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DESCRIPCION
Método para la produccién de trombina humana y sus usos
Campo de la invencion

La invencion se refiere al campo de la biotecnologia. Especificamente, la invencion se refiere a una pretrombina-2
mutada recombinante estable que es capaz de convertirse ella misma autocataliticamente en a-trombina activa que
puede usarse como hemostatico. Otro aspecto de la invencién incluye la aplicacién de la pretrombina-2
recombinante mutada y la a-trombina obtenida por su propia actividad autocatalitica, en el diagnéstico y/o prondstico
de enfermedades relacionadas con la coagulacion.

Antecedentes de la invencion

La a-trombina desempefia un papel importante en la hemostasia y, por tanto, es una proteina altamente util para su
uso como hemostatico. Actualmente, la a-trombina se utiliza en mas de 1 000 000 de pacientes en los EE.UU. cada
afo [1]. La principal fuente de a-trombina es el plasma humano recogido de donantes combinado. El plasma se trata
mediante una filtracién y una separacion complicadas, sin embargo, ningun procedimiento es completamente eficaz
contra las particulas virales derivadas de la sangre humana [2].

Como alternativa, puede producirse a-trombina recombinante que esta desprovista de los riesgos de las particulas
virales. La trombina se sintetiza en forma de protrombina que es una de las enzimas proteoliticas que normalmente
se sintetizan en su forma inactiva, conocidas como proenzimas o zimoégenos, los cuales pueden escindirse por el
factor Xa o por la ecarina, una proteasa que se encuentra en el veneno de serpiente, [3] en dos sitios, los enlaces
Arg-Thr y Arg-lle. La escision en el primer sitio del factor Xa da como resultado pretrombina-2, un precursor
monocatenario inactivo que tiene el mismo tamafo que la a-trombina. La activacion de la pretrombina-2 a a-trombina
se produce a través de la reordenacion interna de la cadena peptidica inicial tras la escision del enlace Arg-lle con el
factor Xa o por la ecarina [4]. La seccion peptidica mas corta escindida no sale de la macromolécula de a-trombina,
sino que permanece unida a la secuencia peptidica mas larga a través de un enlace S-S.

Actualmente, es imposible expresar directamente a-trombina recombinante activa a partir del fragmento del gen
correspondiente a la protrombina debido a que la proteina resultante siempre sera pretrombina-2 inactiva. La
preparacién de pretrombina-2 recombinante y su activacion a a-trombina por ecarina, se ha descrito en la bibliografia
[5]. El principal inconveniente de este procedimiento es la necesidad de emplear ecarina extremadamente peligrosa,
el reactivo principal en el veneno de la serpiente Echis carinatus [6], para activar la a-trombina. La eliminacion de la
ecarina, disminuye significativamente el rendimiento y aumenta los costes de la preparacién de la a-trombina. Aun
asi, no hay seguridad del 100 % de que la a-trombina recombinante no esté contaminada con ecarina. Puede
utilizarse factor Xa en lugar de ecarina mortal, pero requiere para su funcionamiento 6ptimo un complejo con el
factor V, fosfolipidos de las plaquetas y calcio [7], que también deben separarse de la a-trombina.

Por otro lado, las enzimas, tales como la a-trombina se han usado frecuentemente en diferentes ensayos
bioanaliticos para la deteccién y la amplificacion de la sefial. Se emplean en la cuantificacion de glucosa [8], H202
[9], pesticidas [10], colesterol [11] y etanol [12] y son la base para los ensayos ELISA (ensayos inmunoabsorbentes
ligados a enzimas) [13]. Se han utilizado técnicas de amplificacién enzimatica [14] para mejorar la sensibilidad de
varios ensayos bioanaliticos. En este sentido, el estado de la técnica desvela un ensayo que incluye una cascada de
amplificacion doble en la que la ecarina convirtié la protrombina en a-trombina para digerir un sustrato fluorégeno
artificial [15]. Como se ha mencionado anteriormente, la protrombina es una de las enzimas proteoliticas que
normalmente se sintetizan en su forma inactiva, conocidas como proenzimas o zimégenos [16]. Cuando el producto
de la reaccién de escisién de la proenzima cataliza la misma reaccion, el proceso se denomina activacion
autocatalitica. Algunos ejemplos de enzimas autocataliticas naturales son el tripsindgeno, el pepsinégeno o el factor
Xl de coagulacién sanguinea. El comportamiento autocatalitico de estas enzimas se podria aplicar con fines
analiticos. Ademas, se usan ensayos para determinar la actividad de la a-trombina para evaluar la tasa de
coagulacién sanguinea, por tanto, es importante desarrollar métodos sensibles para controlar su actividad.

La sefal obtenida por una baja concentracion de una enzima puede amplificarse considerablemente por medio de
una reaccion autocatalitica. El uso de zimégenos en bioanadlisis es limitado, ya que todas las proenzimas
autocataliticas naturales conocidas son inestables in vitro y sus preparaciones siempre contienen trazas de las
correspondientes enzimas activas [19]. Hasta donde sabemos, todavia no hay disponibles en el mercado kits
basados en proenzimas autocataliticas naturales. Anteriormente, los inventores usaron las maquinas de ADN auto-
replicante basadas en endonucleasas para crear redes de amplificacién de sefal [20, 21]. Desafortunadamente, las
maquinas de ADN no son estables en liquidos corporales y no pueden aplicarse para el analisis de muestras
derivadas de la sangre.

A pesar de la considerable investigacion en la amplificacion de la sefial en bioensayos, especificamente usando
enzimas de auto-replicantes y también en la preparacion y en la produccion de estas enzimas, todavia se necesitan
mas estudios. Ademas, todavia no se ha descubierto una proenzima estable in vitro sin trazas de las enzimas
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activas correspondientes y también con actividad autocatalitica, en particular no se divulga en la técnica anterior
acerca de una pretrombina-2 recombinante, con caracteristicas autocataliticas, que muestre estabilidad in vitro, sin
trazas de a-trombina.

Descripcion de la invencion
Breve descripcion de la invencion

La presente invencion supera estos problemas de la técnica mediante la divulgacion de una nueva metodologia para
la produccién de pretrombina-2 estable recombinante mutante de ratén (SEQ ID NO: 1) y humana (SEQ ID NO: 2)
que son capaces de convertirse en a-trombina activa ellas mismas autocataliticamente en ausencia de ecarina o
factor Xa o cualquier otra sustancia.

El método para la obtencion de una pretrombina-2 estable recombinante mutante consiste en cambiar el sitio de
escision de una proenzima recombinante mediante mutagénesis dirigida para obtener una proteina estable que
pueda ser escindida por la enzima activa correspondiente. Especificamente, los inventores han modificado el sitio de
escision de la pretrombina-2 de ratén (SEQ ID NO: 3) y humana (SEQ ID NO: 4) de tipo nativo o silvestre (TS) a un
sitio de escisién de a-trombina para obtener una enzima autocatalitica artificial estable. La proenzima recombinante
mutante es activada por la a-trombina lo que desencadena la reaccion autocatalitica. El concepto de amplificacion
de la sefial usando enzimas autorreplicantes puede aplicarse para la mejora de la sensibilidad de los ensayos de a-
trombina y también para la preparacion de diferentes enzimas. Por tanto, la presente invencion muestra una enzima
recombinante mutante autocatalitica, la pretrombina-2, y su aplicacién para la amplificacion de la sefial en
bioensayos para la deteccion de a-trombina/protrombina y para la sintesis de a-trombina recombinante.

Sorprendentemente, la pretrombina-2 mutada descrita en la presente invencién es completamente estable, sin
ninguna traza de trombina, ni de ninguna otra proteasa o de cualquier factor, componente, contaminantes, etc. no
deseados, que puedan iniciar una escision no deseada y/o no controlada de la pretrombina-2 mutante. La invencion
descrita en el presente documento, permite el control total de la autocatdlisis de la pretrombina-2 debido a la
estabilidad inesperada mostrada por la pretrombina-2 mutada de la invencién. Esta caracteristica de estabilidad de
la pretrombina-2 mutada de la presente invencion, tiene como ventaja su uso en ensayos in vitro para la deteccion
de a-trombina/protrombina, con mas precision debido a que la pretrombina-2 mutada estable de la invencidn no tiene
actividad basal autocatalitica debido a contaminantes, como los que se han mencionado anteriormente, y su
autocatalisis solamente se desencadena por la cantidad de a-trombina presente en la muestra de ensayo.

Por tanto, en un primer aspecto la presente invencidén se refiere a una pretrombina-2 mutante estable y
autocatalitica, de origen murino o de origen humano (SEQ ID NO: 1 o SEQ ID NO: 2, respectivamente) y sus
correspondientes secuencias de codificacion de ADN (SEQ ID NO: 5 o SEQ ID NO: 6, respectivamente).

En un segundo aspecto, la invencion se refiere al uso de al menos una de las proenzimas de pretrombina-2 mutada
0 sus secuencias nucleotidicas codificantes, como se ha mencionado anteriormente, para la produccién de a-
trombina.

En otro aspecto, la invencion se refiere a pretrombina-2 mutante para su uso en la deteccién in vitro de a-
trombina/protrombina. En otro aspecto, la invencién se refiere a pretrombina-2 mutante para su uso en el diagndstico
in vitro y/o prondstico de enfermedades relacionadas con la coagulacion. Las enfermedades relacionadas con la
coagulacién se seleccionan entre el grupo que comprende: hemofilia; trombosis; deficiencia de protrombina
heredada, ya sea de tipo | también conocida como hipoprotrombinemia, o de tipo IlI, también conocida como
disprotrombinemia; deficiencia de protrombina adquirida; sindrome de hipoprotrombinemia y enfermedad de von
Willebrand.

En un tercer aspecto, la invencion se refiere a un kit para la deteccion de a-trombina/protrombina en una muestra
que comprende la pretrombina-2 mutante como se ha mencionado anteriormente, que comprende al menos una de
las proenzimas de pretrombina-2 mutada descritas en la presente invencion. El kit descrito en el presente
documento también podria incluir otros reactivos, es decir: reactivos de ensayo, tampones y solucién salina estéril u
otra base farmacéuticamente aceptable de emulsion y de suspension. Ademas, los kits pueden incluir materiales
instructivos que contienen indicaciones (por ejemplo, protocolos) para la practica de los métodos de ensayo de la
presente invencion.

En otro aspecto, la presente invencioén se refiere al uso del kit descrito en el presente documento para el diagnéstico
y/o pronéstico in vitro de enfermedades relacionadas con la coagulacion. La enfermedad relacionada con la
coagulacién se selecciona entre el grupo que comprende: hemofilia, trombosis, deficiencia de protrombina heredada
de tipo | o de tipo Il, deficiencia de protrombina adquirida y enfermedad de von Willebrand.

En otro aspecto, la presente invencion se refiere a un método para preparar a-trombina activa usando la
pretrombina-2 recombinante mutante descrita en la presente invencion.
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En otro aspecto mas, la invencién se refiere a un método de diagnéstico y/o prondstico in vitro de enfermedades
relacionadas con la coagulacion que comprende determinar en una muestra de un sujeto, el nivel de expresion o
actividad de a-trombina/protrombina usando el kit descrito en el presente documento y la comparacion de dicho nivel
de expresion con respecto a los valores de expresion obtenidos de controles sanos. La enfermedad relacionada con
la coagulacidon se selecciona entre el grupo que comprende: hemofilia, trombosis, deficiencia de protrombina
heredada de tipo | o de tipo I, deficiencia de protrombina adquirida y enfermedad de von Willebrand. Los niveles de
expresion o actividad de a-trombina/protrombina se analizan en una muestra de sangre. Para este fin es
extremadamente importante que la pretrombina-2 que se ha de usar en la reaccién de amplificacién en la que se
basa el ensayo in vitro sea estable, porque las trazas de trombina o cualesquiera otras proteasas que contaminan la
pretrombina-2 que se ha de usar en la deteccién de trombina en muestras bioldgicas, producirian artefactos.

A menos que se defina lo contrario, todos los términos técnicos y cientificos utilizados en el presente documento
tienen el mismo significado que se entiende habitualmente por un experto habitual en la materia a la que pertenece
la presente invencion. Sin embargo, para facilidad de referencia, algunos de estos términos se definiran ahora.

El nivel de expresién o actividad de una a-trombina/protrombina asociada a una enfermedad es informacién en un
numero de formas. Por ejemplo, puede usarse una expresion diferencial de una a-trombina/protrombina asociada a
una enfermedad en comparaciéon con un control, como un diagnéstico de que un paciente padece la enfermedad.
También pueden usarse niveles de expresion o actividad de una a-trombina/protrombina asociada a una enfermedad
para controlar el tratamiento y la patologia de un paciente. Ademas, los niveles de expresion o actividad de la a-
trombina/protrombina asociada a una enfermedad pueden permitir la deteccion de farmacos candidatos para alterar
un perfil de expresion particular o suprimir un perfil de expresion asociado a una enfermedad. En la presente
invencion, los términos "expresién o actividad" en relacion con los niveles de a-trombina/protrombina se usan
indistintamente.

El término "muestra" se refiere preferentemente a una muestra de un fluido tal como una solucion y mas
preferentemente se refiere a una muestra de un fluido corporal. Las muestras de fluidos corporales pueden
obtenerse mediante técnicas bien conocidas e incluyen, preferentemente, muestras de sangre, plasma, suero, mas
preferentemente, muestras de plasma.

El término "sujeto" como se usa en el presente documento se refiere a un animal, preferentemente un mamifero,
mas preferentemente un ser humano, incluyendo los seres humanos tanto jévenes como ancianos de ambos sexos
que pueden padecer o estar predispuestos a una patologia. El sujeto de acuerdo con este aspecto de la presente
invencién puede sufrir de una patologia asociada a la expresion o actividad anormal de la via de coagulacién. Los
términos "sujeto" y "paciente" se podrian usar indistintamente a lo largo de la presente invencion.

La expresion "pretrombina-2 estable" significa, dentro presente invencion, una pretrombina-2 en una muestra sin
trombina o cualesquiera otras proteasas o cualquier factor, componente, contaminantes, etc. no deseados, que
pueden desencadenar la actividad autocatalitica de la pretrombina-2 en si.

Leyendas de las figuras

Figura 1. Alineamiento de secuencia del sitio de escision de la pretrombina-2 de tipo silvestre (TS) y mutante. El
sitio de escision de FXa presente en la pretrombina-2 de TS, correspondiente a los restos IDGRIV, se cambi6 a
IVPRGV que corresponde a un sitio de escision de o-trombina (Th). Los aminoacidos modificados estan
subrayados.

Figura 2. Analisis de la pretrombina-2 mutante de raton purificada. A) SDS-PAGE al 12 % tefido con Azul
Brillante Coomassie. B) Membrana de nitrocelulosa reconocida por anticuerpos monoclonales de ratén anti-
marcador His. Calle 1, referencias de masa molecular; carril 2, 0,3 ug de pretrombina-2 mutante.

Figura 3. Ensayo de estabilidad de la pretrombina-2 mutante humana. Evolucién de la intensidad de
fluorescencia en muestras que contienen pretrombina-2 recombinante de tipo silvestre humana (1,6x10% M) (a) o
pretrombina-2 recombinante mutante humana (1,6x10¢ M) (b), con el sustrato fluorégeno rodamina 110, bis-
(amida de p-tosil-L-glicil-L-prolil-L-arginina) (4x10% M) (Invitrogen) en Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, NaCl 150 mM.
Figura 4. Evolucién de la intensidad de fluorescencia en muestras que contienen a) a-trombina de tipo silvestre
humana 2,2x10'2M y pretrombina-2 mutante humana 2,1x107 M; b) a-trombina de tipo silvestre humana
2,2x1072 M y pretrombina-2 mutante de raton 2,1x107 M; ¢) a-trombina de tipo silvestre humana 2,2x10'2 M; d)
pretrombina-2 mutante humana 2,1x107 M; e) pretrombina-2 mutante de raton 2,1x107 M.

Figura 5. Cursos temporales de activacion y autorreplicacién de pretrombina-2 mutante, a) pretrombina-2
mutante escindida 5,38x10° M y pretrombina-2 mutante sin tratar 2,3x107 M; b) pretrombina-2 mutante
escindida 5,38x10° M; c¢) pretrombina-2 mutante sin tratar 2,3x107 M.

Figura 6. A) Evolucion de la intensidad de fluorescencia en presencia de pretrombina-2 mutante 5,3x107 M
(curvas a-h) o en su ausencia (curvas i-p). Las muestras contenian diferentes concentraciones de a-trombina
humana: a) e i) 51012 M; b) y j) 3,75%x10"'2 M; ¢) y k) 2,5%x10'2 M; d) y 1) de 1,5x10-'2 M; e) y m) 7,5x1013 M; f) y
n) 5x1073 M; g) y 0) 2,5x10"'3 M; h) y p) 0 M. B) Curva de calibracion de a-trombina en presencia (curva a) y en
ausencia (curva b) de pretrombina-2 mutante.
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Figura 7. A) Evolucion de la intensidad de fluorescencia en muestras de plasma humano en presencia de
pretrombina-2 mutante 1,5x10 M (curvas a-f) o en su ausencia (curvas de g-1). Las muestras contenian ecarina
6x10% M y diferentes volumenes de plasma humano: a) y g) 2,6 nl; b) y h) 2 nl; ¢) y i) 1,3 nl; d) y j) 0,67 nl; e) y k)
0,33 nl; f) y 1) 0 nl. B) Curva de calibracién de plasma humano en presencia (curva a) o en ausencia (curva b) de
pretrombina-2 mutante.

Descripcion detallada de la invencién

La presente invencion se refiere a una pretrombina-2 mutante que se caracteriza por que tiene la SEQ ID NO: 1, o la
SEQ ID NO: 2, o sus secuencias nucleotidicas que las codifican caracterizadas por la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID
NO: 6, respectivamente.

En una realizacion particular de la invencion, la pretrombina-2 mutante es la SEQ ID NO: 2 o su secuencia
nucleotidica codificante caracterizada por la SEQ ID NO: 6.

En otra realizacién particular de la invencion, la pretrombina-2 mutante que se caracteriza por tener la SEQ ID NO: 2
o por su secuencia nucleotidica codificante: SEQ ID NO: 6, que es de origen humano.

En otra realizacion particular de la invencion, la pretrombina-2 mutante descrita en la presente invencién se
caracteriza por tener actividad autocatalitica y por ser estable in vitro.

La presente invencion también se refiere al uso de la pretrombina-2 mutada mencionada anteriormente para la
produccién de a-trombina. Ademas, la presente invencion se refiere también a la protrombina-2 mutada para su uso
en la deteccion in vitro de a-trombina/protrombina en muestras bioldgicas.

La presente invencion también describe el uso de la pretrombina-2 mutada mencionada anteriormente para la
fabricacién de un kit para el diagndstico y/o prondstico in vitro de enfermedades relacionadas con la coagulacion.

En una realizacion particular del kit de la presente invencion, la enfermedad relacionada con la coagulacién-se
selecciona entre el grupo que comprende: hemofilia, trombosis, deficiencia de protrombina heredada de tipo | o de
tipo Il, deficiencia de protrombina adquirida y enfermedad de von Willebrand.

La presente invencion también describe una pretrombina-2 mutante mencionada anteriormente para su uso en el
diagnéstico y/o prondstico in vitro de enfermedades relacionadas con la coagulacion. En una realizacién particular, la
enfermedad relacionada con la coagulaciéon se selecciona entre el grupo que comprende: hemdfilia, trombosis,
deficiencia de protrombina heredada de tipo | o de tipo Il, deficiencia de protrombina adquirida y enfermedad de von
Willebrand.

La presente invencion también se refiere a un método para la preparacion de a-trombina que comprende las
siguientes etapas:

1. Modificar, preferentemente por mutagénesis dirigida, la secuencia de ADN que codifica el sitio de escision del
factor Xa en el gen de la pretrombina-2 de tipo silvestre a una secuencia de ADN que codifica el sitio de escision
de a-trombina.

. Insertar el ADN mutado de la pretrombina-2 en un vector de expresion.

. Transformar una célula hospedadora con el vector descrito en la etapa anterior.

. Cultivar la célula huésped transformada de la etapa anterior en un medio de cultivo apropiado.

. Recoger las células transformadas y solubilizar las proteinas en cuerpos de inclusion.

. Aislar el sobrenadante para obtener pretrombina-2 mutante purificada.

. Poner en contacto la pretrombina-2 mutante purificada obtenida en la etapa anterior con a-trombina.

. Separar la a-trombina obtenida en la etapa anterior 7.

O~NO O~ WN

En una realizacion preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque la
secuencia de aminoacidos del sitio de escision del factor Xa en la pretrombina-2 de tipo silvestre es la SEQ ID NO:
17.

En una realizacién preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque la
secuencia de aminoacidos del sitio de escisién de la trombina en la pretrombina-2 mutante es la SEQ ID NO: 18.

En una realizacion preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque la
secuencia de ADN de la pretrombina-2 de tipo silvestre se selecciona entre el grupo que comprende la SEQ ID NO:
7 ola SEQ ID NO: 8.

En una realizacién preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque el
vector es preferentemente un plasmido. Se podria usar cualquier vector o plasmido conocido en la técnica anterior
para el mismo fin. En este sentido, puede emplearse cualquier vector adecuado para la expresion en bacterias que
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contenga el promotor T7 y que codifique un marcador de His en N-terminal. Por otro lado, también puede usarse en
la presente invencién cualquier vector adecuado para expresion en levadura, que contenga promotores inducibles
por galactosa o por metanol y que codifique un marcador de His. Mas en particular el plasmido es el plasmido pET-
TEV-prethr-2 o el plasmido pQE9-hprethr-2.

En una realizacién preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque la
célula hospedadora se selecciona entre el grupo que comprende: células bacterianas, células de animales y/o
levadura.

En una realizacién mas preferida de la invencion la célula hospedadora bacteriana es E. coli, preferentemente, E.
coli XL1-blue o E. coli BL21 o cualquier cepa derivada de las mismas.

En una realizacion mas preferida de la invencion la célula hospedadora es una levadura seleccionada entre el grupo
que comprende: Saccharomyces sp. o Pichia pastoris o cualquier cepa derivada de las mismas.

En una realizacién preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque la
relacion pretrombina-2:a-trombina de la etapa 7 oscilo en 1:10.

En una realizacién preferida de la invencion, el método descrito en el presente documento se caracteriza porque la
purificacion de la a-trombina comprende al menos una etapa de técnicas de cromatografia de afinidad.

La presente invencion también describe un kit para la deteccion de a-trombina/protrombina en una muestra que
comprende la pretrombina-2 mutante, murina o humana, como se desvela en el presente documento.

La presente invencion también describe el uso del kit mencionado anteriormente para el diagndstico y/o prondstico in
vitro de enfermedades relacionadas con la coagulacién.

En una realizacion preferida, la enfermedad relacionada con la coagulacion se selecciona entre el grupo que
comprende: hemofilia, trombosis, deficiencia de protrombina heredada de tipo | o de tipo Il, deficiencia de
protrombina adquirida y enfermedad de von Willebrand.

La presente invencion también describe un método de diagnéstico y/o prondstico in vitro de enfermedades
relacionadas con la coagulacion que comprende la determinacion en una muestra de un sujeto del nivel de
expresion o actividad de a-trombina/protrombina usando el kit mencionado anteriormente y la comparacién de dicho
nivel de expresion o actividad con respecto a los valores para la misma expresion o actividad obtenidos de controles
sanos.

En una realizacion preferida del método in vitro, la enfermedad relacionada con la coagulacion-se selecciona entre el
grupo que comprende: hemofilia, trombosis, deficiencia de protrombina heredada de tipo | o de tipo Il, deficiencia de
protrombina adquirida y enfermedad de von Willebrand.

En una realizacién preferida del método in vitro, la muestra del sujeto se selecciona entre sangre, plasma y/o suero,
mas preferentemente, muestras de plasma.

Aunque también pueden usarse cualesquiera métodos y materiales similares o equivalentes a los descritos en el
presente documento en la practica o el ensayo de la presente invencion, se describen ahora métodos y materiales
preferidos.

Los siguientes ejemplos ilustran la invencidon y no deben considerarse en un sentido limitante, sino mas bien en un
sentido ilustrativo de la invencion.

Ejemplo 1. Clonaciéon y mutaciones dirigidas especificas del gen de la pretrombina-2

La presente invencion describe el cambio del sitio de escisién de una proenzima recombinante, la pretrombina-2, por
mutagénesis dirigida, para obtener una enzima autocatalitica artificial estable. Para conseguir este fin, los inventores
han clonado el gen de TS de la pretrombina-2 y han modificado el sitio de escision del factor Xa en la misma, a un
sitio de escisidn de la trombina para obtener una enzima autocatalitica artificial estable. La estrategia de mutacion se
basa en la conversion del sitio de escision del factor Xa (enlace Arg-lle) en el sitio de escisién de la a-trombina por
mutagénesis dirigida para crear una proteasa autorreplicativa.

En resumen, para este enfoque, las secuencias correspondientes a los genes de la pretrombina-2 humana y de
raton se clonaron y se introdujeron cinco mutaciones individuales por mutagénesis dirigida, como se ha mencionado
anteriormente, con el fin de crear una pretrombina-2 mutante.

En primer lugar, el vector pPCMV-SPORTG6 que contiene el ADNc de protrombina de ratdn de longitud completa se
obtuvo de Geneservice (RU). El fragmento de pretrombina-2 se amplificé a partir del mismo vector mediante PCR
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utilizando PfuTurbo (Stratagene) y una mezcla de nucleétidos de PCR (Promega). Los cebadores de amplificacion
fueron la SEQ ID NO: 9y la SEQ ID NO: 10, que contienen los sitios de restriccion BamH| y Xhol respectivamente.
El producto de la PCR se corri6 en un gel de agarosa, se purificd con el kit de extraccion de gel QlAquick (Qiagen) y
se digiri6 con BamHI y Xhol (Takara). Posteriormente, el fragmento se purificd usando el kit de purificacion de PCR
QlAquick (Qiagen) y se ligo en el vector de expresion pET-TEV, un vector pET-19b modificado mediante la
introducciéon de un sitio de escision de la proteasa TEV (proporcionado generosamente por el Dr. Lars Backman)
dando lugar al plasmido pET TEV-prethr-2. Se verificé la exactitud de la secuencia insertada (MWG Alemania). El
plasmido pET-TEV-prethr-2 se usé como molde para mutar el gen de la pretrombina-2. Se introdujeron las
mutaciones especificas dirigidas usando los siguientes cebadores: SEQ ID NO: 11 y SEQ ID NO: 12 con el kit de
mutagénesis dirigida QuikChange Il (Stratagene). Se verificé la exactitud de la secuencia mutante (MWG Alemania).

El vector pOTB7 que contiene el ADNc de longitud completa de la protrombina humana se obtuvo de Geneservice
(RU). EI fragmento de pretrombina-2 se amplifico a partir del mismo vector mediante PCR usando PfuTurbo
(Stratagene) y una mezcla de nucleétidos de PCR (Promega). Los cebadores de amplificacion fueron la SEQ ID NO:
13 y la SEQ ID NO: 14 que contienen los sitios de restriccion Sall y Hindlll, respectivamente. El producto de la PCR
se corrié en un gel de agarosa, se purifico con el kit de extraccion de gel QlAquick (Qiagen) y se digirié con Sall y
Hindlll (Takara). Posteriormente, el fragmento se purificé usando el kit de purificacion de PCR QlAquick (Qiagen) y
se ligo en el vector de expresion pQE9 (Qiagen), dando lugar al plasmido pQE9-hprethr-2. Se verifico la exactitud de
la secuencia insertada (MWG Alemania). El plasmido pQE9-hprethr-2 se usé como molde para mutar el gen de la
pretrombina-2 humana. Se introdujeron mutaciones especificas dirigidas usando los siguientes cebadores SEQ ID
NO: 15y SEQ ID NO: 16 con el kit de mutagénesis dirigida QuikChange Il (Stratagene). Se verificd la exactitud de la
secuencia mutante (MWG Alemania).

Como resultado, el sitio de escision de FXa presente en la pretrombina-2 de tipo silvestre (TS), correspondiente a los
restos de la SEQ ID NO: 17, se cambio por los restos de la SEQ ID NO: 18, que corresponden al sitio de escision de
trombina. La Figura 1 muestra la alineacién de los sitios de escision de FXa y de la trombina de la pretrombina-2
mutante y del TS, respectivamente. Los aminoacidos modificados estan subrayados. La trombina escinde
selectivamente los enlaces Arg-Gly en el fibrinégeno y otros polipéptidos. Los estudios sobre el sitio de escision de
la trombina a partir de 30 polipéptidos diferentes, reveld que el sitio de escisidon 6ptimo tiene la estructura de P4-P3-
Pro-Arg-P1'-P2', donde P4 y P3 son aminoacidos hidréfobos y P1' y P2' son aminoacidos no &cidos. Se observo
también que los polipéptidos que contenian Gly en P1' eran especialmente susceptibles a la escisiéon por trombina
[24].

Ejemplo 2. Expresién y purificacion de la pretrombina-2 mutante

El plasmido que contenia las secuencias mutadas de la pretrombina-2 humana y de raton se usé para transformar
células de Escherichia coli y las proteinas protrombina-2 mutante humana y de ratén, se expresaron y se purificaron.

En particular, se transformaron células de Escherichia coli BL21 (DE3) por choque térmico con el plasmido que
contenia el gen de la pretrombina-2 mutante de ratén. Las células se cultivaron a 37°C en medio Luria-Bertani
suplementado con 100 yg/ml de ampicilina hasta alcanzar una DO600 de =0,7. La expresiéon de las proteinas se
indujo mediante la adicién de tio-B-D-galactésido de isopropilo 0,1 mM. Las células se cultivaron durante 4 horas a
37°C y se recogieron por centrifugacion. Se realizé una purificacion de proteinas de cuerpos de inclusion como se
describe en Soejima et al. [25] con algunas modificaciones. Después del replegamiento de las proteinas, la muestra
se dializo6 frente a Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM, durante dos dias a 4°C sin agitacion. La muestra dializada
se centrifugd y el sobrenadante resultante se filtré. La fraccion de transferencia se cargd en una columna de afinidad
HisTrapTM HP de niquel (GE Healthcare) controlada por un equipo purificador AKTA (GE Healthcare). La proteina
se eluyd con un gradiente lineal de 0 a 500 mM de imidazol en Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM. La pureza de
la proteina se investigd por SDS-PAGE al 12%.

El analisis electroforético de la proteina purificada mostré una Unica banda correspondiente al tamafio esperado
(Figura 2A). La identidad de la proteina se confirmé por transferencia Western usando anticuerpos contra
polipéptidos marcada con His (Figura 2B).

Para la purificacion de la pretrombina-2 humana mutada, se transformaron células de Escherichia coli XL1-blue
(DE3) por choque térmico con el plasmido que contenia el gen de pretrombina-2 humana mutante. Las células se
cultivaron a 37 °C en medio Luria-Bertani suplementado con 100 pug/ml de ampicilina para alcanzar una DO600 de
=~0,6. La expresion de proteinas se indujo mediante la adiciéon de tio-B-D-galactésido de isopropilo 0,1 mM. Las
células se cultivaron durante 4 horas a 37 °C y se recogieron por centrifugacion. Se realizdé una purificacion de
proteinas de cuerpos de inclusion como se ha descrito anteriormente para la pretrombina-2 mutante de ratén.
Después del replegamiento de las proteinas, la muestra se dializé frente a Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, NaCl 150 mM,
durante dos dias a 4 °C sin agitacion. La muestra dializada se centrifugd y el sobrenadante resultante se filtré. La
fraccion de transferencia se cargé en una columna de afinidad HiTrapTM HeparinHP de niquel (GE Healthcare)
controlada por un equipo purificador AKTA (GE Healthcare). La proteina se eluyé con un gradiente lineal de NaCl de
0 a2 M en Tris-HCI 50 mM, pH 7,0. La pureza de la proteina se investigd por SDS-PAGE al 12 % (Figura 2A).
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Transferencia Western

Las proteinas, la pretrombina-2 mutante de ratén y la pretrombina-2 mutante humana, se separaron por SDS-PAGE
al 12% y se electrotransfirieron sobre una membrana de nitrocelulosa. Después, la membrana se incub6 durante 1 h
en solucion salina tamponada con fosfato (PBS), que contenia Tween 20 al 0,05% y leche desnatada al 10%.
Después, la membrana se lavé con PBS que contenia Tween 20 al 0,05% y se incubd con anticuerpos anti-His
monoclonales de ratén (GE Healthcare) durante 1 h. Después, la membrana se lavé con PBS que contenia Tween
20 al 0,05% y se incubaron adicionalmente con anticuerpos IgG anti-ratdon secundarios de conejo conjugados con
fosfatasa alcalina (Sigma-Aldrich) durante 1 h. Después de lavar con PBS que contenia Tween 20 al 0,05%, las
bandas de proteina se desarrollaron con una solucién de fosfato/nitro de 5-bromo-4-cloro-3-indolilo azul de tetrazolio
(Fluka) (Figura 2B).

Ejemplo 3. Ensayo de Estabilidad de la pretrombina-2 mutante

Se realizaron ensayos de estabilidad mezclando pretrombina-2 de TS humana o mutante humana (1,6 x 10 M)
ambas producidas por recombinacién en E. coli, con el sustrato fluorégeno rodamina 110, bis-(amida de p-tosil-L-
glicil-L-prolil-L-arginina) (4x106 M) (Invitrogen) en Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, NaCl 150 mM. La fluorescencia de las
soluciones resultantes se controld usando A de excitacion = 498 nm y A de emision = 521 nm.

El ensayo de estabilidad mide en tiempo real la actividad enzimatica de la a-trombina activa en presencia del
sustrato fluorégeno (p-tosil-Gly-Pro-Arg)2- rodamina 110 (Invitrogen). Este sustrato contiene la secuencia de
aminoacidos reconocida por la a-trombina, que es una peptidasa. La trombina escinde el aminoacido liberando la
rodamina fluorescente. Durante el ensayo, se midié el aumento de fluorescencia con el tiempo. A mayor actividad
enzimatica de la a-trombina mayor es la velocidad de escisidn, y por tanto la liberaciéon de rodamina, lo que provoca
el aumento de la fluorescencia. La Figura 3 muestra que la pretrombina-2 recombinante humana de TS (a) es menos
estable que la pretrombina-2 recombinante humana mutante desvelada en la presente invencién (b). El ensayo con
pretrombina-2 recombinante mutada de la invencidon no muestra ningin aumento en la fluorescencia durante 15 h
(55 000 s). Esto implica que en la preparacion de la pretrombina-2 recombinante mutada de la invencién no hay
restos de a-trombina activa, ni se producen durante el tiempo que se realiza el ensayo. Por otro lado, el ensayo con
pretrombina-2 recombinante humana de TS muestra un aumento en la fluorescencia desde el comienzo del ensayo.
Este aumento de la fluorescencia indica la presencia de a-trombina activa en la preparacion; aunque también se
obtuvo pretrombina-2 recombinante humana de TS por ingenieria genética en E. coli. Por tanto, la estabilidad in vitro
mostrada por la pretrombina humana mutante de la presente invencion se debi6é a la mutagénesis operada en el
presente documento.

Ejemplo 4. Ensayos de actividad de a-trombina

Con el fin de verificar si la a-trombina humana podia escindir la pretrombina-2 mutada recombinante humana y de
ratén, se incubaron ambas proteinas recombinantes mutadas con a-trombina humana de TS (Sigma Aldrich) en
presencia del sustrato fluorégeno (p-tosil-Gly-Pro-Arg)2-rodamina 110 (Invitrogen). Los ensayos de actividad de la
trombina se realizaron en un lector de microplacas Varioskan Flash (Thermo Scientific) usando placas de
micropocillos negros a temperatura ambiente. Se incubaron las muestras (100 pl de volumen final) en Tris-HCI
50 mM, pH 9,0, NaCl 150 mM con rodamina 110 4x10® M, bis-(amida de p-tosil-L-glicil-L-prolil-L-arginina)
(Invitrogen) y la fluorescencia de la solucién resultante se controld usando A de excitacién = 498 nm y A de emision =
521 nm.

Los resultados obtenidos del experimento demostraron que en presencia de a-trombina humana de TS, la actividad
de la proteasa aumenta considerablemente con el tiempo (Figura 4, curvas a, b), en comparacién con las muestras
en las que sélo se afadio a-trombina de TS (Figura 4, curva c). Por otra parte, en ausencia de a-trombina de TS,
ninguno de los dos mutantes presentd actividad enzimatica (Figura 4, curvas d, e), lo que demuestra su estabilidad
en las condiciones experimentales. Estos resultados indican claramente que la a-trombina de TS es capaz de
escindir ambas pretrombinas-2 mutantes recombinantes para generar enzimas activas con actividad a-trombina. La
a-trombina exdgena activa la pretrombina-2 mutante recombinante convirtiéndola en a-trombina endégena que a su
vez escinde otras macromoléculas de pretrombina-2 y el sustrato fluorégeno en el curso de esta reaccion
autocatalitica.

Ejemplo 5. Ensayos de autorreplicacion de pretrombina-2 mutante

Otro experimento demostré que la a-trombina endégena generada es capaz de escindir la pretrombina-2 mutada
recombinante para mantener el proceso autocatalitico. Una solucién de pretrombina-2 mutada se traté con o-
trombina inmovilizada sobre agarosa. Se escindié pretrombina-2 mutante de ratéon usando el kit Thrombin
CleanCleave™ (Sigma-Aldrich) como se describe en las instrucciones del fabricante. Después, la solucién de
proteina se filtr6 a través de un filtro de 0,22 ym para eliminar cualquier resto. Para investigar la reaccion
autocatalitica, se mezcld pretrombina-2 mutante de raton escindida 5,38x10° M con y sin pretrombina-2 mutante de
raton sin tratar 2,3x107 M y con el sustrato fluorogeno (p-tosil-Gly-Pro-Arg)2-rodamina 110 (Invitrogen). Después, la
evolucion de la intensidad de fluorescencia se controlé usando A de excitacion = 498 nm y A de emisién = 521 nm.
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La Figura 5 muestra que en presencia de la pretrombina-2 mutante escindido y exceso de la pretrombina-2 mutante
no tratada (Figura 5 curva a), la sefial de fluorescencia aumenté considerablemente en comparacioén con la muestra
en la que solo se incluyo la pretrombina-2 mutante escindida (Figura 5 curva b). La pretrombina-2 mutante no tratada
se tratd con la solucion tampodn utilizada para lavar la a-trombina sobre agarosa no mostré ninguna actividad (Figura
5 curva c). En consecuencia, el crecimiento de la actividad de la proteasa no fue provocado por la a-trombina
exdgena que podria haberse desprendido de la agarosa. Este experimento confirma la capacidad de la a-trombina
endogena derivada de pretrombina-2 mutada para participar en la reaccién autocatalitica.

Ejemplo 6. Deteccién de a-trombina

Se mezclaron diferentes concentraciones de a-trombina humana (Sigma-Aldrich) con y sin pretrombina-2 mutante de
raton no tratada 5,3x107 M descrita en el presente documento. Las reacciones se realizaron en Tris-HCI 50 mM, pH
9,0, NaCl 150 mM con rodamina 110 4x10% M, bis-(amida de p-tosil-L-glicil-L-prolil-L-arginina) (Invitrogen) y la
fluorescencia de la solucidn resultante se controlé usando A de excitacion = 498 nm y A de emisiéon = 521 nm.

La Figura 6A muestra la evolucién de las intensidades de fluorescencia para cantidades variables de a-trombina
humana mezclada con el sustrato fluorégeno en presencia (Figura 6 curvas a-h) o ausencia (Figura 6 curvas i-p) de
pretrombina-2 mutada. Las intensidades de fluorescencia mostraron un crecimiento exponencial en presencia del
mutante, lo que apunta al caracter autocatalitico de la reacciéon. En dicho caso, las curvas de calibracién de la
primera derivada de la intensidad de la fluorescencia con respecto al tiempo dF/dt, que representa la velocidad de
reaccion después de 2 horas, frente al analisis de la concentracion (Figura 6B) son mas informativas que las curvas
convencionales [26]. Sobre la base de las curvas de calibracion obtenidas se calculd el limite de deteccién de los
sistemas operando sin pretrombina-2 mutada (0,488 pM, S/N = 3, n = 3) y con el mutante (10 fM, S/N =3, n = 3).

Ejemplo 7. Deteccién de protrombina en plasma humano

La presente invencion muestra la ventaja del ensayo amplificado para determinar la protrombina sobre un método de
cuantificacion no amplificado convencional (Figura 7). Se mezclaron concentraciones variables de plasma humano
combinado (Sigma-Aldrich) con ecarina 6x10% M (Sigma-Aldrich) con o sin pretrombina-2 mutante de raton 1,5x10"
6 M. Las reacciones se realizaron en Tris-HCI 50 mM, pH 9,0, NaCl 150 mM con rodamina 4x10¢ M 110, bis-(amida
de p-tosil-L-glicil-L-prolil-L-arginina) (Invitrogen) y la fluorescencia de la solucion resultante se controlé usando A de
excitacion = 498 nm y A de emisién = 521 nm.

Los limites de deteccion de los ensayos amplificado (7,7 pl, S/N = 3, DTR = 12 %, n = 3) y no amplificado (710 pl,
SIN =3, DTR =6 %, n = 3) se calcularon de acuerdo con las curvas de calibracion (Figura 7B) que representan dF/dt
en el tiempo fijo de 60 min frente al volumen de plasma humano por pocillo de la microplaca. Teniendo en cuenta
que el plasma humano por lo general contiene 90 ug/ml de protrombina [27] el ensayo con la amplificacion
autocatalitica permitié detectar tan poco como 0,693 pg de protrombina por pocillo de la microplaca. El ensayo no
amplificado convencional permitié cuantificar tan poco como 63,9 pg del analito por pocillo. Por tanto, el empleo de
cascada de amplificacién autocatalitica permite disminuir el volumen de plasma humano necesario para el ensayo
de protrombina en dos 6rdenes de magnitud.
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ES 2633172713

His

Lys

Phe

Cys

Glu

70

Trp

Lys

His

Thr

His

Gly

Lys

Asp

Ser

His

Thr

Thr

40

Leu

Glu

Ala

Pro

His

Glu

25

Phe

Arg

Leu

Glu

Gln
105

11

His

10

Asn

Phe

Pro

Leu

Lys

90

Glu

His

Leu

Asn

Leu

Asp

75

Gly

Leu

His

Tyr

Gln

Phe

60

Ser

Ile

Leu

Ser

Phe

Lys

45

Glu

Tyr

Ala

Cys

Ser

Gln

30

Thr

Lys

Ile

Pro

Gly
110

Gly

15

Gly

Phe

Lys

val

Trp

95

Ala

His

Ser

Gly

Ser

Pro

80

Gln

Ser



Leu

Pro

Gly

145

Met

Leu

Ser

Ser

Leu

225

Leu

Ser

Val

Pro

Ile

305

Tyr

Gln

<210> 2
<211> 322
<212> PRT

Ile

Pro

130

Lys

Leu

Asp

Asp

Leu

210

Arg

Gln

Thr

Asn

Phe

290

Val

Thr

Phe

Ser
115

Trp

His

Glu

Arg

Tyr

195

Leu

Glu

Val

Arg

Asp

275

Val

Ser

His

Gly

<213> Homo sapiens

Asp

Asp

Ser

Lys

Asp

180

Ile

Arg

Thr

Val

Ile

260

Thr

Met

Trp

Val

Arg

Lys

Arg

Ile

165

Ile

His

Ala

Trp

Asn

245

Arg

Lys

Lys

Gly

Phe
325

ES 2633172713

Trp

Asn

Thr

150

Tyr

Ala

Pro

Gly

Thr

230

Leu

Ile

Arg

Ser

Glu

310

Arg

Val

Phe

135

Arg

Val

Leu

Vval

Tyr

215

Thr

Pro

Thr

Gly

Pro

295

Gly

Leu

Leu

120

Thr

Tyr

His

Leu

Cys

200

Lys

Asn

Ile

Asp

Asp

280

Phe

Cys

Lys

Thr

Glu

Glu

Pro

Lys

185

Leu

Gly

Ile

val

Asn

265

Ala

Asn

Asp

Arg

12

Ala

Asn

Arg

Arg

170

Leu

Prao

Arg

Asn

Glu

250

Met

Cys

Asn

Arg

Trp
330

Ala

Asp

Asn

155

Tyr

Lys

Asp

val

Glu

235

Arg

Phe

Glu

Arg

Lys

315

Ile

His

Leu

140

val

Asn

Lys

Lys

Thr

220

Ile

Prao

Cys

Gly

Trp

300

Gly

Gln

Cys

125

Leu

Glu

Trp

Pro

Gln

205

Gly

Gln

Val

Ala

Asp

285

Tyr

Lys

Lys

Ile

Val

Lys

Arg

Val

150

Thr

Trp

Pro

Cys

Gly

270

Ser

Gln

Tyr

Val

Leu

Arg

Ile

Glu

175

Pro

Val

Gly

Ser

Lys

255

Phe

Gly

Met

Gly

Ile
335

Tyr

Ile

Ser

160

Asn

Phe

Thr

Asn

Val

240

Ala

Lys

Gly

Gly

Phe

320

Asp



10

15

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(10)
<223> Cola de histidina

<220>

<221> MUTAGEN
<222> (61)..(62)
<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<220>

<221> MUTAGEN
<222> (64)..(64)
<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<400> 2

Met

Thr

Glu

Asp

Val

65

Leu

Ser

Trp

His

Glu

145

Arg

Arg

Ser

Ala

Lys

50

Glu

Phe

Asp

Asp

Ser

130

Lys

Asp

Gly

Glu

Asp

35

Thr

Gly

Arg

Arg

Lys

115

Arg

Ile

Ile

Ser

Tyr

20

Cys

Glu

Ser

Lys

Trp

100

Asn

Thr

Tyr

Ala

His

Gln

Gly

Arg

Asp

Ser

85

Val

Phe

Arg

Ile

Leu
165

ES 2633172713

His

Thr

Leu

Glu

Ala

70

Pro

Leu

Thr

Tyr

His

150

Met

His

Phe

Arg

Leu

55

Glu

Gln

Thr

Glu

Glu

135

Pro

Lys

His

Phe

Pro

40

Leu

Ile

Glu

Ala

Asn

120

Arg

Arg

Leu

13

His

Asn

25

Leu

Glu

Gly

Leu

Ala

105

Asp

Asn

Tyr

Lys

His

10

Pro

Phe

Ser

Met

Leu

90

His

Leu

Ile

Asn

Lys
170

Gly

Arg

Glu

Tyr

Ser

75

Cys

Cys

Leu

Glu

Trp

155

Pro

Ser

Thr

Lys

Ile

60

Pro

Gly

Leu

Val

Lys

140

Arg

Val

Val

Phe

Lys

45

Val

Trp

Ala

Leu

Arg

125

Ile

Glu

Ala

Asp

Gly

30

Ser

Pro

Gln

Ser

Tyr

110

Ile

Ser

Asn

Phe

Thr

15

Ser

Leu

Arg

Val

Leu

95

Pro

Gly

Met

Leu

Ser
175

Ala

Gly

Glu

Gly

Met

80

Ile

Pro

Lys

Leu

Asp

160

Asp



ES 2633172713

Tyr Ile His Pro Val Cys Leu Pro Asp Arg Glu Thr Ala Ala Ser Leu
180 185 150

Leu Gln Ala Gly Tyr Lys Gly Arg Val Thr Gly Trp Gly Asn Leu Lys
195 200 205

Glu Thr Trp Thr Ala Asn Val Gly Lys Gly Gln Pro Ser Val Leu Gln
210 215 220

Val Val Asn Leu Pro Ile Val Glu Arg Pro Val Cys Lys Asp Ser Thr
225 230 235 240

Arg Ile Arg Ile Thr Asp Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Lys Pro Asp
245 250 255

Glu Gly Lys Arg Gly BAsp BAla Cys Glu Gly Asp Ser Gly Gly Pro Phe
260 265 270

Val Met Lys Ser Pro Phe Asn Asn Arg Trp Tyr Gln Met Gly Ile Val
275 280 285

Ser Trp Gly Glu Gly Cys Asp Arg Asp Gly Lys Tyr Gly Phe Tyr Thr
230 295 300

His Val Phe Arg Leu Lys Lys Trp Ile Gln Lys Val Ile Asp Gln Phe
305 310 315 320

Gly Glu

<210>3

<211> 339

<212> PRT

<213> Mus musculus

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(10)

<223> Cola de histidina
<400> 3

Met Gly His His His His His His His His His His Ser Ser Gly His
1 5 10 15

Ile Asp Ser Asp Ile Lys Thr Thr Glu Asn Leu Tyr Phe Gln Gly Ser
20 25 30

14



Thr

Leu

Leu

65

Arg

val

Leu

Pro

Gly

145

Met

Leu

Ser

Ser

Leu

225

Leu

Ser

Val

Thr

Gly

Lys

Ile

Met

Ile

Pro

130

Lys

Leu

Asp

Asp

Leu

210

Gln

Thr

Asn

Asp

33

Glu

Asp

Val

Leu

Ser

113

Trp

His

Glu

Arg

Tyr

185

Leu

Glu

Val

Arg

Asp
275

Ala

Ala

Thr

Glu

Phe

100

Asp

Asp

Ser

Lys

Asp

180

Ile

Thr

Val

Ile

260

Thr

Glu

Asp

Thr

Gly

85

Arg

Arg

Lys

Arg

Ile

165

Ile

His

Ala

Trp

Agn

245

Arg

Lys

ES 2633172713

Phe

Cys

Glu
70

Trp

lys

Trp

Asn

Thr

150

Tyr

Ala

Pro

Gly

Thr

230

Leu

Ile

Arg

His

Gly

Lys

Asp

Saer

Val

Phe

135

Arg

Val

Leu

Val

Tyr

215

Thr

Pro

Thr

Gly

Thr

410

Leu

Glu

Ala

Pro

Leu

120

Thr

Tyr

His

Leu

Cys

200

Lys

Asn

Ile

Asp

Asp
280

Fhe

Arg

Leu

Glu

Gln

105

Thr

Glu

Glu

Pro

Lys

185

Leu

Gly

Ile

vVal

Asn

265

Ala

15

Phe

Pro

Leu

Lys

90

Glu

Ala

Asn

Arg

Arg

170

Leu

Pro

Arg

Asn

Glu

250

Met

Cys

Asn

Asp

73

Gly

Leu

Ala

Asp

Asn

155

Tyr

Lys

Asp

Val

Glu

235

Arg

Phe

Glu

Glu

Phe

60

Ser

Ile

Leu

His

Leu

140

Val

Asn

Lys

Lys

Thr

220

Ile

Pro

Cys

Gly

Lys

45

Glu

Tyr

Ala

Cys

Cys

125

Leu

Glu

Trp

Pro

Gln

205

Gly

Gln

Val

Ala

Asp
285

Thr

Lys

Ile

Pro

Gly

110

Ile

val

Lys

Arg

Vval

130

Thr

Trp

Pro

Cys

Gly

270

Ser

Phe

Lys

Asp

95

Ala

Leu

Arg

Ile

Glu

175

Pro

Val

Gly

Ser

Lys

255

Phe

Gly

Gly

Ser

Gly

80

Gln

Ser

Tyr

Ile

Ser

160

Asn

Phe

Thr

Asn

val

240

Ala

Lys

Gly



10

15

Pro Phe

290

Ile Val

305

Tyr Thr

Gln Phe

<210> 4
<211> 322
<212> PRT

Val

Ser

His

Gly

<213> Homo sapiens

<220>

<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(10)
<223> Cola de histidina

<400> 4

Met

1

Thr

Glu

Asp

val

65

Leu

Ser

Trp

His

Arg

Ser

Ala

Lys

50

Glu

Phe

Asp

Asp

Ser

Gly

Glu

Asp

Thr

Gly

Arg

Arg

Lys

115

Arg

Met Lys

Trp Gly

Val Phe

Ser

Tyr

20

Cys

Glu

Ser

Lys

Trp

100

Asn

Thr

325

His

Gln

Gly

Arg

Asp

Ser

85

Val

Phe

Arg

ES 2633172713

Ser

Glu

310

Arg

His

Thr

Leu

Glu

Ala

70

Pro

Leu

Thr

Tyr

Pro
295

Gly

Len

His

Phe

Arg

Leu

55

Glu

Gln

Thr

Glu

Glu

Phe Asn Asn

Cys Asp Arg

Lys Arg Trp

His

Phe

Pro

40

Leu

Ile

Glu

Ala

Asn

120

Arg

His

Asn

25

Leu

Glu

Gly

Leu

Ala

105

Asp

Asn

16

330

His

10

Pro

Phe

Ser

Met

Leu

90

His

Leu

Ile

Arg

Lys

315

Ile

Gly

Glu

Tyr

Ser

75

Cys

Cys

Leu

Glu

Trp Tyr Gln Met

300

Gly Ly=z Tyr Gly

Gln Lys Val Ile

Ser

Thr

Lys

Ile

60

Pro

Gly

Leu

Val

Lys

Val

Phe

Lys

45

Asp

Trp

Ala

Leu

Arg

125

Ile

Asp

Gly

30

Ser

Gly

Gln

Ser

Tyr

110

Ile

Ser

335

Thr

15

Ser

Leu

Arg

val

Leu

95

Pro

Gly

Met

Gly

Phe

320

Asp

Ala

Gly

Glu

Ile

Met

Ile

Pro

Lys

Len



10

15

ES 2633172713

130 135

Glu Lys Ile Tyr Ile His Prgo Arg Tyr
145 150

Arg Asp Ile Ala Leu Met Lys Leu Lys
165

Tyr Ile His Pro Val Cys Leu Pro Asp
180 185

Leu Gln Ala Gly Tyr Lys Gly Arg Val
195 200

Glu Thr Trp Thr Ala Asn Val Gly Lys
210 215

vVal Val Asn Leu Pro Ile Val Glu Arg
225 230

Arg Ile Arg Ile Thr Asp Asn Met Phe
245

Glu Gly Lys Arg Gly Asp Ala Cys Glu
260 265
Val Met lLys Ser Pro Phe Asn Asn Arg
275 280
Ser Trp Gly Glu Gly Cys Asp Arg Asp
290 295

His Val Phe Arg Leu Lys Lys Trp Ile
305 310
Gly Glu

<210>5

<211> 924

<212> ADN

<213> Mus musculus

<220>

<221> mutacion

<222> (140)..(140)

<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<220>

<221> mutacién
<222> (142)..(143)

17

Asn

Lys

170

Arg

Thr

Gly

Pro

Cys

250

Gly

Trp

Gly

Gln

Trp

155

Pro

Glu

Gly

Gln

Val

235

Ala

Asp

Tyr

Lys

Lys
315

140

Arg

Val

Thr

Trp

Pro

220

Cys

Gly

Ser

Gln

Tyr

300

Val

Glu

Ala

Ala

Gly

205

Ser

Lys

Tyr

Gly

Met

285

Gly

Ile

Asn

Phe

Ala

190

Asn

Val

Asp

Lys

Gly

270

Gly

Phe

Asp

Leu

Ser

175

Ser

Leu

Leu

Ser

Pro

255

Pro

Ile

Tyr

Gln

Asp

160

Asp

Leu

Lys

Gln

Thr

240

Asp

Phe

Val

Thr

Phe
320



10

15

20

25

30

ES 2633172713

<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<220>

<221> mutacion
<222> (148)..(149)
<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<400> 5

accaccgatg
gactgtggce
cttettgact
gccccctgge
cttatcagtg
aagaacttca
gagcggaatyg
tggcgggaga
agtgactata
getggttata
atcaatgaga
gtgtgcaagg
gtgaatgaca
aagagccect

gaccggaagg

aaagtcattg

<210>6
<211> 969
<212> ADN

cggagttcoca
tgeggecttt
cttacatagt
aggtgatgct
accgatgggt
ctgagaatga
ttgaaaagat
acctagaccg
ttecacceegt
aagggegggt
tacagcccag
cctccacceyg
ccaagcgagg
ttaacaaceqg
ggaaatacgg

atcaatttgg

<213> Homo sapiens

<220>

<221> mutacion
<222> (182)..(182)
<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<220>

<221> mutacion
<222> (184)..(185)
<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<220>

<221> mutacion
<222> (190)..(191)
<223> Restos mutados obtenidos por mutagénesis dirigida

<400> 6

caccttette
gttcgagaag
ccogegeggce
ttttcggaag
cctcactgcet
cctoctggtg
ctccatgectg
cgatatecget
gtgtttgeca
gacaggctgg
cgtectygcag
gattcgaatt
agatgettgt
ctggtatcaa
cttetacacg

atag

aatgagaaga
aagtcgttga
gtggagggct
agtccccaag
gcccactgca
cgcattggca
gaaaagatct
ctgoctecaage
gacaagcaga
ggcaaccette
gtggtgaacce
actgacaaca
gaaggtgaca

atgggtattg

catgtgttec

18

cctteggect
aagacacaac
gggacgctga
agctgetgtg
ttctgtacce
agcattcccg
acgtccaccc
taaagaaacc
cagtaaccag
gggagacatg
tgceccattgt
tgttctgtge
gtggaggacc
tetecatgggg

gtctgaaaag

tggggaggca
cgaaaaggaqg
gaagggtatc
tggggccage
accctgggac
aaccagatat
cagatataac
tgtacecctte
cttgetecygyg
gacaaccaac
agagcggeca
tggcttcaag
ttttgtcatg
tgaaggatgt

gtggatacag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

924



atgagaggat
cagactttct
ctgttegaga
gteocegegeqg
cttttecgga
gtcctcaceg
gaccttectgg
atatccatgt
cgggacattg
gtgtgtctge
gtgacagygct
agtgtecetge
cggatcegea
ggggatgect
cgetggtate
ggcttctaca

ggagagtag

<210>7
<211> 924
<212> ADN

cgcatcacca
tcaatccgag
agaagtecget
gtgtggaggy
agagtccccea
ccgeoeccactg
tgecgeattgg
tggaaaagat
ccctgatgaa
ccgacaggga
ggggcaacct
aggtggtgaa
tcactgacaa
gtgaaggtga
aaatgggecat

cacatgtgtt

<213> Mus musculus

<400> 7

ES 2633172713

tcaccatcac
gacctttggc
ggaggacaaa
cteggatgea
ggagctgetyg
cctectgtac
caagcactcc
ctacatccac
gctgaagaaqg
gacggcagcc
gaaggagacy
cctgeccatt
catgttetgt
cagtggggga
cgtctcatgg

ccgocctgaag

ggatccgtecg
tegggagagg
accgaaagag
gagatcggea
tgtggggcea
ccgeoctggg
cgecaccaggt
cccaggtaca
cctgttgect
agcttgetce
tggacagcca
gtggagegge
getggttaca
ccotttgtea
ggtgaaggct

aagtggatac

19

acaccgccac
cagactgtgg
agcetectgga
tgtcaccttg
goctcatcag
acaagaactt
acgagcgaaa
actggcggga
tcagtgacta
aggctggata
acgttggtaa
cggtetgeaa
agectgatga
tgaagageccc
gtgaccggga

agaaggtcat

cagtgagtac
gctgocgacct
atcctacate
gcaggtgatyg
tgaccgetgg
caccgagaat
cattgaaaag
gaacctggac
cattcaccct
caagggygcyyg
ggggcagccc
ggactecace
agggaaacga
ctttaacaac
tgggaaatat

tgatcagttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

969



ES 2633172713

accaccgatyg cggagtteca cacettette aatgagaaga ccotteggect tggggaggea 60
gactgtggece tgeggecttt gttcgagaag aagtegttga aagacacaac cgaaaaggag 120
cttottgact cttacataga cgggegeate gtggaggget gggacgetga gaagggtate 180
gccccctgge aggtgatget ttttcocggaag agtccccaag agectgetgtg tggggecage 24Q
cttatcagtyg accgatgggt cctecactget geccactgea ttotgtacee accctgggac 300
aagaacttca ctgagaatga cctcectggtg cgoattggca agcattcccg aaccagatat 360
gageggaatg ttgaaaagat ctcecatgetg gaaaagatet acgtecacee cagatataac 420
tggcecgggaga acctagaceg cgatatcget ctgectcaage taaagaaace tgtaccetteo 480
agtgactata ttecacceegt gtgtttgeca gacaagecaga cagtaaccag cttgetcogg 540
gctggttata aagggegggt gacaggctgg ggcaacctic gggagacatg gacaaccaac 600
atcaatgaga tacagcccag cgtcctgcag gtgghbgaacc tgcccattgt agagcocggeca 660
gtgtgcaagg cectecacecg gattegaatt actgacaaca tgttetgtge tggettcaag 720
gtgaatgaca ccaagcgagg agatgcttgt gaaggtgaca ghbggaggace ttttgtecatg 780
aagagcccoct ttaacaaceg ctggtatcaa atgggtattg tetecatgggg tgaaggatgt 840
gaccggaagyg ggaaatacgg cttetacacg catgtgttee gtetgaaaag gtggatacag 900
aaagtcattg atcaatttgg atag 924

<210> 8

<211> 969

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 8

20



10

15

20

25

30

atgagaggat
cagactttct
ctgttcgaga
gacgggegea
ctttteocgga
gtcoteocaceg
gaccttetgyg
atatececatgt
cgggacattyg
gtgtgtctge
gtgacagget
agtgtoctge
cggatcegea
ggggatgeet
cgetggtatce

ggettotaca

cgcatcacca
tcaatccgag
agaagkcgct
ttgtggaggy
agagtcccca
cegcccactg
tgcgeoattgg
tggaaaagat
ccctgatgaa
cogacaggga
ggggcaacct
aggtggtgaa
tcactgacaa
gtgaaggtga
aaatgggecat

cacatgtgtt

ES 2633172713

tcaccatcac
gacctttggc
ggaggacaaa
cteggatgea
ggagctgetg
cctectgtac
caagcactcc
ctacatccac
gctgaagaag
gacggeageco
gaaggagacqg
cetgeecatt
catgttctgt
cagtggggga
cgtctcatgg

cegectgaag

ggatccgteg
tcgggagagg
accgaaagag
gagatcggea
tgtggggeca
cogeectggyg
cgoaccaggt
cccaggtaca
cctgttgect
agettgeteo
tggacageoea
gtggagegge
gctggttaca
ccctttgtea
ggtgaaggct

aagtggatac

ggagagtag

<210>9

<211> 28

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de pretrombina-2 de ratén

<400> 9
cgcggatcca ccaccgatge ggagttee 28

<210> 10

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador reverso de pretrombina-2 de raton

<400> 10
ccgctcgagce tatccaaatt gatcaatgac 30

<210> 11

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

21

acaccgccac
cagactgtgg
agctcctgga
tgtcaccttyg
gecteatecag
acaagaactt
acgagcgaaa
actggcggga
tcagtgacta
aggcetggata
acgttggtaa
cggtetgeaa
agcctgatga
tgaagagccc
gtgaccggga

agaaggtecat

cagtgagtac
gctgcgacct
atcctacatce
geaggtgatyg
tgaccgetgg
caccgagaat
cattgaaaag
gaacctggac
cattcaccct
caaggggcgy

ggggcagcooco

ggactocaceo
agggaaacga
ctttaacaac
tgggaaatat

tgatcagttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

300

960

969
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<223> Cebador directo para mutaciones especificas de sitio del gen de la pretrombina-2 de ratén

<400> 11
cttcttgact cttacatagt cccgegegge gtggagggcet gggac 45

<210> 12

<211> 45

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador reverso para mutaciones especificas de sitio del gen de la pretrombina-2 de ratén

<400> 12
gtcccagcecc tccacgecge gecgggactat gtaagagtca agaag 45

<210> 13

<211> 25

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo de pretrombina-2 humana

<400> 13
acgcgtcgac accgccacca gtgag 25

<210> 14

<211> 27

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador reverso de pretrombina-2 de raton

<400> 14
cccaagcttc tactctccaa actgatc 27

<210> 15

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador directo para mutaciones especificas de sitio del gen de la pretrombina-2 humana

<400> 15
cctggaatcc tacatcgtcc cgecgeggtgt ggagggcetcg gatg 44

<210> 16

<211> 44

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Cebador reverso para mutaciones especificas de sitio del gen de la pretrombina-2 humana

<400> 16
catccgagcc ctccacaccg cgcgggacga tgtaggattc cagg 44

<210> 17

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

22
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<400> 17

<210> 18

<211>6

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

ES 2633172713

Ile Asp Gly Arg Ile Val
1 5

Ile Val Pro Arg Gly Val
1 5
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REIVINDICACIONES

1. Pretrombina-2 mutante caracterizada porque tiene la SEQ ID NO: 1 o la SEQ ID NO: 2 o sus secuencias
nucleotidicas codificantes caracterizadas por la SEQ ID NO: 5 o la SEQ ID NO: 6, respectivamente.

2. Pretrombina-2 mutante de acuerdo con la reivindicacion 1, caracterizada porque tiene actividad autocatalitica y
porque es estable in vitro.

3. Uso de la pretrombina-2 mutante de las reivindicaciones 1 a 2 para la produccion de a-trombina.

4. Pretrombina-2 mutante de las reivindicaciones 1 a 2 para su uso en la deteccion in vitro de o-
trombina/protrombina.

5. Pretrombina-2 mutante de las reivindicaciones 1 a 2 para su uso en el diagnostico y/o prondstico in vitro de
enfermedades relacionadas con la coagulacion.

6. Pretrombina-2 mutante para su uso de acuerdo con la reivindicacién 5, en la que la enfermedad relacionada con
la coagulacidon se selecciona entre el grupo que comprende: hemofilia; trombosis; deficiencia de protrombina
heredada de tipo o de tipo II; deficiencia de protrombina adquirida; sindrome de hipoprotrombinemia y enfermedad
de von Willebrand.

7. Método para la preparacion de a-trombina que comprende las etapas siguientes:

1. Modificar, preferentemente por mutagénesis dirigida, la secuencia de ADN que codifica el sitio de escision del
factor Xa en el gen de la pretrombina-2 de tipo silvestre a una secuencia de ADN que codifica el sitio de escision
de a-trombina.

. Insertar el ADN mutado de pretrombina-2 en un vector de expresion.

. Transformar una célula hospedadora con el vector descrito en la etapa anterior.

. Cultivar la célula huésped transformada de la etapa anterior en un medio de cultivo apropiado.

. Recoger las células transformadas y solubilizar las proteinas en cuerpos de inclusion.

. Aislar el sobrenadante para obtener pretrombina-2 mutante purificada.

. Poner en contacto la pretrombina-2 mutante purificada obtenida en la etapa anterior con a-trombina.

. Separar la a-trombina obtenida en la etapa anterior 7.

ONO O~ WN

8. Método de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que la secuencia de aminoacidos del sitio de escision del factor
Xa en la pretrombina-2 de tipo silvestre es la SEQ ID NO: 17.

9. Método de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que la secuencia de aminoacidos del sitio de escision de la
trombina en la pretrombina-2 mutante es la SEQ ID NO: 18.

10. Método de acuerdo con la reivindicacion 7 en el que la secuencia de ADN de la pretrombina-2 de tipo silvestre se
selecciona entre el grupo que comprende la SEQ ID NO: 7 o la SEQ ID NO: 8.

11. Un kit para la detecciéon de a-trombina/protrombina en una muestra que comprende la pretrombina-2 mutante de
las reivindicaciones 1 a 2.

12. Uso del kit de la reivindicacion 11 para el diagndstico y/o prondstico in vitro de enfermedades relacionadas con la
coagulacion.

13. Uso de acuerdo con la reivindicacién 12 en el que las enfermedades de la coagulacién se seleccionan entre el
grupo que comprende: hemofilia; trombosis; deficiencia de protrombina heredada de tipo o de tipo II; deficiencia de
protrombina adquirida; sindrome de hipoprotrombinemia y enfermedad de von Willebrand.

14. Un método in vitro de diagndstico y/o prondstico de enfermedades relacionadas con la coagulacion que
comprende la determinacion en una muestra de un sujeto del nivel de actividad de a-trombina/protrombina usando el
kit de la reivindicacién 11 y la comparacion de dicho nivel de actividad con respecto a los valores para la misma
actividad obtenidos de controles sanos.

15. Un método in vitro de acuerdo con la reivindicacién 14 en el que la enfermedad relacionada con la coagulacién

se selecciona entre el grupo que comprende: hemofilia; trombosis; deficiencia de protrombina heredada de tipo o de
tipo Il; deficiencia de protrombina adquirida; sindrome de hipoprotrombinemia y enfermedad de von Willebrand.
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Figura 5
25 o
20 4

15 -

I521r1m

10

//’, b
c
0 1 ] 1

0 60 120 180

t/mn —

Figura 6
A} 80+ a B) -
ea
0.008 -
} 60 b 1
0.006 -
s 10s30 & dedtn_{m ]
07 d 0.002 -
e
f
i b
04 9k 0.000
' : : ! T T T T T T
0 60 120 180 o 1 2 3 4 8
timin —— Trombina / pM -~

27



ES 2633172713

Figura 7
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