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DESCRIPCION

Produccion de factor X funcional y completamente procesado en un sistema de expresion de mamifero que secreta
furina

Campo

Se divulgan en el presente documento sistemas de expresion, células transformadas y métodos relacionados con los
mismos, para la expresion de factor X recombinante activo y completamente procesado en presencia de furina.

Antecedentes

El factor X de coagulacion humano (FX), FX activado (FXa) y variantes de los mismos, se usan como agentes
terapéuticos en trastornos de coagulacion de la sangre que incluyen, pero no se limitan a, hemofilia y enfermedad de
von Willebrand. El FX, una serina proteasa dependiente de la vitamina K, se sintetiza como una proteina precursora
de cadena unica en el reticulo endoplasmatico, con la posterior escision de furina proteolitica intracelular en el
aparato de Golgi antes de la secrecion por la célula productora en el torrente circulatorio, o en el medio de cultivo en
caso de expresion recombinante. Tres sitios de escision de furina en FX son responsables del procesamiento
proteolitico de FX apropiado. La forma madura de FX es una molécula de dos cadenas unidas a disulfuro, que
consiste en una cadena ligera y una pesada, formada después de la escision de la proteina precursora. Las
modificaciones adicionales de la molécula incluyen la y-carboxilacion de la cadena ligera y la glicosilacion ligada a O
o N del péptido de activacion que esta unido a la cadena pesada.

Ademas de FX, los factores de coagulacion dependientes de la vitamina K adicionales que albergan el sitio de
reconocimiento de consenso Arg-X-Lys/Arg-Arg (SEQ ID NO:4) son sustratos de la endoproteasa furina expresada
de manera ubicua, también conocida como enzima de escision de residuos de aminoacido basica combinada
(PACE). El procesamiento proteolitico adecuado de proteinas recombinantes de la cascada de la coagulacion esta
dafado en sistemas de expresién de cultivo celular debido a limitaciones del procesamiento intracelular a alta
expresion de rendimiento. De manera similar al factor de von Willebrand y al factor IX de coagulaciéon (FIX) que
muestran un procesamiento proteolitico insuficiente a tasas de expresion altas en células de mamifero
recombinantes, la secrecion de FX en clones celulares de CHO de baja produccion se caracteriza por FX
completamente procesado, mientras que los clones de alta produccién comprenden FX de cadena uUnica no
procesado y multiples formas no procesadas de cadena ligera de FX, ademas de las especies de cadena ligera y
pesada de FX procesadas de manera correcta. Los tipos y grados de cadena ligera de FX no procesado varian entre
clones celulares individuales y en condiciones de cultivo celular diferentes tales como densidad celular. Es necesaria
coexpresion de furina in vivo o incubacion de furina in vitro después del cultivo celular adicional para mantener la
magquinaria proteolitica de la furina endégena, facilitando la escision de la proteina intacta.

La coexpresion de furina es indispensable para la expresion de FX completamente procesado a alto rendimiento. Sin
embargo, hasta la fecha no se ha informado de un nivel umbral de furina que asegure un porcentaje alto de FX
procesado intacto en sistemas de cultivo celular. Los niveles altos de furina son téxicos, por tanto deben equilibrarse
los niveles de expresion de furina mediante sistemas de expresion en mamiferos que producen FX entre niveles que
sean toxicos, pero potencialmente procesan el 100% de la proteina precursora de FX, y aquellos que sean
demasiado bajos, dando como resultado cultivos celulares sanos en los que se produce FX procesado suboptimo.

Sumario

Se divulga en el presente documento un sistema para expresar furina y un factor X humano (FX) en la misma linea
celular y proporcionando asi una concentracion de furina critica en el sobrenadante de cultivo para la generacion de
FX completamente procesado y completamente activo, manteniendo la viabilidad del cultivo.

Por tanto, se divulga en el presente documento una célula transformada que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica para una furina humana, de manera que la célula transformada expresa y secreta furina
funcional en un sobrenadante de cultivo, en la que la furina funcional se secreta a una concentracion de
aproximadamente 50 U/ml a aproximadamente 300 U/ml en el sobrenadante de cultivo después del cultivo durante
entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas. En la invencion, las células transformadas comprenden
ademas una secuencia de nucleétidos que codifica para el factor X. En una realizacién, la secuencia de nucleétidos
que codifica para furina humana y la secuencia de nucleétidos que codifica para el factor X estan en diferentes
vectores de expresion. En otra realizacion, la secuencia de nucleétidos que codifica para furina humana y la
secuencia de nucleétidos que codifica para el factor X estan en el mismo vector de expresion.

Se divulga también un sistema de expresion de proteina eucariota que comprende una linea celular adecuada para
la expresién de proteinas de mamifero; un primer vector de expresioén adaptado para la expresion de furina humana
por la linea celular, en el que el primer vector de expresion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica para
un polipéptido de furina humana; y un segundo vector de expresion adaptado para la expresion de una proteina por
la linea celular, en el que el segundo vector de expresion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica para
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una proteina escindible por furina y que muestra un motivo Arg-(Lys/Arg)-Arg, en el que la linea celular es capaz de
secretar furina funcional en el sobrenadante de cultivo a una concentracién de aproximadamente 50 U/ml a
aproximadamente 300 U/ml después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas.

Se divulga también un sistema de expresion de proteina eucariota que comprende una linea celular adecuada para
la expresién de proteinas de mamifero; un primer vector de expresién adaptado para la expresion de furina humana
y una proteina escindible por furina, y que muestra un motivo Arg-(Lys/Arg)-Arg, por la linea celular, en el que el
primer vector de expresion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido de furina humana y
una secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina escindible por furina, en el que la linea celular es capaz
de secretar furina funcional en el sobrenadante de cultivo a una concentracion de aproximadamente 50 U/ml a
aproximadamente 300 U/ml después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas.
En un aspecto, la secuencia de nucledtidos que codifica para furina humana y la secuencia de nucledtidos que
codifica para la proteina estan en diferentes vectores de expresion. En otro aspecto la secuencia de nucledtidos que
codifica para furina humana y la secuencia de nucleétidos que codifica para la proteina estan en el mismo vector de
expresion.

Se proporciona una célula transformada que comprende una primera secuencia de nucleétidos que codifica para
una furina humana y una segunda secuencia de nucledtidos que codifica para un FX humano, de manera que la
célula transformada expresa y secreta furina funcional y FX en un sobrenadante de cultivo, en la que la furina se
secreta a una concentracién de aproximadamente 50 U/ml a aproximadamente 300 U/ml en el sobrenadante de
cultivo después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas y al menos el 85% de
FX esta completamente procesado. En una realizacién, la secuencia de nucleétidos que codifica para furina humana
y la secuencia de nucleétidos que codifica para el FX estan en diferentes vectores de expresion. En otra realizacion,
la secuencia de nucledtidos que codifica para furina humana y la secuencia de nucleétidos que codifica para el FX
estan en el mismo vector de expresion.

Se divulga también un sistema de expresion de proteina eucariota que comprende una linea celular adecuada para
la expresién de proteinas de mamifero; un primer vector de expresioén adaptado para la expresion de furina humana
por la linea celular, en el que el primer vector de expresion incluye una secuencia de nucledtidos que codifica para
un polipéptido de furina humana; y un segundo vector de expresion adaptado para la expresién de FX por la linea
celular, en el que el segundo vector de expresion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica para FX, en el
que la linea celular es capaz de secretar furina funcional en el sobrenadante de cultivo a una concentraciéon de
aproximadamente 50 U/ml a aproximadamente 300 U/ml después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y
aproximadamente 78 horas.

Ademas se divulga un sistema de expresion de proteina eucariota que comprende una linea celular adecuada para
la expresién de proteinas de mamifero; un primer vector de expresién adaptado para la expresion de furina humana
y FX, en el que el primer vector de expresion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido
de furina humana y una secuencia de nucleétidos que codifica para FX, en el que la linea celular es capaz de
secretar furina funcional en el sobrenadante de cultivo a una concentracién de aproximadamente 50 U/ml a
aproximadamente 300 U/ml después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas.

Se divulga también un método de preparacion de una proteina recombinante que comprende transfectar una linea
celular adecuada para la expresiéon de proteinas de mamifero con un primer vector de expresion adaptado para la
expresion de furina humana por la linea celular, en el que el primer vector de expresion incluye una secuencia de
nucledtidos que codifica para un polipéptido de furina humana; y transfectar la linea celular con un segundo vector
de expresion adaptado para la expresion de una proteina por la linea celular, en el que el segundo vector de
expresion incluye una secuencia de nucleétidos que codifica para una proteina que muestra un motivo Arg-
(Lys/Arg)-Arg; en el que la linea celular transfectada con los vectores de expresion primero y segundo expresa y
secreta furina humana funcional a una concentracion de aproximadamente 50 U/ml a aproximadamente 300 U/ml en
el sobrenadante de cultivo después del cultivo durante entre aproximadamente 40 y aproximadamente 80 horas o
entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas. En un aspecto, la linea celular se transfecta con el primer
vector de expresion y el segundo vector de expresion sustancialmente de manera simultanea. En otro aspecto, la
linea celular se transfecta con el primer vector de expresion y se obtienen células que secretan niveles estables de
furina antes de transfectar la linea celular con el segundo vector de expresion. En aun otro aspecto, la linea celular
se transfecta con el segundo vector de expresion y se obtienen células que secretan niveles estables de la proteina
antes de transfectar la linea celular con el primer vector de expresion.

En un aspecto, la proteina es factor de von Willebrand, factor I, factor IX, factor X, proteina C, proteina S o proteina
Z. En la invencion, la proteina es factor X.

Se divulga también un método de preparacion de una proteina recombinante que comprende transfectar una linea
celular adecuada para la expresiéon de proteinas de mamifero con un primer vector de expresion adaptado para la
expresion de furina humana por la linea celular, en el que el primer vector de expresion incluye una secuencia de
nucledtidos que codifica para un polipéptido de furina humana; y transfectar la linea celular con un segundo vector
de expresion adaptado para la expresion de FX por la linea celular, en el que el segundo vector de expresion incluye
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una secuencia de nucleétidos que codifica para un polipéptido de FX; en el que la linea celular transfectada con los
vectores de expresion primero y segundo expresa y secreta furina humana funcional a una concentracion de
aproximadamente 50 U/ml a aproximadamente 300 U/ml en el sobrenadante de cultivo después del cultivo durante
entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas. En una realizacion, la linea celular se transfecta con el
primer vector de expresion y el segundo vector de expresiéon sustancialmente de manera simultanea. En ofra
realizacion, la linea celular se transfecta con el primer vector de expresion y se obtienen células que secretan niveles
estables de furina antes de transfectar la linea celular con el segundo vector de expresion. En aun otra realizacion, la
linea celular se transfecta con el segundo vector de expresion y se obtienen células que secretan niveles estables de
la proteina antes de transfectar la linea celular con el primer vector de expresion.

En otra realizacion, las células son capaces de secretar furina funcional en el sobrenadante de cultivo a una
concentracion de al menos aproximadamente 50 a aproximadamente 60 U/ml después del cultivo durante entre
aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas y en la que al menos el 90% de FX esta completamente
procesado. En otra realizacion, las células son capaces de secretar furina funcional en el sobrenadante de cultivo a
una concentracion de al menos aproximadamente 90 a aproximadamente 100 U/ml después del cultivo durante
entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas y en la que al menos el 95% de FX estd completamente
procesado.

Se divulga también un FX recombinante producido por una célula transformada divulgada en el presente documento.

Ademas se proporciona un FX recombinante producido por un sistema de expresion divulgado en el presente
documento.

Se proporciona también un FX recombinante producido por un método divulgado en el presente documento.

Se proporciona también un sistema de expresion para FX recombinante adaptado para secretar furina en un
sobrenadante de cultivo a una concentracion de entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 300 U/ml
después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y aproximadamente 78 horas.

Se proporciona también un método de produccién de FX completamente procesado y maduro que comprende un
sistema de expresion que secreta furina en un sobrenadante de cultivo a una concentracién de entre
aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 300 U/ml después del cultivo durante entre aproximadamente 36 y
aproximadamente 78 horas.

Breve descripcion de los dibujos

La figura 1A representa el vector de expresion RCL.012-74.pD3H-Furina y la figura 1B representa la secuencia de
nucleotidos del vector (SEQ ID NO:1). La secuencia de furina humana esta subrayada y los codones de iniciacién y
de terminacion estan doblemente subrayados.

La figura 2 representa la secuencia de nucleétidos de furina humana (SEQ ID NO:2). Los codones de iniciacion y de
terminacion estan doblemente subrayados.

La figura 3 representa la secuencia de aminoacidos de furina humana (SEQ ID NO:3).

La figura 4 representa el grado de factor X completamente procesado (FX) en cultivos. La cuantificacion
densitométrica se llevd a cabo mediante inmunotransferencia de tipo Western de FX en condiciones reductoras y se
tifid con un anticuerpo policlonal anti-FX. Los clones (ID de clon de 42 a 52) mostraron hasta 4 especies de FX con
intensidades de pixel variantes que incluyen la cadena unica de FX no procesado (caja 1, 5, 9, etc.), la cadena
pesada de FX (caja 2, 6, 10, etc.), la cadena ligera de FX que contiene propéptido no procesado (caja 3, 7, 11, etc.)
y la cadena ligera de FX procesado (caja 4, 8, 12, etc.). La intensidad de pixel de las cajas 45-48 se determiné para
la resta de fondo.

La figura 5 representa la concentracion de furina secretada y el porcentaje de FX completamente procesado/FX total
en el cultivo. Existe una relacion dosis-respuesta entre la concentracion de furina secretada en el sobrenadante de
cultivo celular (determinada con un ensayo de actividad de furina) y el % de FX completamente procesado/FX total
(determinado mediante cuantificacion densitométrica de las respectivas bandas en las inmunotransferencias de tipo
Western).

La figura 6 representa un analisis de la dosis de furina y de FX completamente procesado. Los datos (circulos) con
promedio especifico de células (lineas oscuras) y de poblacion (lineas claras) predijeron el FX completamente
procesado/FX total (%) como una funcion de la concentracion de furina con el modelo Emax.

Las figuras 7A-D representan una prueba de validacion del modelo Enasx. La figura 7A representa el error residual de

respuesta frente a la respuesta predicha donde los puntos de datos estan dispersos de manera simétrica alrededor
de cero, indicando una tendencia no sistematica. La figura 7B representa un grafico Q-Q normal para los errores
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residuales indicando que la suposicion de errores distribuidos normal mantenidos como puntos de datos estan
dispersos alrededor de la linea de identidad. La figura 7C representa el error residual de respuesta frente a la linea
celular donde los puntos de datos estan dispersos de manera simétrica alrededor de cero, indicando una tendencia
no sistematica. La figura 7D representa los valores observados y predichos representados los unos con los otros
indicando un buen ajuste de los datos como los puntos de datos estan dispersos de manera simétrica alrededor de
la linea de identidad.

La figura 8 representa un modelo nulo para someter a prueba la hipétesis de que el grado de procesamiento de FX
es independiente de la concentracion de furina. Los datos (circulos) y el modelo nulo ajustado con las ordenadas en
el origen que suponen solo que el FX procesado es independiente de la concentracion de furina (ajustes promedios
especificos de células y de poblacion como lineas oscuras y claras, respectivamente).

La figura 9 representa una curva dosis-respuesta y concentraciones minimas de furina calculadas para producir
€l90% y el 95% de FX procesado. El promedio de poblacién predicho de FX completamente procesado/FX total (%)
como una funcion de la concentracion de furina (linea negra) junto con las concentraciones de furina que
proporcionan el 90% y el 95% de FX completamente procesado/FX total obtenido mediante optimizacién numérica
del modelo ajustado.

Descripcion detallada

Se proporcionan en el presente documento células transformadas, sistemas de expresion eucariotas, métodos para
producir proteinas recombinantes y proteinas recombinantes preparados mediante los métodos, todos dirigidos a la
expresion de furina y de factor X (FX) en la misma linea celular, y proporcionando asi una concentracion de furina
critica en el sobrenadante de cultivo para la generacion de FX completamente procesado y maduro, manteniendo la
viabilidad del cultivo.

Es comun a las células transformadas, los sistemas de expresién eucariotas y los métodos para la produccion de
proteinas recombinantes la capacidad de la célula huésped de producir niveles de furina recombinante consistentes.
La furina es necesaria para la escision de determinadas proteinas de mamifero, incluyendo el FX, desde una forma
de proteina precursora a una forma completamente procesada, madura. Las bajas concentraciones de furina en el
sobrenadante de cultivo del sistema de expresién dan como resultado la acumulacion de formas de la proteina que
contienen propéptido y otras parcialmente procesadas o no. Las concentraciones de furina que son demasiado altas
dan como resultado el crecimiento deteriorado de las células huésped y finalmente la muerte celular.

Tal como se usa en el presente documento, el término “furina” incluye furina de cadena completa asi como cualquier
fragmento de furina capaz de la escision del sitio de reconocimiento de consenso Arg-X-Lys/Arg-Arg. Las formas
truncadas activas de furina se conocen en la técnica y son adecuadas para su uso en la presente divulgacion. Los
ejemplos no limitativos de fragmentos de furina adecuados pueden encontrarse en el documento U.S. 6.210.926 y
en Preininger et al., (Cytotechnology 30:1-15, 1999).

Ademas, dentro del alcance de la presente divulgacion se encuentran variantes de la furina y proteinas del factor X
divulgadas en el presente documento. Por ejemplo, podrian realizarse cambios conservativos de aminoacidos , que
aunque alteran la secuencia primaria de la proteina o del péptido, normalmente no alteran su funcién. Las
sustituciones conservativas de aminoacidos normalmente incluyen sustituciones dentro de los siguientes grupos:
glicina, alanina; valina, isoleucina, leucina; acido aspartico, acido glutamico; asparagina, glutamina; serina, treonina;
y lisina, arginina; fenilalanina, tirosina.

Se incluyen también proteinas de fusion u otras modificaciones, o FX que ha aumentado la semivida después de la
administracion a un sujeto. Los ejemplos de tales seran fusiones con un dominio Fc de inmunoglobulina, un dominio
de albumina, un polipéptido recombinante extendido (XTEN) (véase el documento US 8.673.860), secuencias poli
Glu o poli Asp, transferrina o polipéptidos que contienen PAS (Pro Ala Ser) unidos a la secuencia de FX.

Las modificaciones (que normalmente no alteran la secuencia primaria) incluyen derivatizacion quimica in vivo o
in vitro de polipéptidos, por ejemplo, acetilacion o carboxilacion. Se incluyen también modificaciones de glicosilacion,
por ejemplo, aquellas producidas modificando los patrones de glicosilacion de un polipéptido durante su sintesis y
procesamiento o en etapas de procesamiento adicionales; por ejemplo, exponiendo el polipéptido a enzimas que
afectan a la glicosilacién, por ejemplo, enzimas de mamifero que glicosilan o que desglicosilan. Se abarcan también
secuencias que tienen residuos de aminoacidos fosforilados, por ejemplo, fosfotirosina, fosfoserina o fosfotreonina.
Las proteinas también pueden modificarse quimicamente después de la purificacion con polimeros biocompatibles
solubles en agua, por ejemplo, polietilenglicol, acido polisialico o hidroxietilalmidén.

Se incluyen también polipéptidos que se han modificado usando técnicas de biologia molecular comunes de manera
que se mejora su resistencia a la degradacion proteolitica o para optimizar las propiedades de solubilidad. Los
analogos de tales polipéptidos incluyen aquellos que contienen residuos distintos de los L-aminoacidos que se
producen de manera natural, por ejemplo, D-aminoacidos o aminoacidos sintéticos que se producen de manera no
natural. Los péptidos de la divulgacion no se limitan a productos de cualquiera de los procedimientos a modo de
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ejemplo especificos enumerados en el presente documento.

La divulgacion en el presente documento se dirige generalmente a sistemas, células transformadas, vectores de
expresion y métodos para producir al menos una proteina de mamifero recombinante que se procesa después de la
traduccion mediante furina (una proteina de mamifero que requiere furina recombinante ). La proteina de mamifero
es uno o mas de factor de von Willebrand, factor I, factor IX, factor X, proteina C, proteina S o proteina Z. En la
invencion, la proteina es FX.

La concentracién de furina en el sobrenadante de cultivo se selecciona como diana dentro de un intervalo éptimo
para la produccion de proteinas completamente procesadas, maduras, manteniendo la viabilidad del cultivo después
de un periodo definido de cultivo. Por tanto, una concentracién util de furina en un sobrenadante de cultivo para la
produccion de una proteina de mamifero completamente procesada, madura esta entre aproximadamente 50 U/ml y
aproximadamente 400 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 350 U/ml, entre aproximadamente
50 U/ml y aproximadamente 300 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 250 U/ml, entre
aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 200 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 175
U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 150 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml vy
aproximadamente 125 U/ml, o entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 100 U/ml. En una realizacion, la
concentracion de furina en el sobrenadante de cultivo no es menos de 50 U/ml.

En otra realizacion, la concentracion util de furina en el sobrenadante de cultivo para la produccién de una proteina
de mamifero completamente procesada, madura después de un periodo definido de cultivo esta entre
aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 60 U/ml, entre aproximadamente 55 U/ml y aproximadamente
65 U/ml, entre aproximadamente 60 U/ml y aproximadamente 70 U/ml, entre aproximadamente 65 U/ml y
aproximadamente 75 U/ml, entre aproximadamente 70 U/ml y aproximadamente 80 U/ml, entre aproximadamente
75 U/ml y aproximadamente 85 U/ml, entre aproximadamente 80 U/ml y aproximadamente 90 U/ml, entre
aproximadamente 85 U/ml y aproximadamente 95 U/ml, entre aproximadamente 90 U/ml y aproximadamente
95 U/ml, entre aproximadamente 95 U/ml y aproximadamente 105 U/ml, entre aproximadamente 100 U/ml y
aproximadamente 110 U/ml, entre aproximadamente 115 U/ml y aproximadamente 125 U/ml, entre
aproximadamente 120 U/ml y aproximadamente 130 U/ml, entre aproximadamente 125 U/ml y aproximadamente
135 U/ml, entre aproximadamente 130 U/ml y aproximadamente 140 U/ml, entre aproximadamente 135 U/ml y
aproximadamente 145 U/ml, entre aproximadamente 140 U/ml y aproximadamente 150 U/ml, entre
aproximadamente 145 U/ml y aproximadamente 155 U/ml, entre aproximadamente 150 U/ml y aproximadamente
160 U/ml, entre aproximadamente 155 U/ml y aproximadamente 165 U/ml, entre aproximadamente 160 U/ml y
aproximadamente 170 U/ml, entre aproximadamente 165 U/ml y aproximadamente 175 U/ml, entre
aproximadamente 170 U/ml y aproximadamente 180 U/ml, entre aproximadamente 175 U/ml y aproximadamente
185 U/ml, entre aproximadamente 180 U/ml y aproximadamente 190 U/ml, entre aproximadamente 185 U/ml y
aproximadamente 195 U/ml, o entre aproximadamente 190 U/ml y aproximadamente 200 U/ml. En otra realizacion,
la concentracién de furina util en el sobrenadante de cultivo para la produccién de una proteina de mamifero
completamente procesada, madura después de un periodo definido de cultivo esta entre aproximadamente 50 U/ml
y aproximadamente 60 U/ml, o aproximadamente 57 U/ml. En otra realizacién, la concentracién util de furina en el
sobrenadante de cultivo para la produccién de una proteina de mamifero completamente procesada, madura esta
entre aproximadamente 90 U/ml y aproximadamente 100 U/ml, o aproximadamente 96 U/ml.

En otras realizaciones, la concentraciéon util de furina en el sobrenadante de cultivo para la produccion de una
proteina de mamifero completamente procesada, madura después de un periodo definido de cultivo es menos de
aproximadamente 400 U/ml, menos de aproximadamente 375 U/ml, menos de aproximadamente 350 U/ml, menos
de aproximadamente 325 U/ml, menos de aproximadamente 300 U/ml, menos de aproximadamente 275 U/ml,
menos de aproximadamente 250 U/ml, menos de aproximadamente 225 U/ml, menos de aproximadamente
200 U/ml, menos de aproximadamente 175 U/ml, menos de aproximadamente 150 U/ml, menos de
aproximadamente 125 U/ml, o menos de aproximadamente 100 U/ml.

En otras realizaciones, la concentracién util de furina en el sobrenadante de cultivo para la produccion de una
proteina de mamifero completamente procesada, madura después de un periodo definido de cultivo es mas de
aproximadamente 50 U/ml, mas de aproximadamente 60 U/ml, mas de aproximadamente 70 U/ml, mas de
aproximadamente 80 U/ml, mas de aproximadamente 90 U/ml, mas de aproximadamente 100 U/ml, mas de
aproximadamente 110 U/ml, mas de aproximadamente 120 U/ml, mas de aproximadamente 130 U/ml, mas de
aproximadamente 140 U/ml, mas de aproximadamente 150 U/ml, mas de aproximadamente 160 U/ml, mas de
aproximadamente 170 U/ml, mas de aproximadamente 180 U/ml, mas de aproximadamente 190 U/ml, o mas de
aproximadamente 200 U/ml.

Para los propositos de la presente divulgacion, se generan los niveles de furina en sobrenadantes de cultivo
divulgados en el presente documento dentro de un periodo de tiempo de desde aproximadamente 12 horas hasta
aproximadamente 96 horas después del inicio del cultivo (después del cultivo durante de aproximadamente 12 horas
a aproximadamente 96 horas) y refleja los niveles de furina que se acumulan en el sobrenadante de cultivo durante
ese periodo. En otras realizaciones, los niveles deseados de furina en sobrenadantes de cultivo se logran dentro de
aproximadamente 18 horas a aproximadamente 90 horas, de aproximadamente 24 horas a aproximadamente
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84 horas, de aproximadamente 30 horas a aproximadamente 78 horas, de aproximadamente 36 a aproximadamente
72 horas, de aproximadamente 40 horas a aproximadamente 80 horas, de aproximadamente 42 horas a
aproximadamente 68 horas, o de aproximadamente 48 horas a aproximadamente 72 horas después del inicio del
cultivo, o después del cultivo para el periodo indicado de tiempo.

Alternativamente, se expresan los niveles de furina en sobrenadantes de cultivo divulgados en el presente
documento como una concentraciéon de furina secretada por una cantidad de células por volumen de sobrenadante
de cultivo por dia. En un ejemplo no limitativo, la concentracion de furina se expresa como U/10° células/dia. En otra
realizacion, una concentracion util de furina en el sobrenadante de cultivo para Ia produccién de una proteina de
mamlfero completamente procesada, madura esta entre aproximadamente 20 U/1 0° células/dia y aproximadamente
75 U/10° células/dia, entre aproximadamente 25 U/M10° células/dia X aproximadamente 75 U/10° células/dia, entre
aproximadamente 30 U/10° células/dia y aproxmadamente 75 U/10° células/dia, entre aproxmadamente 35 U/10°
células/dia vy aproxmadamente 75 U/M0° células/dia, entre agrommadamente 40 U/10° células/dia y
aproximadamente 75 U/M0° células/dia, entre aproxmadamente 45 U/10° células/dia y aproxmadamente 75 U/10
células/dia, entre aproxmadamente 50 U/M0°® células/dia y aprOX|madamente 75 U/10° células/dia, entre
aproximadamente 55 U/10° células/dia y aproxmadamente 75 U/10° células/dia, entre aproxmadamente 60 U/10°
células/dia vy aproxmadamente 75 U/M0° células/dia, entre agrommadamente 20 U/10° células/dia y
aproximadamente 70 U/M0° células/dia, entre aproxmadamente 20 U/M0° células/dia y aproxmadamente 65 U/10°
células/dia, entre aproxmadamente 20 U/MO0® células/dia y aprOX|madamente 60 U/10° células/dia, entre
aproximadamente 20 U/10° células/dia y aproxmadamente 55 U/10° células/dia, entre aproxmadamente 25 U/10°
células/dia vy aproxmadamente 55 U/10° células/dia, entre agroxmadamente 25 U/10° células/dia y
aproximadamente 50 U/M0° células/dia, entre aproxmadamente 25 U/10° células/dia X aproximadamente 45 U/10
células/dia, o entre aproximadamente 25 U/10° células/dia y aproximadamente 40 U/10° células/dia.

La concentracion de furina en el sobrenadante de cultivo es suficiente para procesar al menos aproximadamente el
75% de la proteina precursora de mamifero a una proteina funcional, madura. La proteina es cualquier proteina
traducida como una proteina precursora y procesada en una forma madura, al menos en parte, mediante las
acciones de furina. En la invencidn, la proteina es FX. En una realizaciéon, la concentracion de furina es suficiente
para procesar al menos aproximadamente el 80% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de
FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el 82% de la proteina precursora de FX de
mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el 84% de la proteina
precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el
86% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos
aproximadamente el 88% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura,
para procesar al menos aproximadamente el 90% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de
FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el 92% de la proteina precursora de FX de
mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el 93% de la proteina
precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el
94% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos
aproximadamente el 95% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura,
para procesar al menos aproximadamente el 96% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de
FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el 97% de la proteina precursora de FX de
mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el 98% de la proteina
precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura, para procesar al menos aproximadamente el
99% de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura, o para procesar el 100%
de la proteina precursora de FX de mamifero a una proteina de FX funcional, madura.

Tal como se usa en el presente documento, el término “proteina precursora” se refiere a una proteina precursora
que es inactiva y se convierte en la forma activa mediante escision y, opcionalmente, otras modificaciones después
de la traduccién en la célula después de la sintesis.

Por tanto, se proporcionan en el presente documento células transformadas adaptadas para la secrecion tanto de
furina como de una proteina de mamifero, tal como FX. Las células transformadas pueden ser cualquier célula
eucariota adecuada para la secrecion de proteinas de mamifero, independientemente de si las células producen
furina endodgena. Las lineas celulares adecuadas para la generacion de las células transformadas incluyen, pero no
se limitan a, células de ovario de hamster chino (CHO), células de rifién de embridon humano, células de rifion de
primate (por ejemplo, células COS, HEK293), fibroblastos (por ejemplo, fibroblastos murinos) y células de mieloma
de raton (por ejemplo, NSO-GS). Las lineas celulares adecuadas son capaces de un alto nivel expresion de
proteinas de mamifero y son capaces de maodificaciones después de la traduccion, por ejemplo, glicosilacion,
formacién de enlaces disulfuro, fosforilacion y y-carboxilacion. Los métodos para seleccionar y cultivar células
huésped y para inducir que las células huésped expresen un polipéptido se conocen generalmente por el experto en
la técnica.

Se divulgan también en el presente documento sistemas de expresion que comprenden células adecuadas para la

produccion de proteinas de mamifero y al menos un vector de expresion adaptado para la expresion de al menos
una proteina de mamifero. Los vectores de expresion eucariotas estan disponibles generalmente para la expresion
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en células de mamifero. Para permitir que la furina y una proteina de mamifero, tal como FX, se expresen segun los
métodos divulgados en el presente documento, se introducen secuencias de nucledtidos que codifican para las
proteinas en una célula eucariota por medio de transfeccion, transformacion o infecciéon con un vector de expresion,
mediante lo cual se expresan los polipéptidos. La expresion de la furina y/o las proteinas de mamifero puede ser o
bien transitoria o bien estable. Las secuencias de nucledtidos de furina y de mamifero estan presentes como un
plasmido, o como una parte de un vector de expresion viral o no viral. Los vectores virales particularmente
adecuados incluyen, pero no se limitan a, baculovirus, virus vaccinia, adenovirus, citomegalovirus, virus
adenoasociados, lentivirus competentes para la replicacion (RCL) y virus de herpes. Los ejemplos no limitativos de
vectores de expresion eucariotas virales incluyen vectores Rc/CMV, Rc/RSV, RCL y SV40. Los vectores de
expresion eucariotas no virales a modo de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, virosomas, liposomas, lipidos
catiénicos, plasmidos y ADN conjugado con polilisina. Los ejemplos de vectores de expresion de plasmidos a modo
de ejemplo incluyen, pero no se limitan a, pSLX, pcDNA y otros conocidos por los expertos habituales en la técnica.

En otro aspecto, se divulga en el presente documento un vector de expresion que comprende una secuencia de
nucledtidos que codifica para furina, una secuencia de nucleétidos que codifica para proteinas de mamifero, tal
como una secuencia de nucleétidos que codifica para FX, o una combinacién de las mismas. En una realizacion, las
secuencias tanto de furina como de proteinas se expresan a partir de un vector de expresion Unico. En otra
realizacion, la secuencia de furina y las secuencias de proteina se expresan a partir de diferentes vectores de
expresion. En una realizacion, si las secuencias de nucleétidos de furina y de proteinas se expresan a partir del
mismo vector de expresion, se separan opcionalmente mediante un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). Los
genes pueden expresarse a partir de uno o mas promotores. Ademas, las secuencias de nucleétidos que codifican
para cada proteina pueden orientarse en direcciones opuestas en el plasmido u orientarse en la misma direccion.
Los vectores de expresion comprenden ademas elementos seleccionables y otras secuencias reguladoras para la
produccion eficaz de proteinas de mamifero tal como se entiende por los expertos habituales en la técnica.

Se divulgan también en el presente documento vectores de expresion que permiten la expresion de furina y otras
proteinas de mamifero mediante el uso de intercambio de casetes mediado por recombinasa.

Si la furina y la proteina de mamifero se expresan a partir de diferentes vectores de expresion, entonces los vectores
de expresion tendran marcadores de seleccion diferentes de manera que pueden seleccionarse las células
transformadas con el vector. Tales células seleccionadas podrian aislarse luego y hacerse crecer en cultivos
monoclonales.

Los promotores que permiten la expresion constitutiva, regulable, especifica de tejido, especifica de tipo de célula,
especifica de ciclo de célula o especifica de metabolismo en células eucariotas son adecuados, por ejemplo, para la
expresion en células de mamifero. Los elementos regulables son promotores, secuencias activadoras,
potenciadores, silenciadores y/o secuencias represoras. Los ejemplos de elementos regulables que permiten la
expresion constitutiva en eucariotas son promotores que son reconocidos por la ARN polimerasa Ill o promotores
virales, potenciador del citomegalovirus (VCM), promotor del VCM, promotor del SV40 o promotores de repeticiones
terminales largas (RTL), por ejemplo derivadas de MMTV (virus del tumor mamario del ratén) y otro promotor viral y
secuencias activadoras que se derivan de, por ejemplo, virus de hepatitis B (VHB), virus de hepatitis C (VHC), virus
de herpes simple (VHS), virus del papiloma humano (VPH), virus de Epstein-Barr (VEB), promotores de choque
térmico, o virus de inmunodeficiencia humano (VIH). Los ejemplos de elementos regulables que permiten la
expresion inducible en eucariotas son el operador tetraciclina en combinacién con un represor apropiado. La
expresion de las secuencias de nucledtidos de proteinas de mamifero y de furina también puede tener lugar bajo el
control de promotores especificos de tejido o especificos de proteina. Los ejemplos no limitativos de promotores
especificos de proteina son promotores de genes de FX o promotores de genes de furina.

En determinadas realizaciones, las células se transforman con otra proteina ademas de furina y de factor X. En una
realizacion, la proteina adicional es vitamina K epdxido reductasa (VKOR). En determinadas realizaciones, la
proteina adicional se expresa a partir del mismo vector de expresion tal como uno, o ambos, de furina y de factor X,
o la proteina adicional se expresa a partir de un vector de expresion diferente.

Se divulgan también en el presente documento sistemas de expresion que comprenden células huésped y uno o
mas vectores de expresion adaptados para expresar furina y al menos una proteina de mamifero adicional, por
ejemplo, FX.

Se divulgan también en el presente documento métodos de produccion de proteinas de mamifero que requieren
furina recombinante completamente procesadas, tales como FX. En una realizacién, se produce una linea celular
estable que produce furina recombinante, y posteriormente se transfecta con un vector de expresién que contiene la
secuencia de nucleétidos para al menos el factor X. Las lineas celulares estables que producen furina recombinante
pueden establecerse y almacenarse para la transfeccion con un vector de expresion que contiene la secuencia de
nucledétidos para al menos una proteina de mamifero que requiere furina cuando sea necesario. Alternativamente,
pueden transfectarse vectores de expresion para furina y para la proteina de mamifero que requiere furina, tal como
FX, en las células huésped dentro de aproximadamente 30 minutos, de aproximadamente 60 minutos, de
aproximadamente 2 horas, de aproximadamente 6 horas, de aproximadamente 12 horas, o de aproximadamente
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24 horas de cada uno. En otra realizacion, se transfectan dos o mas vectores de expresion en las células huésped
sustancialmente de manera simultanea. Para los propdsitos de la presente divulgacion, sustancialmente de manera
simultanea se refiere a cualquier periodo de tiempo que es menos de o igual a 1 hora.

Las células transformadas se seleccionan segun los marcadores de seleccion presentes en el/los vector(es) de
expresion para producir conjuntos estables de células transformadas, y luego los conjuntos se clonan opcionalmente
para dar lugar a clones estables. Los clones estables producen entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente
300 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 400 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y
aproximadamente 350 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 300 U/ml, entre aproximadamente
50 U/ml y aproximadamente 250 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 200 U/ml, entre
aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 175 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente
150 U/ml, entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 125 U/ml, o entre aproximadamente 50 U/ml y
aproximadamente 100 U/ml de furina en el sobrenadante de cultivo después de aproximadamente de 36 a
aproximadamente 78 horas, de aproximadamente 36 a aproximadamente 72 horas, de aproximadamente 40 horas a
aproximadamente 78 horas, de aproximadamente 42 horas a aproximadamente 68 horas, o de aproximadamente
48 horas a aproximadamente 72 horas después del inicio del cultivo, o después del cultivo para el periodo indicado
de tiempo. Ademas, los clones estables dan lugar a mas del 80% de proteinas de mamifero recombinantes
completamente procesadas y activas, tales como FX, de todas las proteinas recombinantes, tales como FX,
producidas por las células transformadas.

Se divulga también en el presente documento un sistema de expresion para furina recombinante y FX recombinante
que secreta furina en el sobrenadante de cultivo a una concentraciéon acumulada de entre aproximadamente 50 U/ml
y aproximadamente 300 U/ml después de aproximadamente de 36 a aproximadamente 78 horas de cultivo.

Se divulga también en el presente documento un método para producir FX completamente procesado, maduro que
comprende el uso de un sistema de expresion que secreta furina en el sobrenadante de cultivo a una concentracion
acumulada de entre aproximadamente 50 U/ml y aproximadamente 300 U/ml después de aproximadamente de 36 a
aproximadamente 78 horas de cultivo.

Se abarcan también en el presente documento proteinas de mamifero recombinantes producidas por los métodos
reivindicados y cualquier FX recombinante de mamifero completamente procesado.

Ejemplos

Ejemplo 1. Producciéon de factor X recombinante completamente procesado y completamente activo mediante
niveles de furina definidos

Para la expresion de FX, se uso el plasmido pSLX de expresion de mamifero que contiene o bien FX optimizado
para codon humano o bien ambos, FX optimizado para codén humano y vitamina K epdxido reductasa optimizada
para codén humano (FX/VKOR), separados por un sitio interno de entrada al ribosoma (IRES). Se usaron los
constructos para sistemas de expresion de ovario de hamster chino (CHO-S) y CHO-DG44, incluidas la seleccién de
geneticina y la seleccion de dihidrofolato reductasa (dhfr), respectivamente. Para la expresion de furina, se uso el
plasmido de expresion de mamifero pcDNA3.1 que contiene furina de longitud completa humana en combinacion
con higromicina como marcador de seleccion (figura 1A).

Inicialmente, se transfectaron lineas celulares derivadas de CHO (CHO-S y CHO-DG44) con los constructos de FX o
FX/VKOR para generar conjuntos estables, y posteriormente se sometieron los conjuntos a subclonacion para
generar clones estables. En una segunda ronda de transfeccion y subclonacion, se supertransfecté un nimero
seleccionado de clones que expresan FX o FX/VKOR cada uno con furina, dando como resultado conjuntos estables
y clones estables que expresan FX/furina o FX/VKOR/furina.

Se hicieron crecer las lineas celulares de CHO-S y CHO-DG44 que producen FX recombinante estable en medios
libres de componente animal, en matraces de agitacion durante aproximadamente de 42 a aproximadamente
72 horas y con numeros de células iniciales de O,?:x106 o} 0,5x106 células/ml. Se mantuvieron las células CHO-S en
medios PowerCHO®-CD (Lonza BioWhittaker) complementados con glutamina 4 mM, 500 pg/ml de geneticina,
500 pg/ml de higromicina y 5 pg/ml de vitamina K1. Se mantuvieron las células CHO-DG44 en medios OptiCHO™-
CD (Life Technologies) complementados con glutamina 6 mM, metotrexato (MTX) 500 nM y 5 ug/ml de vitamina K1.

Se analizé el sobrenadante del cultivo celular sembrado mediante inmunotransferencia de tipo Western en
condiciones reductoras para determinar la calidad del FX recombinante humano usando un anti-FX policlonal
humano de cabra o anti-FX policlonal humano de oveja (Affinity Biologicals). El analisis densitométrico de las
inmunotransferencias de tipo Western permitié la cuantificaciéon de las diferentes especies de FX procesado de
manera correcta, denominadas FX de cadena pesada (HC) y FX de cadena ligera (LC), y especies de FX escindidas
de manera inadecuada, denominadas FX de cadena unica (SC) y FX de cadena ligera que contiene propéptido (PP-
LC).
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Para la cuantificacion de FX, se analizé el sobrenadante de cultivo celular con ELISA para determinar la
concentracion de FX y con el ensayo cromogénico de FXa usando el veneno de la vibora de Russell (RVV) como
activador para determinar la concentracion de FX activo. Se calibraron estos ensayos usando FX derivado de
plasma (Hifen Biomed). La actividad especifica se da en %, dividiendo la concentracion de FX activo entre la
concentracion de FX total multiplicado por 100. Para la cuantificacién de furina, se determiné la furina activa en un
ensayo fluorogénico de furina calibrado contra un material de referencia de furina (New England Biolabs).

Para el andlisis estadistico, se modelé el FX completamente procesado/FX total (%) como una funcién de la
concentracion de furina usando el modelo Ensx sobre los conjuntos de transfeccion de CHO-DG44 (A), los conjuntos
de transfeccion de CHO-S (B), y los clones derivados de células unicas de CHO-S (C). Se us6 este modelo para la
evaluacion estadistica de estudios dosis-respuesta. El modelo Ensx usa cuatro parametros (Eo, Emsx, DEso y n) para
modelar FX como una funcién de furina tal como sigue:

y=E;+ (" ¢ E;)/(DE"5p=x")

donde y se refiere a FX completamente procesado/FX total y x se refiere a la concentracion de furina. El parametro
Eo se refiere al efecto basal que corresponde a la respuesta cuando la concentracién de furina es cero, Emax al
maximo efecto atribuible a la concentracion de furina, DEso a la concentracién de furina que produce la mitad de
Emax, Y €l parametro n representa la pendiente (factor de Hill) que determina la pendiente de la curva.

Considerando que FX completamente procesado/FX total alcanza el 100% si la furina alcanza una gran
concentracion infinita, se modificé el modelo Emax @ una funcién con tres parametros que va a estimarse tal como
sigue;

y=Ep+ (" + (100-Eg)(DE"s = ")

Este modelo se ajustd a los datos teniendo en cuenta la variabilidad entre las tres lineas celulares diferentes usando
un modelo de efectos mezclados no lineal permitiendo a los parametros Eo y n variar entre las diferentes lineas
celulares modelando también estos dos parametros como efectos aleatorios.

Se realiz6 el diagnostico del modelo para validar el modelo aplicado. Se realizdé una comparacion del modelo Enmax
ajustado con el modelo nulo usando la prueba de la razén de probabilidad para determinar evidencia estadistica
para el modelo Emsx que estima el porcentaje de FX completamente procesado del FX total dependiendo de la
concentracion de furina.

Resultados

Se uso el sistema de expresion heterélogo basado en CHO para FX humano, que comprende conjuntos de
transfeccion de CHO-DG44 (A), conjuntos de transfeccion de CHO-S (B) y clones derivados de células uUnicas de
CHO-S (C), como base para estudiar el efecto de la expresion de furina sobre el procesamiento de FX humano
siguiendo diferentes estrategias de transfeccion. Los conjuntos de transfeccion, asi como los clones, expresaron de
manera adicional VKOR, que no tuvo impacto sobre el estudio.

Después de un periodo de incubacién de dos a tres dias de cultivo, se sometié el sobrenadante del cultivo celular a
una serie de andlisis, incluyendo analisis por inmunotransferencia de tipo Western en condiciones reductoras,
ensayo de la actividad de furina, ELISA y ensayo RVV (tabla 1). En promedio, los conjuntos y clones de CHO que
producen FX revelaron una actividad especifica para FX de mas del 50%, alcanzando de manera parcial el 100%
(tabla 1). Los analisis por inmunotransferencia de tipo Western mostraron que el FX recombinante se procesaba de
manera inadecuada a diferentes grados, tal como se muestra mediante dos formas de FX procesadas de manera
incompleta (es decir, la cadena ligera de FX que contiene propéptido y la cadena unica de FX), ademas de la
cadena ligera de FX libre de propéptido completamente procesada y la cadena pesada de FX (figura 4). Por medio
del analisis densitométrico de estas cuatro especies de FX, el porcentaje de FX completamente procesado, es decir,
la cadena ligera de FX mas la cadena pesada de FX en relacion al FX total, oscil6 entre el 30% y casi el 100% en
sobrenadantes de cultivo celular (tabla 1, figura 4). Ademas, no se observo preactivacion, que seria visible ya que la
banda de cadena pesada se acortdé por el tamafio del péptido de activacién que falta. Se evalué también si la
concentracion de furina secretada tenia influencia sobre el grado de FX procesado representando estos dos
parametros (figura 5). Tal como se muestra en la figura 5, solo el procesado parcial de FX es factible con
concentraciones bajas de furina secretada (<20 U/ml), mientras que niveles altos de furina secretada se
correlacionan con un mejor procesado de FX.
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Para entender la influencia de la furina sobre el procesamiento de FX y proporcionar un soporte estadistico de los
datos, se modelé el FX completamente procesado del FX total (%) como una funcién de la concentracion de furina
usando el modelo Emsx sobre las lineas celulares A, B y C (figura 6). Se proporcionan en las figuras 7A-D cuatro
graficos de diagnostico del modelo, que indican un buen ajuste del modelo a los datos. Una comparacion del modelo
Emax ajustado con el modelo nulo usando la prueba de la razén de probabilidad dio como resultado un valor de p
<0,0001, proporcionando evidencia estadistica para un porcentaje mayor de FX completamente procesado del FX
total dependiendo de una concentracion mayor de furina (figura 8), probandose de nuevo la validez de los datos.
Basandose en los analisis estadisticos, las concentraciones de furina estimadas que van a producirse por la linea
celular de produccion, tal como se detecta en el medio de cultivo celular junto con FX dando como resultado un FX
completamente procesado del FX total igual o mayor que el 90% e igual o mayor que el 95%, fueron de al menos
57 U/mly de al menos 96 U/ml, respectivamente (figura 9).

En resumen, los datos proporcionan un nivel minimo definido de furina secretada (al menos de 57 U/ml y al menos
de 96 U/ml) en el sobrenadante de cultivo celular que se requiere para el procesamiento de FX suficiente (igual o
mayor al 90% e igual o mayor al 95%).

En procesos biotecnoldgicos que expresan altos niveles de proteina recombinante, podria usarse la sobreexpresion
de furina para obtener zimégenos completamente procesados. Con la presente invencién, se proporciona por
primera vez un minimo definido de furina secretada garantizando para un procesamiento alto de FX (=57 U/ml para
lograr al menos el 90% de FX completamente procesado y =296 U/ml de furina para al menos el 95% de FX
completamente procesado). Este hallazgo es particularmente beneficioso para procesos de fermentacion que
expresan FX, FXa y variantes recombinantes de especies de animal y humano , donde el nivel de furina podria
usarse como un indicador para el procesamiento adecuado de la proteina precursora de FX, y como diana para la
linea celular y el desarrollo del procedimiento.

A menos que se indique lo contrario, todos los nimeros que expresan cantidades de componentes, propiedades
tales como peso molecular, condiciones de reaccion, y etc., usados en la memoria descriptiva y en las
reivindicaciones deben entenderse como para modificarse en todas las instancias por el término “aproximadamente”.
Tal como se usa en el presente documento, los términos “aproximadamente” y “de manera aproximada” significan
dentro del 10 al 15%, preferiblemente dentro del 5 al 10%. Por consiguiente, a menos que se indique lo contrario, los
parametros numéricos establecidos en la memoria descriptiva y en las reivindicaciones adjuntas son aproximaciones
que pueden variar dependiendo de las propiedades deseadas buscadas que van a obtenerse mediante la presente
invencion. Como minimo, y no como un intento de limitar la solicitud de la doctrina de equivalentes al alcance de las
reivindicaciones, cada parametro numérico debe interpretarse al menos a la luz del nimero de digitos significativos
informado y aplicando técnicas de redondeo habituales. A pesar de que los intervalos numéricos y los parametros
que establecen el amplio alcance de la invencién son aproximaciones, los valores numéricos establecidos en los
ejemplos especificos se informan de una manera tan precisa como sea posible. Cualquier valor numérico, sin
embargo, contiene de manera inherente determinados errores que resultan necesariamente de la desviacion
estandar encontrada en sus respectivas mediciones de prueba.

Los términos “un”, “uno/una”, “el/los” y referentes similares usados en el contexto de describir la invencion
(especialmente en el contexto de las siguientes reivindicaciones) se interpretan para cubrir tanto el singular como el
plural, a menos que se indique lo contrario en el presente documento o claramente se contradiga por el contexto. La
enumeraciéon de intervalos de valores en el presente documento se pretende que simplemente sirva como un
método abreviado de referirse de manera individual a cada valor por separado que se encuentre dentro del intervalo.
A menos que se indique lo contrario en el presente documento, cada valor individual se incorpora en la memoria
descriptiva como si se enumerara de manera individual en el presente documento. Todos los métodos descritos en
el presente documento pueden realizarse en cualquier orden adecuado a menos que se indique lo contrario en el
presente documento o de otro modo claramente se contradiga por el contexto. El uso de cualquiera y de todos los
ejemplos, o expresion a modo de ejemplo (por ejemplo, “tal como”) proporcionado en el presente documento se
pretende que simplemente ilumine mejor la invencién y no plantee una limitacién en el alcance de la invencion que
reivindique lo contrario. No debe interpretarse ninguna expresidon en la memoria descriptiva como que indica
cualquier elemento no reivindicado esencial para la practica de la invencion.

Las agrupaciones de elementos o realizaciones alternativos de la invencion divulgada en el presente documento no
deben interpretarse como limitaciones. Cada miembro del grupo podria referirse a y reivindicarse de manera
individual o en cualquier combinacién con otros miembros del grupo u otros elementos encontrados en el presente
documento. Se anticipa que uno o mas miembros de un grupo podrian incluirse en, o eliminarse de, un grupo por
razones de conveniencia y/o patentabilidad. Cuando se produzca cualquier tal inclusién o delecion, la memoria
descriptiva se considera que contiene el grupo como modificado, cumpliendo asi la descripcion escrita de todos los
grupos Markush usados en las reivindicaciones adjuntas.

Se describen determinadas realizaciones de esta invencion en el presente documento, incluyendo el mejor modo

conocido por los inventores para llevar a cabo la invencion. Por supuesto, se haran evidentes variaciones en estas
realizaciones descritas para los expertos habituales en la técnica al leer la descripcion anterior. El inventor cuenta
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con expertos en la técnica para emplear tales variaciones de manera apropiada, y los inventores pretenden que la
invencion se practique de otra manera que la especificamente descrita en el presente documento. Por consiguiente,
esta invencion incluye todas las modificaciones y equivalentes del contenido enumerado en las reivindicaciones
adjuntas a cuyo efecto tal como se permite por la ley aplicable. Ademas, cualquier combinacion de los elementos
descritos anteriormente en todas las variaciones posibles de los mismos se abarca por la invencién a menos que se
indique lo contrario en el presente documento o claramente se contradiga por el contexto.

Podran limitarse ademas las realizaciones especificas divulgadas en el presente documento en las reivindicaciones
usando que consiste en 0 que consiste esencialmente en como expresion. Cuando se usa en las reivindicaciones, si
se presenta o se afiade por enmienda, el término de transicion “que consiste en” excluye cualquier elemento, etapa
o componente no especificado en las reivindicaciones. El término de transicidon “que consiste esencialmente en”
limita el alcance de una reivindicacién a los materiales o etapas especificados y a aquellos que no afectan
materialmente la(s) caracteristica(s) basica(s) y nueva(s). Las realizaciones de la invencion asi reivindicadas se
describen y se permiten de manera inherente o expresamente en el presente documento.

Para concluir, debe entenderse que las realizaciones de la invencion divulgada en el presente documento son
ilustrativas de los principios de la presente invencion.

Listado de secuencias

<110> Baxalta GmbH
Baxalta Incorporated

<120> Produccion de factor X funcional y completamente procesado en un sistema de expresion de mamifero que
secreta furina

<130> Documento W0O3724526.00092

<150> US62/036.438
<151> 12-08-2014

<160> 4

<170> PatentIn versién 3.5
<210>1

<211> 7981

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Vector de expresion de RCL.012-74.pD3H-furina

<400> 1
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cgggttegge

18

ccgccacage
gcagggctge
gtgctggtct
ggggtgaagg
gcectggcagg
gcctttatca
gcctegactg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
agcgeggcegg
cccgctectt
gctctaaatc
aaaaaacttg
cgcectttga
acactcaacc
tattggttaa
tgtgtcagtt
atgcatctca
agtatgcaaa
atccecgececece
tttatttatg
ggcttttttg
ggatctgatc
ctgatcgaaa
cgtgettteca
gatggtttet
ccggaagtge
gcacagggtg
gtcgeggagg

ccatteggac

agcagccacc
tgcccetcaca
tecgtcactgt
tgtacaccat
aggagtgccce
aagaccagag
tgcettetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggg
gtgtggtggt
tegetttett
ggggcatccce
attagggtga
cgttggagtce
ctatcteggt
aaaatgagct
agggtgtgga
attagtcagc
gcatgcatct
taactccgce
cagaggccga
gaggcctagg
agcacgtgat
agttcgacag
gcttegatgt
acaaagatcg
ttgacattgg
tcacgttgca
ccatggatge

cgcaaggaat

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3900

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800

4860

4920



cggtcaatac
ctggcaaact
gatgctttgg
caacaatgtc
gttcggggat
tatggagcag
gcteegggeg
caatttecgat
cgggactgtc
tgtagaagta
atagcacgtg
aatcgttttce
cttegeccac
cacaaatttc
catcaatgta
atggtcatag
agccggaagce
tgcgttgege
aatcggccaa
cactgactcg
ggtaatacgg
ccagcaaaag
cccecctgac
actataaaga
cctgeegett
atgctcacge
gcacgaaccc
caacccggta
agcgaggtat
tagaaggaca

tggtagctct

actacatggc
gtgatggacg
gccgaggact
ctgacggaca
tcccaatacg
cagacgcgct
tatatgctcc
gatgcagcectt
gggcgtacac
ctcgecgata
ctacgagatt
cgggacgccg
cccaacttgt
acaaataaag
tcttatcatg
ctgtttecctg
ataaagtgta
tcactgceceeg
cgcgcgggga
ctgecgetegg
ttatccacag
gccaggaacc
gagcatcaca
taccaggcgt
accggatacc
tgtaggtatc
cccgttcage
agacacgact
gtaggcggtg
gtatttggta

tgatccggca

ES 2742 724 T3

gtgatttcat
acaccgtcag
gccccgaagt
atggccgceat
aggtcgeccaa
acttcgagcg
gcattggtct
gggcgcaggyg
aaatcgcceceg
gtggaaaccg
tcgattccac
gctggatgat
ttattgcage
cattttttte
tctgtatacce
tgtgaaattg
aagcctgggyg
cttteccagte
gaggcggttt
tcgttecgget
aatcagggga
gtaaaaaggc
aaaatcgacg
ttcecectgg
tgtcegecett
tcagtteggt
ccgaccgctg
tatcgccact
ctacagagtt
tctgegetet

aacaaaccac

atgcgegatt
tgcgtceegte
ccggecacctce
aacagcggtc
catcttectte
gaggcatccg
tgaccaactc
tcgatgecgac
cagaagcgcg
acgccccagce
cgccgectte
cctececagege
ttataatggt
actgcattct
gtcgacctet
ttatcegcete
tgcctaatga
gggaaacctg
gcgtattggg
gcggcgageg
taacgcagga
cgcgttgetg
ctcaagtcag
aagctccctc
tctcectteg
gtaggtcgtt
cgccttatce
ggcagcagcc
cttgaagtgg
gctgaagcca

cgctggtage

19

gctgatccece
gcgcaggcte
gtgcacgcgg
attgactgga
tggaggccgt
gagcttgcag
tatcagagct
gcaatcgtce
gcecgtcectgga
actcgtccga
tatgaaaggt
ggggatctca
tacaaataaa
agttgtggtt
agctagagct
acaattccac
gtgagctaac
tecgtgecage
cgctcttcecg
gtatcagctc
aagaacatgt
gcgtttttee
aggtggcgaa
gtgegectcte
ggaagegtgg
cgctceccaage
ggtaactatc
actggtaaca
tggcctaact
gttaccttcg

ggtggttttt

atgtgtatca
tcgatgagcet
atttcggcectce
gcgaggcgat
ggttggcttg
gatcgcegeg
tggttgacgg
gatccggage
ccgatggetg
gggcaaagga
tgggcttcgg
tgctggagtt
gcaatagcat
tgtccaaact
tggcgtaatc
acaacatacg
tcacattaat
tgcattaatg
cttcctcgcet
actcaaaggc
gagcaaaagg
ataggctccg
acccgacagg
ctgttcecgac
cgctttctceca
tgggctgtgt
gtcttgagtc
ggattagcag
acggctacac
gaaaaagagt

ttgtttgcaa

4980

5040

5100

5160

5220

5280

5340

5400

5460

5520

5580

5640

5700

5760

5820

5880

5940

6000

6060

6120

6180

6240

6300

6360

6420

6480

6540

6600

6660

6720

6780
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20

gcagcagatt acgcgcagaa aaaaaggatc tcaagaagat cctttgatct tttctacggg 6840
gtctgacget cagtggaacg aaaactcacg ttaagggatt ttggtcatga gattatcaaa 6900
aaggatcttc acctagatcc ttttaaatta aaaatgaagt tttaaatcaa tctaaagtat 6960
atatgagtaa acttggtctg acagttacca atgcttaatc agtgaggcac ctatctcage 7020
gatctgtcta tttcgttcat ccatagttge ctgactccce gtecgtgtaga taactacgat 7080
acgggagggc ttaccatctg gccccagtge tgcaatgata ccgcgagacc cacgctcacce 7140
ggctccagat ttatcagcaa taaaccagcc agccggaagg gccgagcgca gaagtggtcce 7200
tgcaacttta tccgectcca tccagtctat taattgttge cgggaagcta gagtaagtag 7260
ttcgeccagtt aatagtttge gcaacgttgt tgccattget acaggcatcg tggtgtcacg 7320
ctegtegttt ggtatggett cattcagetce cggttcccaa cgatcaagge gagttacatg 7380
atcccccatg ttgtgcaaaa aagcggttag cteccttcecggt cctceccecgatcg ttgtcagaag 7440
taagttggcc gcagtgttat cactcatggt tatggcagca ctgcataatt ctcttactgt 7500
catgccatcec gtaagatgct tttctgtgac tggtgagtac tcaaccaagt cattctgaga 7560
atagtgtatg cggcgaccga gttgctcttg ccecggegtca atacgggata ataccgegece 7620
acatagcaga actttaaaag tgctcatcat tggaaaacgt tcttcggggc gaaaactctce 7680
aaggatctta ccgctgttga gatccagttc gatgtaacce actcgtgcac ccaactgatc 7740
ttcagcatct tttactttca ccagegtttec tgggtgagca aaaacaggaa ggcaaaatgce 7800
cgcaaaaaag ggaataaggg cgacacggaa atgttgaata ctcatactct tcctttttca 7860
atattattga agcatttatc agggttattg tctcatgage ggatacatat ttgaatgtat 7920
ttagaaaaat aaacaaatag gggttccgcg cacatttcce cgaaaagtgc cacctgacgt 7980
c 7981

<210> 2

<211> 2385

<212> ADN

<213> Homo sapiens

<400> 2
atggagctga ggccctggtt gctatgggtg gtagcagcaa caggaacctt ggtcctgeta 60
gcagctgatg ctcagggcca gaaggtcttc accaacacgt gggctgtgeg catccctgga 120
ggcccagegg tggccaacag tgtggcacgg aagcatgggt tcctcaacct gggeccagatce 180
ttcggggact attaccactt ctggcatcga ggagtgacga agcggtccct gtcgectcac 240
cgcccgegge acagceccggct gcagagggag cctcaagtac agtggectgga acagcaggtg 300
gcaaagcgac ggactaaacg ggacgtgtac caggagccca cagaccccaa gtttcctcag 360
cagtggtacc tgtctggtgt cactcagecgg gacctgaatg tgaaggcggc ctgggcgcag 420



ggctacacag
ccggacttgg
gacccccagce
gaagtggctg
attggagggg
ggcctgaacc
aagacagtgg
ggccgagggyg
gacagctgca
acgcagtttg
tacagcagtg
acggagtctc
accctggagg
tcgaagccag
agccactcat
tggaccacag
atcgggaaac
atcactcggc
ctggececatce
catgactact
gaggatccct
gggacgctga
cctccagaaa
gaaggcttcet
caagtccteg
tgcgeccect
agctgecccca
agcagccgag
gggcaacggc
agctgcgect
ggctttagtt

gggctgecece

¢ggggcgaga

ggcacggcat
caggcaatta
cteggtacac
cggtggeccaa
tgcgcatget
ccaaccacat
atgggccagce
ggctgggete
actgcgacgg
gcaacgtgcc
gcaaccagaa
acacgggcac
ccaataagaa
cccacctcaa
atggctacgg
tggcccececa
ggctcgaggt
tggagcacgc
acctggtcag
ccgcagatgg
ctggcgagtg
ccaagttcac
gcagtggctg
ccctgcacca
atacgcacta
gccacgcctc
gccacgecte
agtcececegece
tgcgggcagg
tcatcgtget

ttecggggggt

ctgaagccetg

ES 2742 724 T3

tgtggtctee
tgatcctggg
acagatgaat
caacggtgtce
ggatggcgag
ccacatctac
ccgectegece
catctttgte
ctacaccaac
gtggtacagc
tgagaagcag
ctcageectcet
cctcacatgg
tgccaacgac
gcttttggac
gcggaagtge
gcggaagacc
tcaggcgcgg
cccecatggge
gtttaatgac
ggtcctagag
cctcgtactc
caagaccctce
gaagagctgt
tagcaccgag
atgtgccaca
cttggacccet
acagcagcag
gctgetgece
ggtcttegtce
gaaggtgtac

gcaggaggag

ggaccgectt tatcaaagac

attctggacg
gccagttttg
gacaacaggc
tgtggtgtag
gtgacagatg
agtgccagcet
gaggaggcct
tgggcctcgg
agtatctaca
gaggcctgcect
atcgtgacga
gcececcettag
cgggacatgce
tgggccacca
gcaggcgcca
atcatcgaca
gtgaccgegt
ctcaccctgt
acccgcteca
tgggccttea
attgaaaaca
tatggcaccg
acgtccagtce
gtccagcact
aatgacgtgg
tgccagggge
gtggagcaga
ccacctegge
tcacacctge
actgtcttcc
accatggacc
tgcecegtetg

cagagegeee

21

atggcatcga
atgtcaatga
acggcacacg
gtgtggccta
cagtggaggc
ggggccccga
tettecgtgg
ggaacggggyg
cgctgtccat
cgtccacact
ctgacttgcg
cageceggceat
aacacctggt
atggtgtggg
tggtggececcet
tcctcacega
gcectgggega
cctataatcg
ccetgetgge
tgacaactca
ccagcgaagc
cccectgaggg
aggcctgtgt
gcectecagg
agaccatccg
cggccctgac
cttgetececeg
tgcecececcgga
ctgaggtggt
tggtcctgea
gtggcctcat
actcagaaga

tctga

gaagaaccac
ccaggaccct
gtgtgcgggg
caacgcccge
acgctcgetg
ggatgacggc
ggttageccag
ccgggaacat
cagcagcgcec
ggccacgacc
gcagaagtgce
cattgectcte
ggtacagacc
ccggaaagtg
ggcccagaat
gcccaaagac
gcccaaccac
ccgtggcgac
agccaggcca
ttecectgggat
caacaactat
gctgcccgta
ggtgtgcgag
cttegececee
ggccagegte
agactgcctc
gcaaagccag
ggtggaggcyg
ggccggecte
gctgegetcet
ctcctacaag

ggacgagggc

480

540

600

660

720

780

840

900

960
1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340

2385



<210>3
<211> 794

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Met

1

Leu

Thr

Ala

Tyr

65

Arg

Glu

Pro

Gln

His

145

Pro

Asp

Arg

Glu

Val

Trp

Arg

50

His

Pro

Gln

Thr

Arg

130

Gly

Asp

Gln

His

Leu

Leu

Ala

35

Lys

Phe

Arg

Gln

Asp

115

Asp

Ile

Leu

Asp

Gly
195

Arg

Leu

20

Val

His

Trp

His

Val

100

Pro

Leu

Val

Ala

Pro

180

Thr

Pro

Ala

Arg

Gly

His

Ser

85

Ala

Lys

Asn

Val

Gly

165

Asp

Arg

Trp

Ala

Ile

Phe

Arg

70

Arg

Lys

Phe

Val

Ser

150

Asn

Pro

Cys

Leu

Asp

Pro

Leu

55

Gly

Leu

Arg

Pro

Lys

135

Ile

Tyr

Gln

Ala
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Leu

Ala

Gly

40

Asn

Val

Gln

Arg

Gln

120

Ala

Leu

Asp

Pro

Gly
200

Trp

Gln

25

Gly

Leu

Thr

Arg

Thr

105

Gln

Ala

Asp

Pro

Arg

185

Glu

Val

10

Gly

Pro

Gly

Lys

Glu

90

Lys

Trp

Trp

Asp

Gly

170

Tyr

Val

22

Val

Gln

Ala

Gln

Arg

75

Pro

Arg

Tyr

Ala

Gly

155

Ala

Thr

Ala

Ala

Lys

Val

Ile

60

Ser

Gln

Asp

Leu

Gln

140

Ile

Ser

Gln

Ala

Ala

Val

Ala

45

Phe

Leu

Val

Val

Ser

125

Gly

Glu

Phe

Met

Val
205

Thr

Phe

30

Asn

Gly

Ser

Gln

Tyr

110

Gly

Tyr

Lys

Asp

Asn

190

Ala

Gly

15

Thr

Ser

Asp

Pro

Trp

95

Gln

Val

Thr

Asn

Val

175

Asp

Asn

Thr

Asn

Val

Tyr

His

80

Leu

Glu

Thr

Gly

His

160

Asn

Asn

Asn



Gly

Arg

225

Gly

Glu

Ala

Phe

Cys

305

Thr

Leu

Thr

Ala

Asn

385

Ser

Gly

Ala

Lys

Val

210

Met

Leu

Asp

Phe

Val

290

Asp

Gln

Ala

Thr

Ser

370

Lys

Lys

Arg

Met

Cys
450

Cys

Leu

Asn

Asp

Phe

275

Trp

Gly

Phe

Thr

Asp

355

Ala

Asn

Pro

Lys

val

435

Ile

Gly

Asp

Pro

Gly

260

Arg

Ala

Tyr

Gly

Thr

340

Leu

Pro

Leu

Ala

val

420

Ala

Ile

Val

Gly

Asn

245

Lys

Gly

Ser

Thr

Asn

325

Tyr

Arg

Leu

Thr

His

405

Ser

Leu

Asp

Gly

Glu

230

His

Thr

val

Gly

Asn

310

Val

Ser

Gln

Ala

Trp

390

Leu

His

Ala

Ile

Val

215

Val

Ile

vVal

Ser

Asn

295

Ser

Pro

Ser

Lys

Ala

375

Arg

Asn

Ser

Gln

Leu
455
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Ala

Thr

His

Asp

Gln

280

Gly

Ile

Trp

Gly

Cys

360

Gly

Asp

Ala

Tyr

Asn

440

Thr

Tyr

Asp

Ile

Gly

265

Gly

Gly

Tyr

Tyr

Asn

345

Thr

Ile

Met

Asn

Gly

425

Trp

Glu

Asn

Ala

Tyr

250

Pro

Arg

Arg

Thr

Ser

330

Gln

Glu

Ile

Gln

Asp

410

Tyr

Thr

Pro

Ala

Val

235

Ser

Ala

Gly

Glu

Leu

315

Glu

Asn

Ser

Ala

His

395

Trp

Gly

Thr

Lys

23

Arg

220

Glu

Ala

Arg

Gly

His

300

Ser

Ala

Glu

His

Leu

380

Leu

Ala

Leu

Val

Asp
460

Ile

Ala

Ser

Leu

Leu

285

Asp

Ile

Cys

Lys

Thr

365

Thr

Val

Thr

Leu

Ala

445

Ile

Gly

Arg

Trp

Ala

270

Gly

Ser

Ser

Ser

Gln

350

Gly

Leu

Val

Asn

Asp

430

Pro

Gly

Gly

Ser

Gly

255

Glu

Ser

Cys

Ser

Ser

335

Ile

Thr

Glu

Gln

Gly

415

Ala

Gln

Lys

Val

Leu

240

Pro

Glu

Ile

Asn

Ala

320

Thr

Val

Ser

Ala

Thr

400

Val

Gly

Arg

Arg



Leu

465

Tle

Arg

Ser

Asn

Gly

545

Gly

Gly

Ser

Ser

Thr

625

Cys

Thr

Gln

Gln

Arg
705

Glu

Thr

Arg

Thr

Asp

530

Glu

Thr

Leu

Gln

Cys

610

His

Ala

Asp

Thr

Gln

690

Ala

Val

Arg

Gly

Leu

515

Trp

Trp

Leu

Pro

Ala

595

val

Tyr

Pro

Cys

Cys

675

Pro

Gly

Arg

Leu

Asp

500

Leu

Ala

vVal

Thr

val

580

Cys

Gln

Ser

Cys

Leu

660

Ser

Pro

Leu

Lys

Glu

485

Leu

Ala

Phe

Leu

Lys

565

Pro

Val

His

Thr

His

645

Ser

Arg

Arg

Leu

Thr

470

His

Ala

Ala

Met

Glu

550

Phe

Pro

val

Cys

Glu

630

Ala

Cys

Gln

Leu

Pro
710

Val

Ala

Ile

Arg

Thr

535

Ile

Thr

Glu

Cys

Pro

615

Asn

Ser

Pro

Ser

Pro

695

Ser
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Thr

Gln

His

Pro

520

Thr

Glu

Leu

Ser

Glu

600

Pro

Asp

Cys

Ser

Gln

680

Pro

His

Ala

Ala

Leu

505

His

His

Asn

Val

Ser

585

Glu

Gly

Val

Ala

His

665

Ser

Glu

Leu

Cys

Arg

490

Val

Asp

Ser

Thr

Leu

570

Gly

Gly

Phe

Glu

Thr

650

Ala

Ser

val

Pro

Leu

475

Leu

Ser

Tyr

Trp

Ser

555

Tyr

Cys

Phe

Ala

Thr

635

Cys

Ser

Arg

Glu

Glu
715

24

Gly

Thr

Pro

Ser

Asp

540

Glu

Gly

Lys

Ser

Pro

620

Ile

Gln

Leu

Glu

Ala

700

Val

Glu

Leu

Met

Ala

525

Glu

Ala

Thr

Thr

Leu

605

Gln

Arg

Gly

Asp

Ser

685

Gly

Val

Pro

Ser

Gly

510

Asp

Asp

Asn

Ala

Leu

590

His

val

Ala

Pro

Pro

670

Pro

Gln

Ala

Asn

Tyr

495

Thr

Gly

Pro

Asn

Pro

575

Thr

Gln

Leu

Ser

Ala

655

vVal

Pro

Arg

Gly

His

480

Asn

Arg

Phe

Ser

Tyr

560

Glu

Ser

Lys

Asp

Val

640

Leu

Glu

Gln

Leu

Leu
720
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15

20

25

Ser

Gln

Asp

Glu

Thr
785

<210>
<211>

<212> PRT

Cys

Leu

Arg

Glu
770

Ala

4
4

Ala

Arg

Gly

755

Cys

Phe

Phe

Ser

740

Leu

Pro

Ile

Ile

725

Gly

Ile

Ser

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

Val

Phe

Ser

Asp

Asp
790

Leu

Ser

Tyr

Ser

775

Gln

ES 2742 724 T3

Val

Phe

Lys

760

Glu

Ser

Phe

Arg

745

Gly

Glu

Ala

<223> Sitio de reconocimiento de consenso de furina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (2)..(2)
<223> X es cualquier aminoacido, o no aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)
<223> X es lisina o arginina

<400>

Arg Xaa Xaa Arg

1

4

Val

730

Gly

Leu

Asp

Leu

25

Thr

Vval

Pro

Glu

Val Phe Leu Val Leu
735

Lys Val Tyr Thr Met
750

Pro Glu Ala Trp Gln
765

Gly Arg Gly Glu Arg
780
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10.

11.

12.
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REIVINDICACIONES
Célula transformada que comprende:

una primera secuencia de nucleétidos que codifica para una furina humana, tal que la célula transformada
expresa y secreta furina funcional en un sobrenadante de cultivo; en la que la furina se secreta a una
concentracion de 50 U/ml a 300 U/ml en el sobrenadante de cultivo después del cultivo durante de 36 a
78 horas, y

una segunda secuencia de nucledtidos que codifica para un factor X.

Célula transformada segun la reivindicacion 1, en la que la primera secuencia de nucleétidos que codifica
para la furina humana y la segunda secuencia de nucledtidos que codifica para el factor X estan en
diferentes vectores de expresion o en el mismo vector de expresion.

Célula transformada segun la reivindicacion 2, en la que el vector de expresion es un vector viral o un vector
no viral.

Célula transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en la que la furina funcional se
secreta a una concentracion de al menos de 50 a 60 U/ml en el sobrenadante de cultivo, preferiblemente en
la que la furina funcional se secreta a una concentracion de al menos de aproximadamente 90 a
aproximadamente 100 U/ml en el sobrenadante de cultivo.

Célula transformada segun la reivindicaciéon 4, en la que al menos el 90% del factor X producido por la
célula transformada esta completamente procesado, preferiblemente en la que al menos el 95% del factor X
producido por la célula transformada esta completamente procesado.

Célula transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, en la que la célula se genera a partir
de una linea celular seleccionada del grupo que consiste en células de ovario de hamster chino (CHO),
células de rifion de embrién humano, células de rifion de primate, fibroblastos y células de mieloma de
raton.

Célula transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-6, que ademas comprende un acido
nucleico que codifica para una vitamina K epoxido reductasa (VKOR) humana.

Método de preparar una proteina recombinante que comprende:

transfectar una linea celular adecuada para la expresién de proteinas de mamifero con un primer vector
de expresion adaptado para la expresion de furina humana por la linea celular, y un segundo vector de
expresion adaptado para la expresion de una proteina por la linea celular, y en el que el segundo vector
de expresion incluye una secuencia de nucleotidos que codifica para un factor X;

en el que la linea celular transfectada con el primer y el segundo vector de expresion expresa y secreta
una furina humana funcional a una concentracion de 50 U/ml a 300 U/ml en el sobrenadante de cultivo
después del cultivo durante de 36 a 78 horas, preferiblemente a una concentracion de aproximadamente
300 U/ml en el sobrenadante de cultivo después del cultivo durante de 42 a 72 horas.

Método segun la reivindicacion 8, en el que la linea celular se transfecta con el primer vector de expresion y
el segundo vector de expresion sustancialmente de manera simultanea.

Método segun la reivindicacion 8, en el que la linea celular se transfecta con el primer vector de expresion y
se obtienen células que secretan niveles estables de furina antes de transfectar la linea celular con el
segundo vector de expresion, o en el que la linea celular se transfecta con el segundo vector de expresion y
se obtienen células que secretan niveles estables de la proteina antes de transfectar la linea celular con el
primer vector de expresion.

Método de producir factor X completamente procesado y maduro, que comprende cultivar la célula
transformada segun una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 para producir el factor X completamente
procesado y maduro a partir del sobrenadante de cultivo.

Método de producir la célula transformada segun la reivindicacion 1, comprendiendo el método transfectar
una linea celular adecuada para la expresién de proteina de mamifero con un vector de expresion que
incluye una primera secuencia de nucledtidos que codifica para un polipéptido de furina humana y una
segunda secuencia de nucleétidos que codifica para un factor X, y seleccionar una célula transformada que
expresa y secreta una furina humana funcional a una concentracion de 50 a 300 U/ml en el sobrenadante
de cultivo después del cultivo durante de 36 a 78 horas, preferiblemente a una concentracion de
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aproximadamente 300 U/ml en el sobrenadante de cultivo después del cultivo durante de 42 a 72 horas.
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Erros residual frente a predicho
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Errores residuales frente a lineas celulares
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