Ser Gln Thr Ile Val Pra Ile Cys Leu
305 310 315 3zn

o
n
P
e

It
]
{F
i

Gly Len Ala Glu Rrg Glu Leu Rsp Gln Ala Gly Gln Glu
325 330 335

Tht Leu Val Thr Sly Trp Gly Tyr His Ser Ser Arg Glu Lys Glu Ala
340 345 350

Lys Arg Rsn Arg Thr Fhe val Leu Asan Phe Ile Lys Ile Fro Val Val
355 360 365

Pro His Bsn Glu Cys Ser Glu Val Met Ser hsn Met Wal Ser Glu Asn
370 5 380

Met Leau Cys Ala Gly Ile Lew Gly Asp Arg Glo Asp Ala Cys Glu Gly
a5 L] 3195 400

Rap Sar Gly Gly Pro Met Val Rla Ser Phe Hi= Gly Thr Trp Phe Len
405 410 115

Val Gly Lew Val Ser Trp Gly Glu Gly Cys Gly Leu Leu His RBan Tyr
120 423 430

Gly wal Tyr Thr Lya Val Ser Arg Tyr Leu hsp Trp Ile His Gly Hia
435 440 445

Ile Arg Bsp Lys Glu Ala Pro Gln Lys 5 Trp Ala Fro
450 455 &0

i
Lo}

<210>4

<211> 16

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 4

Ala Asp Ser Gly Glu Gly Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg
1 5 10 15

<210>5
<211>19
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (14)..(14)
<223>XesGoV

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (15)..(15)
<223>XesVoP

30
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<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)
<223>Xesl|,Ao0S

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)

<223> XesVoF

<400> 5

Ala Asp Ser Gly Glu Gly

1

Xaa

<210> 6
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)
<223>XesVoG

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)
<223>XesVoP

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)
<223>Xesl|,A0S

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (12)..(12)
<223>XesVoF

<400> 6

<210>7
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 7

<210>8

Xaa [

ES 2 629 099 T3

3 10

a1
fule

Asp Phe Lep Ala Glu Gly Gly Xaa Xaa Arg Xaa 3

1 3 1q

Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly GLly

31

Asp Phe Leu Ala Gluw Gly Gly

Wal Rrg Ile

15

Wal Gly

Xaa Haa hArg
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<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 8

<210>9
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 9

<210> 10
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 10

<210> 11
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 11

<210> 12
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 12

ES 2 629 099 T3

Asp Phe Lew Ala Glw Gly GLy Gly Val Arg Ala Wal Gy
1 5 10

hep Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly wal Arg Ser val Gly
1 g 110

hsp Phe Lew Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg Ile Fhe Gly

1 3 10
Asp Phe Len Ala Glu Gly Gly Gly Wal Arg Ala Phe Gly
1 5 10
Asp Phe Len Ala Glu Gly Gly Gly val Brg Ser Phe Gly
] 5 10

32
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ES 2 629 099 T3

<210> 13
<211>19
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (17)..(17)
<223>XeslL,A0S

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (18)..(18)
<223>XesloF

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222>(19)..(19)
<223>XesGoD

<400> 13

Rla Rap Ser Gly Glu Gly Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly

1 5 140
Xaa Xaa Xas

<210> 14
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<220>

<221> MISC_FEATURES
<222> (11)..(11)
<223>XeslL,A0S

<220>

<221> MISC_FEATURES
<222> (12)..(12)

<223> XesloF

<220>

<221> MISC_FEATURES
<222> (13)..(13)
<223>XesGoD

<400> 14

Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg Xaa Xaa Xaa

1 5 10

<210> 15
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

33

Val Rrg
15
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<400> 15

<210> 16
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 16

<210> 17
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 17

<210> 18
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 18

<210> 19
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 19

<210> 20
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>

ES 2 629 099 T3

Bsp Phe Leu Ala Glu &Gly Gly Gly val Arg Leu Ile Rap
1 5 10
A8p Fhe Leuw Bla Slu Gly Gly Gly val Arg Leu Ile 31y
1 } 1o
A=p Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg Ala Ile Asp
1 3 1o

1

Bep Fhe Leu Ala Glu Gly Gly Gly Val Arg Ala Ile Gly

1 g ’ 10

Rap FPhe Leu Rla Glu &ly 3 5
1 > o

34
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<223> Polipéptido

<400> 20

<210> 21
<211> 13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 21

<210> 22
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 22

<210> 23
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 23

<210> 24
<211>13
<212> PRT
<213> Artificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 24

<210> 25
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

ES 2 629 099 T3

Bap Phe Leu Bla Glu Gly Gly Gly W

1

Asp Phe Leu Ala G
] 5

Asp Fha Lau Ala Glu Gly Gly Glvy
1 5

hep Phe Leu Ala Glu Gly Gly Gly
1 ]

35

Val Arg Ser Ile Gly
1o

al Arg Rla Phe Asp
10

r Vsl Arg Ahla FPhe Glvy

10

Val Arg Sar Phe Asp

10

Wal Erg Ser Phe Gly
n
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<220>
<223> Polipéptido

<400> 25

<210> 26
<211>13
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 26

<210> 27
<211>12
<212> PRT
<213> Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido

<400> 27

<210> 28
<211> 45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 28

ES 2 629 099 T3

Rap Fhe Len Rla Glu Gly Gly Sly Val Arg Leu Fhe RBsap

[

Asp Phe Leuw Ala Glu Gly Gly Gly Wal Arg Leu Phe Gly
1 10

Glu Asp Gln Val Rap Fro Arg Len Ile Asp GLly

10

ctggaacgcc ggaagaggga cctgcttgac ttcaaccaga cgcag 45

<210> 29
<211> 45
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 29

gttgaagtcc agcaggtccc tcttccgacg ttccagtgte tgttt 45

<210> 30
<211> 51
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebadores

36

Lya
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<400> 30

ES 2 629 099 T3

gactttctag ctgaaggagg aggcgtgcgt atcgtgggag gccaggaatg ¢ 51

<210> 31
<211> 50
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 31

cctectectt ctgctagaaa gtctcetcttt ctgegttcca gggtctgttt

<210> 32
<211> 42
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 32

cctcctectt ctgctagaaa gtcectggtc aggttgttgt cg

<210> 33
<211>24
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 33
cttgacttcg cccagacgca gect

<210> 34
<211> 24
<212> ADN
<213> Artificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 34
aggctgcgte tgggggaagt caag

<210> 35
<211> 26
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebadores

<400> 35
ggcgacaatg ctctcaccag gatcgt

<210> 36
<211> 27
<212> ADN
<213> Atrtificial

<220>
<223> Cebadores

24

24

26

50

42

37
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<400> 36
gatcctggtg agagcattgt cgcccect 27

38
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ES 2 629 099 T3

REIVINDICACIONES

1. Un derivado quimérico del factor X escindible por trombina en el que el péptido de activacioén de dicho factor X
nativo estd reemplazado por una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido que comprende la
secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2, en la que la asparagina en la
posicion 39 y/o 49 esta N-glicosilada, y un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que va
desde las posiciones 7 a 16 de la SEQ ID NO:4 o

un derivado quimérico del factor X escindible por trombina que contiene el factor X activado o una variante
conservadora de la funcién del mismo y una proteina de fusién que comprende un primer polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la
posicion 39 o 49 esta N-glicosilada y un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que va
desde las posiciones 7 a 16 de la SEQ ID NO:4.

2. El derivado quimérico del factor X escindible por trombina de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que:

la isoleucina correspondiente al resto en la posicion 235 de la SEQ ID NO:1 esta reemplazada por una alanina,
una serina o una leucina y/o

la valina correspondiente al resto en la posicion 236 de la SEQ ID NO:1 esta reemplazada por una fenilalanina o
una alanina y/o

la glicina correspondiente al resto en la posicién 14 de la SEQ ID NO:4 estd reemplazada por una valina, una
fenilalanina o una alanina y/o

la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 esta reemplazada por una prolina.

3. Un derivado quimérico del factor X de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2, en el que la serina de
dicho derivado quimérico del factor X correspondiente al resto en la posiciéon 419 de la SEQ ID NO:1 esta
reemplazada por una alanina.

4. Un derivado quimérico del factor X de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en el que la arginina 'y
la lisina de dicho derivado quimérico del factor X correspondiente a los restos en la posicion 387 y 391,
respectivamente, de la SEQ ID NO:1, estan reemplazadas por una alanina.

5. Un derivado quimérico del factor X de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en
medicina.

6. Un derivado quimérico del factor X de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en la
prevencién o tratamiento de patologias de la coagulacion del tipo hemorragico, preferiblemente para su uso en la
prevencion o tratamiento de las hemofilias A o B.

7. Un derivado quimérico del factor X de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1-4 para su uso en un
método para la prevencién o el tratamiento de hemorragias inducidas por heparinas de bajo peso molecular (LMWH)
o por un anticoagulante dirigido al factor Xa.

8. Un derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina, en el que el péptido de activacion de dicha
proteina C nativa esta reemplazado por una proteina de fusion que comprende un primer polipéptido que comprende
la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2 en la que la asparagina en la
posicion 39 y/o 49 esta N-glicosilada y un segundo polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos que va
desde las posiciones 7 a 16 de la SEQ ID NO:4 o

un derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina que contiene la proteina C activada o una variante
conservadora de la funcién de la misma y una proteina de fusién que comprende un primer polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos que va desde las posiciones 33 a 52 de la SEQ ID NO:2, en la que la
asparagina en la posicion 39 o 49 esta N-glicosilada y un segundo polipéptido que comprende la secuencia de
aminodacidos que va desde las posiciones 7 a 16 de la SEQ ID NO:4.

9. El derivado quimérico de la proteina C escindible por trombina de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que:

la leucina correspondiente al resto en la posicion 212 de la SEQ ID NO:3 esta reemplazada por una alanina o
una serina y/o

la isoleucina correspondiente al resto en la posicion 213 de la SEQ ID NO:3 esta reemplazada por una
fenilalanina y/o

el aspartato correspondiente al resto en la posicion 214 de la SEQ ID NO:3 esta reemplazada por una glicina y/o
la glicina correspondiente al resto en la posicién 14 de la SEQ ID NO:4 estd reemplazada por una valina, una
fenilalanina o una alanina y/o

la valina correspondiente al resto en la posicion 15 de la SEQ ID NO:4 esta reemplazada por una prolina.

10. Un derivado quimérico de la proteina C de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-9 para su uso en
medicina.

39
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11. Un derivado quimérico de la proteina C de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 8-9 para su uso en la
prevencioén o tratamiento de patologias que implican hipercoagulacion.

12. Un derivado quimérico de la proteina C de acuerdo con la reivindicacion 11 para su uso en la prevencion o
tratamiento de la trombosis.

13. Una molécula de acido nucleico que codifica un derivado quimérico escindible por trombina de acuerdo con
cualquiera de las reivindicaciones 1-4, 8-9.

40
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Iet- Gly- Arg-Pro-Leu-His-Leu-Val-Len-Leu-Ser-Ala-Ser-Len-Ala Gly-Ten-[en-Ten-Ley

Cyz-Clu-Len-Phe-Thr-Arg-Lys-Len-Cye-Ser-Leu-Asp-Aen-Gly-Asn-Crs-Asp- Gln-Phe-Cys

ol Val-

Gly-Las-&la-Cas-le-Pro-The-Cdv-Pro- Tam-Pro: Cys- Oly-Lays- Gl Thelen-CGiu- Ara- Ara

Lyz-frgBer-Val- Ala-Gln- Ala-Thr-Ser-Ber-Ser-Gly-Ghu-Ala-Pro-Asp-Ser-Tle- Thr-Trp|

[Lys-Pro-Tyr-Asp-Ala- Ala- Asp-Leu-Asp-Pro-Thr-Glu-Asn-Pro-Phe-&sp-Leu-Leu-Asp-Phe

[Asn*-Gln-Thr-Gln-Pro-Glu-Arg-Gly- Asp-Asn-Asn*-Ley- Thr-aArg- lle-Val- Gly-Gly-Gin-Glu

Cye-Lys-Asp-Cly-Ghi-Cye-Pro-Trp-Gln-Ala-Leu-Leu-lle- Asn-Glo-Ghi- Asn-Ghu-Gly-Phe
Cwz-Glw-Gly-Thr-Ile-Leu-Ger-Glu-Phe-Tvr- [le-Leu- Thr-Ala-Ala-His-Cys-Leu-Tyr-Gln
ala-Lys-Arg Phe-Lys-Val- Arg-Val Gly-Asp-Arg-Aen-Thr-Glu-Gln- Glu-Glu-Gly-Gly-Glu
Ala-Wal-His-Gha-Val-Glu- Wal- Val-Ile-Lys-His- Asn-Arg-Phe- Thr-Lys-Glu- The- Tyr-Asp
Phe-Asp-Tle-Ala-Val-Leu-Arg-Leu-Lys- The-Pro-Ile- Thr-Phe- Arg-Ivet- Asn-Val- Ala-Pro
Al-Cys-Len-Pro-Glu-Arg-Asp-Trp-Ala-Glu-Ser- Thr-Leu-Met-Thr- Gln-Lys-Thr- Gly-[le
Val-Ber-Gly Phe-Gly-Arg-Thr-His-Glu-Lys-Gly- Arg-Gln-Ser-Thr-Arg-Leu-Lys-Met -Leu
Glu-Val-Pro-Tyr-Val- Asp-Arg-Asn-Ser-Cys-Lys-Leu-Ser-Ser-Ser-Phe-[le-Ile- Thr- Gl
Lsn-WVet-Fhe-Cys-Ala-Gly- Tyr-Asp-Thr-Lys-Gln-Glu-Asp-Ala-Cys-Gln-Gly- Asp-Jer-Gly
Gly-Pro-His-Wal-Thr- Arg-Phe-Lys-Asp-Thr -Tyr-Phe-Val- Thr-Gly-Ile-Val-Ser-Trp-Gly
Glu-Gly-Crre-Ala- Arg-Lye-Gly-Lys - Tyt Gly - lle- T -The-Lys -Wal- Thr- Ala-Phe-Len-Lys
Trp-Tle-Asp-Arg-Ser-Ilet-Lys-Thr-Arg-Gly-Leu-Pro-Lys-Ala-Lys-Ser-His-Ala-Pro-Glu

WVal-Ile- Thr-Ger-Ber-Fro-Lew-Lys

Figura 1
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Ala Asp Ser Gly Glu Gly Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly X1 X2 Arg X3 X4 Gly

_Derivado del fibrinopéptidoA

I Sitio escindible por trombinal

X1 =ValcGly
*2=ValoPro
X3 = lle, Ala o Ser
x4 = Val oPhe

Figura 2A

Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly X1 X2 Arg X3 X4 Gly

l; : Derivado del fibrinopéptido A (Gltimos 10 aminoacidos) I

I Sitio escindible por trombina [

X1 =Val o Gly
X2 =Val oPro
X3 =lle, Ala o Ser
X4 = Val oPhe

Figura 2B

Figura 2
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Ala Asp Ser Gly Glu Gly Asp Phe Leu Ala Glu Glyr Gly Val Arg X1 X2 X3
E;;_: S :Derivado del fibrinopéptido A : Lo Do ]

I Sitio escindible por trombina I

X1 = Leu, Ala oSer
X2 = lle 0 Phe

X3 =Gly, Asp
Figura 3A
Asp Phe Leu Ala Glu Gly Gly Val Arg X1 X2 X3
| Derivado del fibrinopéptido A (ultimos 10 aminoécidos) |
X1 = LELI, Ala o Ser i Sitio escindible por trombina I
X2 = lle o Phe
X3 =Gly, Asp

Figura 3B

Figura 3
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wt-FX

FX/delAP-FpA

FX/AP-FpA

-rp

FX/AP 76-194

FX/AP176-194-N]8]A-N191A

FX/API76-194-N181A

FX/AP'76’194’N191A
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Dominio catalitico

\ | Cadenaligera |

Dominio catalitico

. Cadenaligera |\

Dominio catalitico

Dominio catalitico

Dominio catalitico

Dominio catalitico

Dominio catalitico

Figura 4
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Dominio catalitico

Dominio catalitico

wt-PC

PC/delAP-FpA

Dominio catalitico

PC/PP-FpA

Figura 5
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Antigeno wt-FX residual en plasma (%)
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Antigeno wt-FX residual en plasma (%)
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