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DESCRIPCION
Antidotos para inhibidores del factor Xa y procedimientos de uso de los mismos
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere al uso de derivados del factor Xa (fXa) que tienen actividad procoagulante intrinseca
reducida o carecen de ella pero también son capaces de unirse a y/o neutralizar inhibidores de fXa actuando de este
modo como antidotos para anticoagulantes dirigidos a fXa.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

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

Los pares anticoagulante-antidoto disponibles actualmente para sobreanticoagulacion son heparina - protamina y
warfarina - vitamina K. Plasma fresco congelado y factor Vila recombinante (rfVIla) también se han usado como
antidotos inespecificos en pacientes en tratamiento con heparina de bajo peso molecular, que padecen traumatismo
grave o hemorragia grave. (Lauritzen, B. y col., Blood, 2005, 607A-608A). También se describen fragmentos de
protamina (patente de Estados Unidos N.° 6.624.141) y pequefios péptidos sintéticos (patente de Estados Unidos N.°
6.200.955) como heparina o antidotos de heparina de bajo peso molecular; y muteinas de trombina (patente de
Estados Unidos N.° 6.060.300) como antidotos para inhibidor de trombina. Intermedios y derivados de protrombina se
han descrito como antidotos para hirudina y trombina sintética (patentes de Estados Unidos N.° 5.817.309 y
6.086.871).

Una forma prometedora de terapia anticoagulante se dirige al factor Xa (fXa), y de hecho, varios inhibidores de fXa
directos estan actualmente en diferentes fases de desarrollo clinico para uso en terapia anticoagulante. Muchos de
estos son moléculas pequefias. Aunque estos nuevos inhibidores de fXa se muestran prometedores para el
tratamiento, aun se necesitan antidotos especificos y eficaces. En el caso de sobreanticoagulacién o requisito de
cirugia en pacientes tratados con estos inhibidores de fXa, puede requerirse un agente para neutralizar
sustancialmente el inhibidor o inhibidores de fXa administrados y restaurar la hemostasia normal.

Los agentes disponibles actualmente, tales como el factor Vlla recombinante (rfVlla), estdn mecanicamente limitados
y son inespecificos para la inversion de inhibidores de fXa y, por lo tanto, opciones mejoradas para el facultativo son
altamente deseables. En estudios en ser humano, rfVlla se ha usado para invertir el efecto de inhibidores de fXa
dependientes de antitrombina IIl indirectos, tales como fondaparinux e idraparinux (Bijsterveld, NR y col., Circulation,
2002, 106: 2550-2554; Bijsterveld, NR y col., British J. of Haematology, 2004(124): 653-658). El mecanismo de accion
del factor Vlla (fVIla) es actuar con el factor tisular para convertir el factor X (fX) presente en la circulacion sanguinea
en fXa para restaurar la hemostasia normal el pacientes. Este modo de accién dicta necesariamente que la
concentracion potencial mas elevada de fXa que podria alcanzarse para neutralizar inhibidores de fXa dirigidos al sitio
activo esta limitada por la concentracion plasmatica circulante de fX. Por lo tanto, el potencial de usar rfVlla para
invertir el efecto de inhibidores de fXa directos esta mecanicamente limitado. Dado que la concentracion plasmatica
circulante de fX es 150 nanomolar (“nM"), la cantidad maxima de fXa producida por este modelo seria de 150 nM. Por
lo tanto, el potencial de uso de rfVIla para invertir el efecto de inhibidores de fXa directos estd mecanicamente limitado.
Las concentraciones terapéuticas descritas de inhibidores de fXa de molécula pequefia tales como rivaroxaban han
sido mayores (aproximadamente 600 nM, Kubitza D, y col., Eur. J. Clin. Pharmacol., 2005, 61: 873-880) que la cantidad
potencial de fXa generada por rfVila. El uso de rfVlla para la inversion de niveles terapéuticos o supraterapéuticos de
anticoagulacién mediante inhibidor de fXa proporcionaria, por lo tanto, niveles inadecuados de eficacia. Tal como se
muestra en la figura 4, el uso de rfVlla tiene un efecto limitado en la neutralizacion de la actividad anticoagulante de
un inhibidor del factor Xa betrixaban (descrito a continuacion). El fVila recombinante mostraba una actividad de
antidoto sensible a la dosis de 50 nM a 100 nM, pero el efecto se estabilizaba entre 100 nM y 200 nM, indicando que
su efecto de antidoto esta limitado por factores diferentes de su concentracion. En todas las concentraciones de rfVila
ensayadas, betrixaban seguia mostrando una inhibicion en respuesta a la dosis de fXa, hasta aproximadamente el
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75% de inhibicién a una concentracién de 250 nM. Esta observacion es coherente con el mecanismo de accién
propuesto de fVila. Esto también esta apoyado por estudios que muestran que rfVila no invertia completamente el
efecto inhibidor of fondaparinux sobre los parametros de generacién de trombina y activacién de protrombina.
(Gerotiafas, GT, y col., Thrombosis & Haemostasis 2204(91): 531-537).

El fXa activo exdgeno no puede administrarse directamente a un sujeto de una manera similar a rfVila. A diferencia
de rfVlla, que tiene una muy baja actividad procoagulante en ausencia de su cofactor, el factor tisular, el fXa nativo es
una potente enzima y tiene un riesgo potencial de causar trombosis. Por lo tanto, el uso de rfVlla o fXa activo como
antidoto para una terapia anticoagulante de fXa presenta desventajas.

Por lo tanto, existe una necesidad de agentes antidoto mejorados que no causen trombosis no deseada y que sean
eficaces en neutralizar sustancialmente la actividad anticoagulante de un inhibidor de fXa en caso de una sobredosis
del inhibidor de fXa o en caso de que sea necesario restaurar la hemostasia normal para prevenir o detener una
hemorragia.

RESUMEN DE LA INVENCION

Se ha descubierto ahora que la administracién de derivados modificados de proteinas de fXa son Utiles como antidotos
para anticoagulantes dirigidos a fXa. Los derivados modificados de proteinas de fXa no compiten con fXa para
ensamblarse en el complejo de protrombinasa, sino que en su lugar se unen a y/o neutralizan sustancialmente los
anticoagulantes, tales como inhibidores de fXa. Los derivados Utiles como antidotos se modifican para reducir o
eliminar actividades procoagulante y anticoagulante intrinsecas, mientras conservan la capacidad de unirse a los
inhibidores. Se contempla que los derivados de la divulgacion pueden incluir modificar el sitio activo, o cambiar o
eliminar todo el dominio Gla de fXa, o diversas combinaciones de los mismos. Se contempla, ademas, que la
modificacién del dominio Gla reduce o elimina el efecto anticoagulante del derivado de fXa sobre la hemostasia normal,
debido a que se sabe que un fXa de longitud completa modificado en el sitio activo es un anticoagulante.

Se contempla, ademas, que modificar el dominio EGF (delecionando o sustituyendo el dominio EGF1, EGF2, o ambos
EGF1 y EGF2) del fXa proporciona un derivado Util para los procedimientos de esta divulgacion. La modificacion del
dominio EGF puede realizarse en solitario o ademas de la modificacion del dominio Gla.

El derivado conserva las caracteristicas estructurales necesarias para unirse al anticoagulante (o inhibidor de fXa)
dirigido a fXa. Mediante la unién del derivado, directa o indirectamente, al inhibidor, el inhibidor es sustancialmente
neutralizado.

En un aspecto, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un transportador y un
polipéptido para uso en terapia donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos un
80% de homologia con la SEQ ID NO. 12, donde el polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida;
(i) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa; y
(iif) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa.

En un segundo aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un transportador y
un polipéptido bicatenario para uso en terapia donde el polipéptido bicatenario comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ ID NO. 13, donde el polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida;
(i) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa; y
(iif) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa.

En un tercer aspecto, la invencién proporciona una composicién farmacéutica que comprende un transportador y un
polipéptido para uso en terapia donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el
80% de homologia con la SEQ ID NO. 15, y que no incluye una cadena ligera de factor Xa pero contiene un dominio
catalitico de serina proteasa presente en la cadena pesada, donde el polipéptido (i) tiene actividad catalitica reducida;
y (ii) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa.

En un cuarto aspecto, la invencion proporciona una composicion farmacéutica que comprende un transportador y un
polipéptido para uso en terapia donde el polipéptido comprende un fragmento de cadena ligera de fXa que tiene la
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secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO.14 y un fragmento de cadena pesada de fXa que tiene la secuencia de
aminoacidos de la SEQ ID NO. 15.

El derivado tiene las siguientes propiedades: bien actividad procoagulante reducida o bien ninguna; un dominio Gla
modificado o eliminado; y un sitio activo modificado. El derivado de la invencion se une selectivamente a, e inhibe, un
inhibidor del factor Xa administrado de forma exégena neutralizando sustancialmente de este modo la actividad
anticoagulante de un inhibidor de fXa. Diversas modificaciones adicionales a la proteina del factor Xa contempladas
por la invencién se encuentran en toda la descripcion detallada.

Debe entenderse que los derivados contemplados por esta invencion no son factor Vlla derivado de plasma, factor
Vlla recombinante, plasma fresco congelado, concentrados del complejo de protrombina, o sangre completa.

Un aspecto de la presente invencion es los derivados del factor Xa y composiciones que los contienen para uso en el
tratamiento de pacientes que han recibido o estan recibiendo terapia de sobreanticoagulacién con un inhibidor del
factor Xa o pacientes a los que se habia administrado previamente un inhibidor del factor Xa y que necesitan entonces
hemostasia, tal como la requerida por cirugia opcional o de urgencia. Las proteinas de fXa modificadas se distinguen
de fXa de origen natural en que tienen actividad procoagulante intrinseca reducida o eliminada y no interferiran en la
funcidn fisiolégica de fXa en la hemostasia, mientras siguen siendo capaces de unirse a y sustancialmente neutralizar
inhibidores de fXa.

En otro aspecto, la proteina del factor Xa modificada se coadministra con un agente capaz de prolongar la semivida
en plasma (o semivida en circulacion) del derivado del factor Xa. En otro aspecto mas, el antidoto esta conjugado con
un resto para prolongar su semivida en plasma.

También se proporcionan composiciones farmacéuticas que contienen el derivado del factor Xa que se une a (y/o
sustancialmente neutraliza) el inhibidor del factor Xa pero no se ensambla en el complejo de protrombinasa. La
composicion farmacéutica comprende opcionalmente un transportador farmacéuticamente aceptable.

En otro aspecto, esta divulgacion proporciona un kit que comprende un inhibidor de fXa para uso anticoagulante y un
antidoto para el inhibidor de fXa (o derivado del factor Xa) para uso cuando se necesita neutralizacion sustancial de
la actividad anticoagulante del inhibidor de fXa.

Una realizaciéon de la invencion se dirige a un polipéptido adecuado para uso en administracién parenteral que
comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 12 o un polipéptido que tiene al menos el 80% de homologia
con la SEQ ID NO. 12, donde el polipéptido

(i) tiene actividad catalitica reducida,

(ii) es capaz de unirse al inhibidor del Factor Xa,

(iif) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa, y

(iv) comprende un dominio Gla modificado que carece de residuos de aminoacidos 6-39 de la SEQ ID NO. 3.

Otra realizacion se refiere a un polipéptido bicatenario adecuado para uso en administracion parenteral que comprende
la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO. 13 o un polipéptido que tiene al menos el 80% de homologia con la
SEQ ID NO. 13, donde el polipéptido

(i) tiene actividad catalitica reducida,

(i) es capaz de unirse al inhibidor del Factor Xa,

(i) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa, y

(iv) comprende un dominio Gla modificado que carece de residuos de aminoacidos 6-39 de la SEQ ID NO. 3.

Otra realizacion mas se dirige a un polipéptido adecuado para uso en administracién parenteral que comprende la
secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 15 o un polipéptido que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ
ID NO. 15, y que no incluye una cadena ligera de Factor Xa pero contiene un dominio catalitico de serina proteasa en
la cadena pesada, donde el polipéptido (i) tiene actividad catalitica reducida; y (ii) es capaz de unirse a un inhibidor
del factor Xa. Otra realizacion mas se dirige a un polipéptido bicatenario que comprende un fragmento de cadena
ligera de fXa que tiene la secuencia de aminoéacidos de la SEQ ID NO. 14 y un fragmento de cadena pesada de fXa
gue tiene la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 15.

También se proporciona una composicion farmacéutica que comprende un transportador y un polipéptido que se acaba
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de describir.
También se proporciona un polinucleétido que codifica un polipéptido que se acaba de describir.

En el presente documento se proporciona, ademas, un conjugado peptidico que comprende un transportador enlazado
covalente o no covalentemente a un polipéptido que se acaba de describir. El transportador puede ser un liposoma,
una micela, un polimero farmacéuticamente aceptable, o un transportador farmacéuticamente aceptable.

Esta divulgacion también se refiere a un anticuerpo que se une a un polipéptido que se acaba de describir. El
anticuerpo es un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico o un anticuerpo
humanizado. También esta proporcionado por la divulgacion un fragmento biolégicamente activo del anticuerpo. El
anticuerpo puede estar etiquetado de forma detectable. El anticuerpo (o fragmento de anticuerpo) también es
proporcionado por la divulgacién como parte de una composicion que comprende ademas un transportador.

En una realizacion por la divulgacion, se proporciona un complejo anticuerpo-péptido que comprende el anticuerpo y
un polipéptido que se une especificamente al anticuerpo. El polipéptido es el polipéptido contra el que se genera el
anticuerpo. El anticuerpo puede ser un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo quimérico o un
anticuerpo humanizado.

En otra realizacion de la divulgacion, se proporciona un procedimiento para preparar un polipéptido de la invencion
que comprende expresar un polinucleétido que codifica el polipéptido en una célula huésped procariota o eucariota.
La invencion también proporciona un polipéptido bicatenario obtenible mediante el procedimiento. En una realizacion,
la célula huésped es una célula eucariota y en particular es una célula de ovario de hamster chino. En una realizacion,
la cadena pesada (SEQ ID NO. 15) se expresa en una célula procariota, tal como E. coli. En otra realizacion, el
polipéptido esta aislado.

En otra realizacion mas de la divulgacién, se proporciona una célula huésped procariota o eucariota aislada que
comprende un polinucledtido que codifica el polipéptido de la invencién. En una divulgacion, la célula huésped esta en
una composicion que comprende ademas un transportador.

En aun otra realizacién mas, se proporciona una composicion que comprende un derivado de fXa de la invencion para
uso en un procedimiento de prevencion o reduccion de hemorragia en un sujeto sometido a terapia anticoagulante con
un inhibidor del factor Xa que comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de una composicion que
comprende un polipéptido de la invencién y un transportador. Se proporciona, ademas, una composicion que
comprende un derivado de fXa de la invencion para uso en un procedimiento de unioén selectivamente e inhibicion de
un inhibidor del factor Xa administrado de forma exdgena en un sujeto sometido a terapia anticoagulante que
comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de una composicién recién descrita.

BREVE DESCRIPCION DE LOS DIBUJOS

La figura 1 muestra esquematicamente la estructura del dominio del factor X humano (SEQ ID NO. 1) mostrada en la
tabla 1 tal como se describe en Leytus y col., Biochem., 1986, 25, 5098-5102. La SEQ ID NO. 1 es la secuencia de
aminoacidos de fX humano codificada por la secuencia de nucleétidos de fX humano (SEQ ID NO. 2) tal como se
muestra en la tabla 2 conocida en la técnica anterior. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos traducida se describe
en Leytus y col., Biochem., 1986, 25, 5098-5102 y puede encontrarse en el GenBank, “NM_000504" en
<http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=89142731>. La numeraciéon de aminoacidos en esta
secuencia se basa en la secuencia de fX. El precursor de fX humano (SEQ ID NO. 1) contiene una secuencia prepro-
lider (aminoacidos 1 a 40 de la SEQ ID NO. 1) seguida por secuencias correspondientes a la cadena ligera de fX (LC)
(aminoacidos 41 a 179 de la SEQ ID NO. 1), el triplete RKR (aminoacidos 180 a 182 de la SEQ ID NO. 1) que se
elimina durante la secrecion de fX, y la cadena pesada de fX (aminoacidos 183 a 488 de la SEQ ID NO. 1) que contiene
el péptido de activacion (AP) (aminoacidos 183 a 234 de la SEQ ID NO. 1) y el dominio catalitico (aminoacidos 235 a
488 de la SEQ ID NO. 1).

La figura 2 (SEQ ID NO. 3) muestra la secuencia de aminoacidos de factor X humano maduro. La numeracién de
aminoacidos en esta figura se basa en la secuencia fX madura comenzando desde el extremo N de la cadena ligera
de fX. El factor X circula en el plasma como una molécula bicaternaria enlazada por un puente disulfuro. La cadena
ligera (LC) tiene 139 residuos de aminoacidos (aminoacidos 41 a 179 de la SEQ ID NO. 1) y contiene el dominio rico
en acido y-carboxiglutamico (Gla) (aminoacidos 1-45 de la SEQ ID NO. 3), incluyendo un corto apilamiento aromatico
(AS) (aminoacidos 40-45 de la SEQ ID NO. 3), seguido por dos dominios similares al factor de crecimiento epidérmico
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(EGF) (EGF1: aminoéacidos 46-84, EGF2: aminoacidos 85-128 de la SEQ ID NO. 3). La cadena pesada (HC) tiene 306
aminoacidos y contiene un péptido de activacion de 52 aminoacidos (AP: aminoacidos 143-194 de la SEQ ID NO. 3)
seguido por el dominio catalitico (aminoacidos 195-448 de la SEQ ID NO. 3). Los equivalentes de triada catalitica a
H57-D102-S195 en numeracion de quimotripsina estan ubicados en His236, Asp282 y Ser379 en la secuencia fX y
estan subrayados (aminoacidos 236, 282 y 379 de la SEQ ID NO. 3).

La figura 3 muestra esquematicamente la estructura del dominio de factor X humano maduro mostrada en la figura 2.
La numeraciéon de aminoacidos en esta figura se basa en la secuencia de fX maduro. Los sitios de escision para
digestion con quimotripsina para eliminar el fragmento que contiene el dominio Gla (aminoéacidos 1-44 de la SEQ ID
NO. 3) y activacién de fX para eliminar el péptido de activacidon estan resaltados. La digestion con quimotripsina de
fXa da como resultado un fXa sin dominio Gla que carece de los residuos de aminoacidos 1-44 (SEQ ID NO. 4).

La figura 4 muestra el efecto de concentraciones variables de rfVlla en presencia de factor tisular sobre la actividad
anticoagulante de un inhibidor de fXa betrixaban (descrito a continuacién) en un ensayo de generacién de trombina
(expresada como unidades de fluorescencia relativa (RFU) (tal como se describe en el ejemplo 2)). Los datos muestran
gue una combinacion de rfVlla y factor tisular fue incapaz de neutralizar completamente la actividad anticoagulante de
un inhibidor de fXa, betrixaban, en concentraciones hasta 200 nM.

La figura 5 muestra que anhidro-fXa con su dominio Gla intacto invierte la inhibicién de fXa por betrixaban en un
sistema purificado que comprende fXa activo y betrixaban (circulo abierto), mientras que anhidro-fXa en solitario tiene
actividad procoagulante despreciable (triangulo abierto) en comparacion con fXa activo. La actividad cromoégena de
FXa se normaliz6 respecto a fXa activa en ausencia de cualquier inhibidor (cuadrado abierto). Esto se describe méas
exhaustivamente en el ejemplo 2. Los datos muestran que anhidro-fXa es inactivo hacia sustrato fXa aunque conserva
la afinidad de unidn al inhibidor de fXa.

La figura 6 muestra que el anhidro-fXa con dominio Gla intacto en la figura 5 es un potente inhibidor en ensayo de
generacién de trombina en plasma (expresada como unidades de fluorescencia relativa (RFU)) (tal como se describe
en el ejemplo 2). Este inhibia casi completamente la generacién de trombina a aproximadamente 115 nM. Los datos
muestran que anhidro-fXa sin modificacion del dominio Gla no es adecuado para uso como un antidoto para el inhibidor
de fXa.

La figura 7 muestra la comparacion de la actividad de coagulacion de fXa activo en un formato de placa de 96 pocillos
antes de la digestion con quimotripsina, y después de 15 minutos y 30 minutos de digestién con quimotripsina. Tal
como se muestra en esta figura, el tiempo de coagulaciéon (cambio de DO405) se retraso significativamente después
de que el fXa fuera digerido por quimotripsina durante 15 minutos y no se observé coagulacién durante hasta 20
minutos cuando el fXa se digirié durante 30 minutos. Este resultado se us6 también para establecer condiciones para
digestion con quimotripsina de anhidro-fXa dado que no tienen ninguna actividad que pueda ser monitorizada durante
la digestién. Esto se describe mas exhaustivamente en el ejemplo 3.

La figura 8 muestra la afinidad de unién de des-Gla anhidro-fXa por un inhibidor del factor Xa betrixaban tal como se
describe en el ejemplo 4. Los datos muestran que des-Gla anhidro-fXa, preparado mediante digestién quimotriptica
de anhidro-fXa para eliminar el fragmento que contiene el dominio Gla (residuos 1-44), es capaz de unirse a betrixaban
con afinidad similar a fXa nativo (fXa: Ki=0,12 nM, des-Gla anhidro-fXa: Kd=0,32 nM).

La figura 9 muestra la inversion de la actividad anticoagulante de concentraciones variables de betrixaban mediante
la adicion de un concentrado de 680 nM del antidoto (des-Gla anhidro-fXa) en un ensayo de generacion de trombina
del ejemplo 2. A la concentracion de 680 nM, des-Gla anhidro-fXa fue capaz de producir restauracion sustancialmente
completa de actividad de fXa.

La figura 10 muestra la inversion de la actividad anticoagulante de 250 nM de betrixaban mediante concentraciones
variables del antidoto (des-Gla anhidro-fXa) en ensayos de prolongacién de la coagulacién usando reactivo de aPTT
en un formato de placa de 96 pocillos (tal como se describe en el ejemplo 3). Los datos muestran que el tiempo de
coagulacién era comparable al del plasma pobre en plaquetas de control cuando se usaron aproximadamente 608 nM
del antidoto para neutralizar 250 nM del inhibidor de fXa betrixaban.

La figura 11 muestra el efecto sobre la actividad anticoagulante de enoxaparina (0,3125 - 1,25 U/ml) mediante 563 nM
del antidoto (des-Gla anhidro-fXa) en ensayos de prolongacion de la coagulacion usando un reactivo de aPTT en un
formato de placa de 96 pocillos, expresado como cambios en veces después de la normalizacion. El protocolo de
ensayo se describe en el ejemplo 3. Los datos muestran que la adicion de 563 nM del antidoto neutralizaba
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significativamente la actividad de una heparina de bajo peso molecular, enoxaparina.

La figura 12 muestra el efecto del antidoto, des-Gla anhidro-fXa, sobre la actividad de trombina (5 nM) y su inhibicion
por 50 nM de argatroban, un inhibidor de trombina especifico, en un ensayo cromégeno. Como se esperaba, el antidoto
del inhibidor de fXa no afecta de forma detectable a la actividad trombina o su inhibicion por el inhibidor especifico
argatroban a concentraciones hasta 538 nM. Esto se describe mas exhaustivamente en el ejemplo 14.

La figura 13 muestra el efecto sobre la actividad anticoagulante de betrixaban 400 nM mediante concentraciones
variables del antidoto, des-Gla anhidro-fXa, en un ensayo aPTT usando un temporizador de coagulacion estandar. El
protocolo de ensayo se describe en el ejemplo 3. Los datos muestran que el antidoto del inhibidor de fXa
sustancialmente invierte la inhibicién de fXa por 400 nM de betrixaban. Se estimé que la CEso del antidoto era de
aproximadamente 656 nM con betrixaban 400 nM.

La figura 14 muestra el mapa de la construccion de ADN para la expresiéon del mutante triple de fXa (SEQ ID NO. 12)
en células CHO. ADN plasmidico se linealizé y se transfectdé en células CHO dhfr(-). Las células se seleccionaron
usando medios deficientes en tetrahidrofolato (HT) mas metotrexato (MTX). Se cribaron clones estables para
expresion de proteinas elevada mediante ELISA. El mutante triple de fXa se produjo en medio libre de suero y se
purific6 mediante combinacién de columnas de intercambio iénico y afinidad. La numeracién en el mapa se basaba en
la secuencia de polinucledtidos que codifica fX humano, SEQ ID NO.1. Por ejemplo, una mutacién de alanina en el
sitio activo S419 (SEQ ID NO.1) es equivalente a la mutacién en S379 (SEQ ID NO.3) de fX humano maduro descrita
en toda la solicitud y mas particularmente, en el ejemplo 7.

La figura 15 muestra una transferencia de Western de r-Antidoto purificado usando anticuerpos monoclonales que
reconocen la cadena pesada y la cadena ligera de fX, respectivamente. Tras la reduccién del puente disulfuro que
conecta las cadenas ligera y pesada, la cadena pesada de r-antidoto migra a un peso molecular esperado similar al
del fXa derivado de plasma. La delecion de 6-39 aa en el dominio Gla de fXa mutante da como resultado una banda
de peso molecular méas bajo de la cadena ligera de r-antidoto en comparacion con FXa normal.

La figura 16 muestra el nivel en plasma de betrixaban en ratones (n=7-10 por grupo) después de administracién oral
de betrixaban en solitario (15 mg/kg), o betrixaban (15 mg/kg) seguido por inyeccion intravenosa (300 pg, 1V) de
antidoto derivado de plasma (pd-antidoto) preparado de acuerdo con el ejemplo 1. El pd-antidoto se administré 5
minutos antes del punto temporal de 1,5 h, y muestras de sangre de raton (0,5 ml) se extrajeron a 1,5, 2,0y 4,0 h
después de administracién oral de betrixaban. Los niveles en plasma de INR en sangre completa, betrixaban y antidoto
se analizaron. El nivel de betrixaban (MediazSEM) en plasma de ratén se representé graficamente en funcion del
tiempo para ratones después de 15 mg/kg (cuadrado abierto) y 15 mg/kg seguido por inyeccién del antidoto (circulo
abierto). La correlacion PK-PD del grupo tratado con antidoto en el punto temporal de 1,5 h (5 min después de la
inyeccion del antidoto) se resumié en la tabla 13. Una Unica inyeccion del antidoto dio como resultado una reduccién
>50% de betrixaban funcional basandose en mediciones de INR. Esto se describe mas exhaustivamente en el ejemplo
8.

La figura 17 muestra los resultados de un experimento en raton con r-antidoto purificado (n=4-10 por grupo). El nivel
de betrixaban en plasma de ratén (figura 17A) e INR en sangre completa (figura 17B) se compararon después de
administracion oral de betrixaban en solitario (15 mg/kg) o betrixaban (15 mg/kg) seguido por inyeccion intravenosa
(300 png) de r-antidoto. Se indicaron valores medios para cada grupo tratado. Tal como se resume en la tabla 14, una
Unica inyeccién IV del r-antidoto dio como resultado >50% de correccién de INR en sangre completa ex vivo,
justificando la neutralizacion eficaz de inhibidores de fXa por el antidoto mediante mdultiples inyecciones u otros
regimenes. Estos resultados demuestran que las variantes de fXa de esta invencién tienen potencial de actuar como
antidotos universales para invertir el efecto anticoagulante de inhibidores de fXa en pacientes con hemorragia u otras
urgencias médicas. Esto se describe mas exhaustivamente en el ejemplo 8.

La figura 18 muestra la inversién con r-antidoto del efecto inhibidor de enoxaparina en un ensayo de coagulacién por
cambio de turbidez de 96 pocillos. Los resultados son esencialmente similares a pd-antidoto (figura 11) lo que indica
gue ambos derivados de fXa tienen actividad de antidoto funcional comparable. r-antidoto 50 nM sustancialmente
corregia (>75%) el efecto inhibidor de 1,25 U/ml de enoxaparina. El protocolo de ensayo se presenta en el ejemplo
11.

La figura 19 muestra la inversion con r-antidoto del efecto inhibidor de heparina de bajo peso molecular (LMWH) como
se ensaya en un ensayo de coagulacion en plasma humano. Ambas figuras 18 y 19 se describen en el ejemplo 11.
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La figura 20 muestra la inversion con r-antidoto del efecto anticoagulacion de rivaroxaban. Esto se describe mas
exhaustivamente en el ejemplo 12.

La figura 21 muestra el alineamiento de la secuencia de polinucledtidos y la secuencia de polipéptidos traducida de r-
antidoto.

La figura 22 muestra los resultados de un experimento en ratén con una Unica inyeccion IV (1 inyeccién) o dos
inyecciones (2 inyecciones) del r-antidoto (n=5 por grupo, 312 ug/200 ul de r-antidoto). El nivel de betrixaban en plasma
(figura 22A) se comparé después de la administracion oral de betrixaban (15 mg/kg) seguida por inyeccion intravenosa
de vehiculo o r-antidoto (véase el ejemplo 8 para detalles). Tal como se muestra en la figura 22A, una Unica inyeccién
IV de r-antidoto incrementaba el nivel de betrixaban en plasma en mas de 8 veces en comparacién con control con
vehiculo (control_1), indicando la capacidad del antidoto para capturar eficazmente betrixaban in vivo. Una segunda
inyeccion del antidoto incrementaba adicionalmente el nivel de betrixaban en menos de 2 veces en comparacién con
la Unica inyeccion, indicando cantidad limitante de betrixaban en sangre de ratén y posible inversiéon de su efecto
anticoagulante por el antidoto. La figura 22B demuestra que la INR medida disminuye a medida que la relacién de
antidoto/betrixaban se incrementa en plasma de raton después de inyecciones individuales y dobles del antidoto.

DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION
|.Definiciones

La practica de la presente invencion empleara, a menos que se indique lo contrario, técnicas convencionales de cultivo
tisular, inmunologia, biologia molecular, microbiologia, biologia celular y ADN recombinante, que estan dentro del
alcance de la técnica. Véase, por ejemplo, Sambrook and Russell eds. (2001) Molecular Cloning: A Laboratory Manual,
32 edicion; la serie Ausubel y col. eds. (2007) Current Protocols in Molecular Biology; la serie Methods in Enzymology
(Academic Press, Inc., N.Y.); MacPherson y col. (1991) PCR 1: A Practical Approach (IRL Press at Oxford University
Press); MacPherson y col. (1995) PCR 2: A Practical Approach; Harlow and Lane eds. (1999) Antibodies, A Laboratory
Manual; Freshney (2005) Culture of Animal Cells: A Manual of Basic Technique, 52 edicién; Gait ed. (1984)
Oligonucleotide Synthesis; patente de Estados Unidos N.° 4.683.195; Hames and Higgins eds. (1984) Nucleic Acid
Hybridization; Anderson (1999) Nucleic Acid Hybridization; Hames and Higgins eds. (1984) Transcription and
Translation; Immobilized Cells and Enzymes (IRL Press (1986)); Perbal (1984) A Practical Guide to Molecular Cloning;
Miller and Calos eds. (1987) Gene Transfer Vectors for Mammalian Cells (Cold Spring Harbor Laboratory); Makrides
ed. (2003) Gene Transfer and Expression in Mammalian Cells; Mayer and Walker eds. (1987) Immunochemical
Methods in Cell and Molecular Biology (Academic Press, Londres); Herzenberg y col. eds (1996) Weir's Handbook of
Experimental Immunology; Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Manual, 32 edicién (Cold Spring Harbor
Laboratory Press (2002)).

Todas las designaciones numeéricas, por ejemplo, pH, temperatura, tiempo, concentracién y peso molecular,
incluyendo intervalos, son aproximaciones que se modifican (+) o (-) en incrementos de 0,1. Debe entenderse, aunque
no se afirme siempre explicitamente, que todas las designaciones numéricas vienen precedidas por el término
“aproximadamente”. Debe entenderse también, aunque no siempre se afirme explicitamente, que los reactivos
descritos en el presente documento son meramente ejemplares y que los equivalentes de estos se conocen en la
técnica.

Tal como se usa en la memoria descriptiva y las reivindicaciones, la forma singular “un”, “uno” y “el/la” incluyen
referencias en plural a menos que el contexto indique claramente lo contrario. Por ejemplo, la expresién “un
transportador farmacéuticamente aceptable” incluye una pluralidad de transportadores farmacéuticamente aceptables,
incluyendo mezclas de los mismos.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “que comprende” pretende significar que las composiciones
y procedimientos incluyen los elementos citados, pero no excluyen otros. “Que consiste/n esencialmente en” cuando
se usa para definir composiciones y procedimientos, significard que excluye otros elementos de cualquier importancia
esencial para la combinacion para el uso pretendido. Por lo tanto, una composicion que consiste esencialmente en los
elementos tal como se definen en el presente documento no excluiria contaminantes traza procedentes del
procedimiento de aislamiento and purificacion y transportadores farmacéuticamente aceptables, tales como solucion
salina tamponada con fosfato, conservantes, y similares. “Que consiste/n en” significard que excluye mas de un
elemento traza de otros ingredientes y etapas del procedimiento sustanciales para administrar las composiciones de
esta invencion. Realizaciones definidas por cada uno de estos términos de transicion estan dentro del alcance de esta
invencion.
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Un “sujeto” de diagnoéstico o tratamiento es una célula o un mamifero, incluyendo un ser humano. Los sujetos animales
no humanos para diagnostico o tratamiento incluyen, por ejemplo, murinos, tales como ratas, ratones, caninos, tales
como perros, lepdridos, tales como conejos, ganado, animales para la practica deportiva, y mascotas.

El término “proteina” y “polipéptido” se usan de forma indistinta y en su sentido mas amplio para referirse a un
compuesto de dos o0 mas subunidades de aminoacido, analogos de aminoacidos o peptidomiméticos. Las subunidades
pueden estar enlazadas mediante enlaces peptidicos. En otra realizacién, la subunidad puede estar enlazada
mediante otros enlaces, por ejemplo, éster, éter, etc. Una proteina o péptido debe contener al menos dos aminoacidos
y no se establece ninguna limitacion sobre el nimero maximo de aminoacidos que puede comprender una secuencia
de proteina o péptido. Tal como se usa en el presente documento, el término “aminoacido” se refiere a aminoacidos
naturales y/o no naturales o sintéticos, que incluyen glicina y los isémeros épticos tanto D como L, analogos de
aminoacidos y peptidomiméticos. Abreviaturas de una letra y de tres letras de los aminoacidos de origen natural se
enumeran a continuacién. Un péptido de tres o mas aminoacidos se denomina habitualmente un oligopéptido si la
cadena peptidica es corta. Si la cadena peptidica es larga, el péptido se denomina habitualmente un polipéptido o una
proteina.

1-letra 3-letras Aminoacido
Y Tyr L-tirosina

G Gly L-glicina

F Phe L-fenilalanina
M Met L-metionina
A Ala L-alanina

S Ser L-serina

[ lle L-isoleucina
L Leu L-leucina

T Thr L-treonina

V Val L-valina

P Pro L-prolina

K Lys L-lisina

H His L-histidina

Q Gln L-glutamina
E Glu Acido L-glutdmico
W Trp L-tript6fano

R Arg L-arginina

D Asp Acido L-aspartico
N Asn L-asparagina
C Cys L-cisteina

“Factor Xa” o “fXa” o “proteina fXa” se refiere a una serina proteasa en la ruta de coagulacion sanguinea, que es
producida a partir del factor X inactivo (fX). El factor Xa es activado por el factor IXa con su cofactor, el factor Vllla, en
un complejo conocido como Xasa intrinseca, o factor Vlla con su cofactor, el factor tisular, en un complejo conocido
como Xasa extrinseca. fXa forma un complejo protrombinasa unido a la membrana con el factor Va y es el componente
activo en el complejo de protrombinasa que cataliza la conversién de protrombina en trombina. La trombina es la
enzima que cataliza la conversion de fibrinégeno en fibrina, que, en Ultima instancia, causa la formacién del coagulo
sanguineo. Por lo tanto, la actividad bioldgica de fXa se denomina algunas veces “actividad procoagulante” en el
presente documento.

La secuencia de nucle6tidos que codifica el factor X humano (“fX") puede encontrarse en el GenBank, “NM_000504"
en <http://www.ncbi.nim.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nuccore&id=89142731>, y se enumera en la figura 1b y la SEQ
ID NO. 2. La secuencia de aminoacidos y la estructura del dominio correspondientes de fX se describen en Leytus y
col., Biochemistry, 1986, 25: 5098-5102. La estructura del dominio de fX maduro también se describe en
Venkateswarlu, D. y col., Biophysical Journal, 2002, 82: 1190-1206. Tras la escision catalitica de los primeros 52
residuos (aminoacidos 143 a 194 de la SEQ ID NO. 3) de la cadena pesada, fX es activado a fXa (SEQ ID NO. 6). FXa
contiene una cadena ligera (SEQ ID NO. 8) y una cadena pesada (SEQ ID NO. 9). Los primeros 45 residuos de
aminoacido (residuos 1-45 de la SEQ ID NO. 6) de la cadena ligera se denomina el dominio Gla porque contiene 11
residuos de &cido y-carboxiglutamico modificados de forma posttraduccional (Gla). También contiene una corta
secuencia de apilamiento aromatico (6 residuos de aminoéacido) (residuos 40-45 de la SEQ ID NO. 6). La digestion
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con quimotripsina elimina selectivamente los 1-44 residuos dando como resultado fXa sin dominio Gla (SEQ ID NO.
4). El dominio catalitico de serina proteasa de fXa se ubica en la cadena pesada C-terminal. La cadena pesada de fXa
es altamente homéloga con otras serina proteasas tales como trombina, tripsina, y proteina C activada.

La estructura del dominio de factor X maduro puede encontrarse en Venkateswarlu D. y col., Biophysical J., 2002, 82,
1190-1206. La numeracion de aminoacidos en esta figura es la misma que en la figura 3. El tripéptido de Arg140-
Lys141-Argl142 (el triplete RKR tal como se muestra en la figura 1) que conecta la cadena ligera con el péptido de
activacion no se muestra, dado que la forma que carece del tripéptido es predominante en el plasma sanguineo en
circulacion. Dominios individuales se muestran en cuadros. Esto incluye los aminoacidos 1-45 en la figura 2 (SEQ ID
NO. 3). Residuos cataliticos funcionalmente importantes estan rodeados por un circulo, y “y”" representa el residuo Gla
(acido y-carboxiglutamico).

“fXa nativo" o “fXa de tipo silvestre” se refiere al fXa presente de forma natural en plasma o que esta aislado en su
forma original, sin modificar, que procesa la actividad biolégica de activar protrombina promoviendo, por lo tanto, la
formacion del coagulo sanguineo. La expresion incluye polipéptidos de origen natural aislados a partir de muestras de
tejido, asi como fXa producido de forma recombinante. “fXa activo” se refiere a fXa que tiene la actividad biol6gica de
activar protrombina. “fXa activo” puede ser fXa nativo o fXa modificado que conserva actividad procoagulante.

“Derivados de fXa” o “fXa modificado” o “derivados de una proteina de factor Xa” se refiere a proteinas de fXa que han
sido modificadas de modo que se unan, directa o indirectamente, a un inhibidor del factor Xa y no se ensamblen en el
complejo de protrombinasa. Estructuralmente, los derivados se modifican para proporcionar ninguna actividad
procoagulante o actividad procoagulante reducida. “Actividad procoagulante” se denomina en el presente documento
como la capacidad de un agente para causar coagulacion sanguinea o formacién de coagulos. Actividad procoagulante
reducida significa que la actividad procoagulante se ha reducido en al menos aproximadamente el 50%, o mas de
aproximadamente el 90%, o mas de aproximadamente el 95% en comparacién con fXa de tipo silvestre. Por ejemplo,
fX-S395A recombinante esencialmente no tiene ninguna actividad procoagulante, segun lo medido mediante ensayos
in vitro, tales como ensayos de actividad de fXa.

Los derivados tienen sitios activos modificados o dominios Gla modificados o0 ambos. Modificaciones adicionales
también son contempladas. Se contempla que dichas modificaciones pueden realizarse de una o mas de las siguientes
maneras: delecién de uno o mas de los aminoacidos de la secuencia, sustituciébn de uno o mas residuos de
aminoacidos con uno o mas residuos de aminoacidos diferentes, y/o manipulacién de una o0 mas cadenas laterales de
aminodcido o sus extremos “C” o0 “N”.

La expresion “sitio activo” se refiere a la parte de una enzima o anticuerpo donde se produce una reaccién quimica.
Un “sitio activo modificado” es un sitio activo que ha sido modificado estructuralmente para proporcionar al sitio activo
reactividad o especificidad quimica incrementada o reducida. Ejemplos de sitios activos incluyen, aunque sin limitarse
a, el dominio catalitico de factor X humano que comprende los 235-488 residuos de aminoéacido (figura 1), y el dominio
catalitico de factor Xa humano que comprende los 195-448 residuos de aminoacido (figuras 2 y 3). Ejemplos de sitio
activo modificado incluyen, aunque sin limitarse a, el dominio catalitico de factor Xa humano que comprende 195-448
residuos de aminoacido en la SEQ ID NO. 10, 11, 12, 13 o 15 con al menos una sustitucion de aminoécidos en la
posicion Arg306, Glu310, Arg347, Lys351, Lys414 o Arg424.

Tal como se ha indicado anteriormente, los derivados de la invencién pueden tener dominios Gla modificados o tienen
todo el dominio Gla eliminado. Los ejemplos de derivados de fXa adecuados como antidotos en los procedimientos
son FXa sin dominio Gla (SEQ ID NO. 4 o 5), FXa deficiente en Gla (SEQ ID NO. 7 con modificaciones descritas en
el presente documento), fXa con modificaciones en el sitio catalitico (SEQ ID NO. 10 o 11), y fXa con modificaciones
en los sitios que se sabe que son importantes para la interaccion fV/fVa o la interaccion fVIIl/fVilla (SEQ ID NO. 4, 5,
7, 10, 0 11 con al menos una sustitucion de aminoacidos en la posicion Arg306, Glu310, Arg347, Lys351, Lys414 o
Arg424), tal como se describe en detalle en el presente documento. Ejemplos adicionales de los derivados de fXa
contemplados por esta invencion se proporcionan a continuacion.

“FXa sin dominio Gla” o “des-Gla fXa” se refiere a fXa que no tiene un dominio Gla y abarca derivados de fXa que
portan otras modificaciones ademas de la eliminacién del dominio Gla. Los ejemplos de FXa sin dominio Gla en esta
invencion incluyen, aunque sin limitarse a, derivado de fXa que carece de los 1-39 residuos de aminoacido de la SEQ
ID NO. 3; derivado de fXa que carece de los 6-39 residuos de aminoacido de la SEQ ID NO. 3, correspondientes a un
mutante de fXa expresado en células CHO descrito con mas detalle a continuacion (SEQ ID NO. 12, tabla 12); derivado
de fXa que carece de los 1-44 residuos de aminoacido de la SEQ ID NO. 3, correspondientes a des-Gla fXa después
de digestion quimotriptica de fXa humano (SEQ ID NO. 4, figura 3); y derivado de fXa que carece de todos los residuos
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1-45 del dominio Gla de la SEQ ID NO. 3 tal como se describe en Padmanabhan y col., Journal Mol. Biol., 1993, 232:
947-966 (SEQ ID NO 5). Otros ejemplos incluyen des-Gla anhidro fXa (SEQ ID NO. 10, tabla 10) y des-Gla fXa-S379A
(SEQ ID NO. 11, tabla 11).

En algunas realizaciones, el des-Gla fXa comprende al menos los residuos de aminoacido 40 a 448 de la SEQ ID NO.
3 o0 un equivalente de la misma. En alguna realizacion, el des-Gla fXa comprende al menos los residuos de aminoéacido
45 a 488 (SEQ ID NO. 4) 0 46 a 488 (SEQ ID NO. 5) de la SEQ ID NO. 3 o equivalentes de la misma.

En alguna realizacién, el des-Gla fXa comprende al menos los residuos de aminoacido 40 a 139 y 195 a 448 de la
SEQ ID NO. 3 o equivalentes de la misma. En alguna realizacion, el des-Gla fXa comprende al menos los residuos de
aminoacido 45 a 139 y 195 a 448 de la SEQ ID NO. 3 o equivalentes de la misma. En otra realizacién, el des-Gla fXa
comprende al menos residuos de aminodacido 46 a 139 y 195 a 448 de la SEQ ID NO. 3 o equivalentes de la misma.

“FXa deficiente en Gla” se refiere a fXa con niumero reducido de grupos y-carboxilo de cadena lateral libre en su
dominio Gla. Como FXa sin dominio Gla, FXa deficiente en Gla también puede portar otras modificaciones. FXa
deficiente en Gla incluye fXa no carboxilado, subcarboxilado y descarboxilado. “fXa no carboxilado” o “fXa
descarboxilado” se refiere a derivados de fXa que no tienen los grupos y-carboxilo de los residuos de acido y-
carboxiglutdmico del dominio Gla, tal como fXa que tiene todos su acido y-carboxiglutamico del dominio Gla sustituido
por diferentes aminoacidos, o fXa que tiene todo su y-carboxilo de cadena lateral eliminado o enmascarado por medios
tales como aminacion, esterificacion, etc. Para proteina expresada de forma recombinante, fXa no carboxilado se
denomina, algunas veces, fXa sin carboxilar. “fXa subcarboxilado” se refiere a derivados de fXa que tienen un nimero
reducido de grupo y-carboxilo en el dominio Gla en comparacion con fXa de tipo silvestre, tal como fXa que tiene uno
0 mas pero no todos de sus acidos y-carboxiglutdmicos del dominio Gla sustituidos por uno o mas aminoéacidos
diferentes, o fXa que tiene al menos uno pero no todos de sus y-carboxilos de cadena lateral eliminados o
enmascarados mediante medios tales como aminacion y esterificacion, etc.

La estructura del dominio de factor Xa sin dominio Gla humano puede encontrarse en Padmanabhan y col., J. Mol.
Biol., 1993, 232, 947-966. La numeracion de los aminoacidos se basa en equivalencias topolégicas con quimotripsina,
donde, por ejemplo, Ser195 corresponde a Ser379 en la figura 2 cuando se usa la numeracién de fX maduro humano.
Las inserciones se indican con letras, y las deleciones se indican mediante 2 numeraciones sucesivas. Se afiade 300
a la numeracién de cadena ligera para diferenciarla de la numeracion de cadena pesada. 363 es B-hidroxi aspartato.
Las barras diagonales indican escisiones proteoliticas observadas en material cristalino. La secuencia de FXa sin
dominio Gla que carece del fX maduro basado en 1-45 residuos de aminoacido (SEQ ID NO. 3) se enumera en la SEQ
ID NO. 5.

En una realizacion, el derivado de fXa puede comprender una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80%
de homologia con la SEQ ID NO. 15, y carece de una cadena ligera de fXa pero ain contiene un dominio catalitico de
serina proteasa presente en la cadena pesada. Ademas, pueden usarse quimeras con otro dominio catalitico de serina
proteasa para realizar sustituciones en la cadena pesada.

“pd-antidoto” o “antidoto derivado de plasma” se refiere al derivado de des-Gla anhidro fXa y tiene los residuos de
aminoacido de la SEQ ID NO. 10.

“r-antidoto” o “antidoto recombinante” se refiere a un derivado de fXa que carece de los 6-39 residuos de aminoacido
de la SEQ ID NO. 3, correspondientes a un mutante de fXa expresado en células CHO descritas con mas detalle a
continuacion (SEQ ID NO. 12, tabla 12).

“Agentes anticoagulantes” o “anticoagulantes” son agentes que inhiben la formacién de coagulos sanguineos. Los
ejemplos de agentes anticoagulantes incluyen, aunque sin limitarse a, inhibidores especificos de trombina, factor IXa,
factor Xa, factor Xla, factor Xlla o factor Vlla, heparina y derivados, antagonistas de vitamina K, y anticuerpos anti-
factor tisular. Los ejemplos de inhibidores especificos de trombina incluyen hirudina, bivalirudina (Angiomax®),
argatroban y lepirudina (Refludan®). Los ejemplos de heparina y derivados incluyen heparina no fraccionada (UFH),
heparina de bajo peso molecular (LMWH), tal como enoxaparina (Lovenox®), dalteparina (Fragmin®), y danaparoid
(Orgaran®); y pentasacarido sintético, tales como fondaparinux (Arixtra®). Los ejemplos de antagonistas de vitamina
K incluyen warfarina (Coumadin®), fenocumarol, acenocumarol (Sintrom®), clorindiona, dicumarol, difenadiona,
biscoumacetato de etilo, fenprocoumon, fenindiona y tioclomarol. En una realizacidn, el anticoagulante es un inhibidor
del factor Xa. En una realizacion, el anticoagulante es betrixaban.
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“Terapia anticoagulante” se refiere a un régimen terapéutico que se administra a un paciente para prevenir coagulos
sanguineos o trombosis no deseados. Una terapia anticoagulante comprende administrar uno o una combinacion de
dos 0 mas agentes anticoagulantes u otros agentes a una dosificacion y calendario adecuados para tratar o prevenir
los coagulos sanguineos o trombosis no deseados en el paciente.

La expresion “inhibidores del factor Xa” o “inhibidores de factor Xa” se refieren a compuestos que pueden inhibir,
directa o indirectamente, la actividad del factor de coagulacion Xa de catalizar la conversion de protrombina en
trombina in vitro y/o in vivo. Los ejemplos de inhibidores de fXa conocidos incluyen, sin limitacién, fondaparinux,
idraparinux, idraparinux biotinilado, enoxaparina, fragmina, NAP-5, rNAPc2, inhibidor de la ruta del factor tisular, DX-
9065a (tal como se describe en, por ejemplo, Herbert, J.M., y col., J Pharmacol Exp Ther. 1996 276(3): 1030-8), YM-
60828 (tal como se describe en, por ejemplo, Taniuchi, Y., y col., Thromb Haemost. 1998 79(3): 543-8), YM-150 (tal
como se describe en, por ejemplo, Eriksson, B.I. et. al, Blood 2005; 106(11), Resumen 1865), apixaban, rivaroxaban,
PD-348292 (tal como se describe en, por ejemplo, Pipeline Insight: Antithrombotics - Reaching the Untreated
Prophylaxis Market, 2007), otamixaban, razaxaban (DPC906), BAY 59-7939 (tal como se describe en, por ejemplo,
Turpie, A.G., y col., J. Thromb. Haemost. 2005, 3(11): 2479-86), DU-176b (tal como se describe en, por ejemplo, Hylek
EM, Curr Opin Invest Drugs 2007 8(9): 778-783), LY517717 (tal como se describe en, por ejemplo, Agnelli, G., y col.,
J. Thromb. Haemost. 2007 5(4): 746-53), GSK913893, betrixaban (tal como se describe a continuacién) y derivados
de los mismos. La heparina de bajo peso molecular (“LMWH?") también se considera un inhibidor del factor Xa.

En una realizacion, el inhibidor del factor Xa se selecciona de entre betrixaban, rivaroxaban, LMWH, y combinaciones
de los mismos.

El término “betrixaban” se refiere al compuesto “[2-({4-[(dimetilamino)iminometil]fenil}carbonilamino)-5-metoxifenil]-N-
(5-cloro(2-piridil))carboxamida” o] sales farmacéuticamente aceptables del mismo. “2-({4-
[(dimetilamino)iminometil]fenil}carbonilamino)-5-metoxifenil]-N-(5-cloro(2-piridil))carboxamida” se refiere al compuesto
gue tiene la siguiente estructura:

0 un tautémero o sal farmacéuticamente aceptable del mismo.

El betrixaban se describe en las patentes de Estados Unidos N.° 6.376.515 y 6.835.739 y la publicacion de solicitud
de patente de Estados Unidos N.° 2007/0112039, presentada el 7 de noviembre de 2006. Se sabe que el betrixaban
es un inhibidor especifico del factor Xa.

Tal como se usa en el presente documento, el término “antidoto” o la expresién “antidoto para un inhibidor del factor
Xa” se refiere a moléculas, tales como derivados de fXa, que pueden neutralizar o invertir sustancialmente la actividad
inhibidora de la coagulacion de un inhibidor de fXa compitiendo con fXa activo para unirse con inhibidores de fXa
disponibles. Los ejemplos de los antidotos son derivados de fXa con unién a la membrana fosfolipidica reducida, tal
como des-Gla fXa o FXa deficiente en Gla, y derivados de fXa con actividad catalitica reducida, tal como derivados de
fXa con el sitio activo modificado, y derivados con interaccién reducida con fV/Va, o fVIll/fVilla. Los ejemplos de
antidotos de la divulgacién con unién a membrana reducida y actividad catalitica reducida incluyen, aunque sin
limitarse a, des-Gla anhidro-fXa mediante digestion quimotriptica de anhidro-fXa (tal como se describe en el ejemplo
1); des-Gla fXa-S379A (S195A en numeracion de quimotripsina) mediante mutagénesis (tal como se describe en el
ejemplo 6).

Otros ejemplos de antidotos de la divulgacion incluyen proteinas o polipéptidos que contienen dominios cataliticos de
serina proteasa que poseen suficiente similitud estructural con el dominio catalitico de fXa y son, por lo tanto, capaces
de unirse a inhibidores de fXa molécula pequefia. Los ejemplos incluyen, aunque sin limitarse a, trombina que se une
al inhibidor de fXa GSK913893 (Young R., y col., Bioorg. Med. Chem. Lett. 2007, 17(10): 2927-2930); calicreina
plasmatica que se une al inhibidor de fXa apixaban (Luettgen J., y col., Blood, 2006, 108(11) resumen 4130); y tripsina
(o su homdlogo bacteriano subtilisina) que se une al inhibidor de fXa C921-78 con afinidad subnanomolar (Kd = 500
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pM) (Betz A, y col., Biochem., 1999, 38(44): 14582-14591).

El derivado de la invencién se une, directa o indirectamente a un inhibidor del factor Xa. Los términos “union”, “se une”
“reconocimiento” o “reconocer”, tal como se usan en el presente documento, pretenden incluir interacciones entre
moléculas que pueden detectarse usando, por ejemplo, un ensayo de hibridacion. Los términos también pretenden
incluir interacciones “de unién” entre moléculas. Las interacciones pueden ser, por ejemplo, proteina-proteina,
proteina-acido nucleico, proteina-molécula pequefia o molécula pequefia-acido nucleico en la naturaleza. La union
puede ser “directa” o “indirecta”. Unién “directa” comprende contacto fisico directo entre moléculas. Unién “indirecta”
entre molécula comprende las moléculas que tienen contacto fisico directo con una o mas moléculas intermedias
simultaneamente. Por ejemplo, se contempla que derivados de la invencion se unen indirectamente y neutralizan
sustancialmente heparina de bajo peso molecular y otros inhibidores de factor Xa indirectos. Esta unién puede dar
como resultado la formacion de un “complejo” que comprende las moléculas de interaccion. Un “complejo” se refiere
a la unién de dos o mas moléculas mantenidas juntas mediante enlaces, interacciones o fuerzas covalentes o no
covalentes.

“Neutralizar” “invertir” o “contrarrestar” la actividad de un inhibidor de fXa o frases similares se refieren a inhibir o
bloquear la funcién inhibidora del factor Xa o anticoagulante de un inhibidor de fXa. Dichas frases se refieren a
inhibicién o bloqueo parcial de la funcién, asi como a inhibir o bloquear la mayoria o todo de la actividad inhibidora de
fXa, in vitro y/o in vivo.

En ciertas realizaciones, el inhibidor del factor Xa es neutralizado sustancialmente, lo que significa que su capacidad
de inhibir el factor Xa, directa o indirectamente, se reduce en al menos aproximadamente el 5%, 10%, 15%, 20%,
25%, 30%, 35%, 40%, 45%, 50%, 55%, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95% o 100%.

La expresion “union a la membrana fosfolipidica” se refiere a la capacidad un fXa activo de unirse a la membrana
fosfolipidica cargada negativamente u otra membrana celular, tal como plaquetas, en presencia de iones Ca?*. Esta
unién estd medida por los residuos de &cido y-carboxiglutdmico en el dominio Gla de fXa.

La expresion “interaccion reducida” se refiere a la capacidad disminuida del derivado de fXa de unirse o formar un
complejo con iones u otros cofactores que normalmente se unen a o complejan con fXa silvestre. Los ejemplos de
dicha interaccién incluyen, aunque sin limitarse a, unién de fXa con iones de Ca?* y membrana fosfolipidica, interaccion
con fV/fVa, o fVIII/f/VIlla, etc. Se prefiere que la interaccion de un derivado de fXa con los iones u otros cofactores se
reduzca al 50% de la de un fXa silvestre. Mas preferentemente, la interaccion se reduce al 10%, 1%, y 0,1% de la de
un fXa de tipo silvestre. Esto se refiere a la capacidad de los derivados de “ensamblarse en el complejo de
protrombinasa”.

“Actividad de unién al inhibidor de fXa” se refiere a la capacidad de una molécula de unirse a un inhibidor de fXa. Un
antidoto de la presente invencion posee actividad de unién al inhibidor de fXa, ya sea directa o indirectamente.

La expresion “semivida en circulacion” o “semivida en plasma” se refiere al tiempo requerido para que la concentracion
plasmatica de un antidoto que circula en el plasma se reduzca a la mitad de su concentracion inicial después de una
Unica administracion.

La expresion “resto conjugado” se refiere a un resto que puede afiadirse a un derivado de fXa formando un enlace
covalente con un residuo del derivado de fXa. El resto puede unirse directamente a un residuo del derivado de fXa o
puede formar un enlace covalente con un enlazador que, a su vez, forma un enlace covalente con un residuo del
derivado de fXa.

Tal como se usa en el presente documento, un “anticuerpo” incluye anticuerpos completos y cualquier fragmento de
unién al antigeno o una cadena sencilla del mismo. Por lo tanto, el término “anticuerpo” incluye cualquier molécula que
contiene proteina o péptido que comprende al menos una parte de una molécula de inmunoglobulina. Los ejemplos
de estos incluyen, aunque sin limitarse a una region determinante de la complementariedad (CDR) de una cadena
pesada o ligera o una parte de unién a ligando del mismo, una region variable de cadena pesada o cadena ligera, una
regién constante de cadena pesada o cadena ligera, una region marco (FR), o cualquier parte de las mismas, o al
menos una parte de una proteina de union.

Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales y pueden estar aislados de cualquier fuente biologica
adecuada, por ejemplo, murina, de rata, oveja y canina.
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Una “composicién” pretende significar una combinacién de agente activo y otro compuesto o composicion, inerte (por
ejemplo, un agente o etiqueta detectable) o activo, tal como un adyuvante.

Una “composicion farmacéutica” pretende incluir la combinacién de un agente activo con un transportador, inerte o
activo, que hace a la composicién adecuada para uso de diagndstico o terapéutico in vitro, in vivo o ex vivo.

“Una cantidad efectiva” se refiere a la cantidad de derivado suficiente para inducir un resultado biolégico y/o terapéutico
deseado. Ese resultado puede ser alivio de los signos, sintomas, o causas de una enfermedad, o cualquier otra
alteracion deseada de un sistema biologico. En la presente invencion, el resultado implicard normalmente uno o mas
de los siguientes: neutralizacion de un inhibidor de fXa que ha sido administrado a un paciente, inversion de la actividad
anticoagulante del inhibidor de fXa, eliminacién del inhibidor de fXa del plasma, restauracion de la hemostasia, y
reduccion o cese de hemorragia. La cantidad efectiva variara dependiendo del agente antidoto especifico usado, el
inhibidor de fXa especifico que ha sido administrado al sujeto, el régimen de dosificacion del inhibidor de fXa, la
temporizacion de administracion del antidoto, el estado del sujeto y la enfermedad que estan siendo tratados, el peso
y la edad del sujeto, la gravedad de la patologia, la via de administracién y similares, todos los cuales pueden ser
determinados facilmente por un experto en la materia.

Tal como se usan en el presente documento, los términos “tratar” “tratamiento” y similares se usan en el presente
documento para significar obtener un efecto farmacolégico y/o fisiolégico deseado. El efecto puede ser profilactico en
términos de prevenir completa o parcialmente un trastorno o signo o sintoma del mismo, y/o puede ser terapéutico en
términos de una cura parcial o completa para un trastorno y/o efecto adverso atribuible al trastorno.

“Tratar” también cubre cualquier tratamiento de un trastorno en un mamifero, e incluye: (a) prevenir que se produzca
un trastorno en un sujeto que puede estar predispuesto a un trastorno, pero al que aun puede no habérsele
diagnosticado que lo tiene, por ejemplo, prevenir la hemorragia en un paciente con sobredosis de anticoagulante; (b)
inhibir un trastorno, es decir, detener su desarrollo, por ejemplo, inhibir la hemorragia; o (c) aliviar o mejorar el trastorno,
por ejemplo, reducir la hemorragia.

Tal como se usa en el presente documento, “tratar” incluye ademas mejora sistémica de los sintomas asociados con
la patologia y/o un retardo de la aparicién de los sintomas. Las evidencias clinicas y subclinicas de “tratamiento”
variaran con la patologia, el individuo y el tratamiento.

La “administracion” puede efectuarse en una dosis, de forma continua o de forma intermitente durante todo el
tratamiento. Procedimientos de determinacion de los medios y dosificacion de administracion mas eficaces son
conocidos por los expertos en la materia y variaran con la composicién usada para terapia, el propésito de la terapia,
la célula diana que esta siendo tratada, y el sujeto que esta siendo tratado. Administraciones individuales o multiples
pueden llevarse a cabo con el nivel de dosis y el patron que es seleccionado por el facultativo encargado del
tratamiento. En la técnica se conocen formulaciones de dosificacion y procedimientos de administracion de los
agentes.

Los agentes y composiciones de la presente invencién pueden usarse en la fabricacion de medicamentos y para el
tratamiento de seres humanos y otros animales mediante administracion de acuerdo con procedimientos
convencionales, tal como un ingrediente activo en composiciones farmacéuticas.

Un agente de la presente invencion puede administrarse para terapia mediante cualquier via adecuada,
especificamente mediante administracion parenteral (incluyendo subcutanea, intramuscular, intravenosa e
intradérmica). También se apreciara que la via preferida variara con el estado y la edad del receptor, y la enfermedad
gue esta siendo tratada.

Se puede determinar si se consigue el procedimiento, es decir, la inhibicion o inversion de un inhibidor del factor Xa,
mediante un nimero de ensayos in vitro, tales como ensayo de generacion de trombina, y ensayos de coagulacion
clinica tales como aPTT, PT y ACT.

El término “aislado/a”, tal como se usa en el presente documento, con respecto a acidos nucleicos, tales como ADN o
ARN, se refiere a moléculas separadas de otros ADN o ARN, respectivamente que estan presentes en la fuente natural
de la macromolécula. La expresion “acido nucleico aislado” pretende incluir fragmentos de acido nucleico que no son
de origen natural como fragmentos y no se encontrarian en el estado natural. El término “aislado/a” también se usa en
el presente documento para referirse a polipéptidos y proteinas que estan aisladas de otras proteinas celulares y
pretende abarcar polipéptidos tanto purificados como recombinantes. En otras realizaciones, el término “asilado/a”
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significa separado de constituyentes, celulares y otros, en los que la célula, tejido, polinucleétido, péptido, polipéptido,
proteina, anticuerpo o un fragmento o fragmentos de los mismos, que estan normalmente asociados en la naturaleza.
Por ejemplo, una célula aislada es una célula que esta separada de tejido o células de fenotipo o genotipo distinto. Tal
como es evidente para los expertos en la materia, un polinucleétido, péptido, polipéptido, proteina, anticuerpo o
fragmento o fragmentos de los mismos no de origen natural, no requiere “aislamiento” para distinguirlo de su
contrapartida de origen natural.

Tal como se usa en el presente documento, la expresion “equivalente del mismo/de la misma” cuando se refiere a una
proteina, polipéptido o acido nucleico de referencia, pretende incluir aquellos que tienen homologia minima mientras
siguen manteniendo la funcionalidad deseada. Por ejemplo, la homologia puede ser al menos el 80%, o como
alternativa al menos el 85%, o como alternativa al menos el 90%, o como alternativa al menos el 95%, o como
alternativa el 98% de porcentaje de homologia y muestran actividad biolégica sustancialmente equivalente al
polipéptido o proteina de referencia. Que un polinucleétido o regién de polinucleétido (o un polipéptido o region de
polipéptido) tiene cierto porcentaje (por ejemplo, 80%, 85%, 90% o 95%) de “identidad de secuencia’ con otra
secuencia significa que, cuando se alinean, ese porcentaje de bases (0 aminoacidos) son los mismos al comparar las
dos secuencias. Debe observarse que, cuando solamente se usa la cadena pesada de fXa (0 una serina proteasa
relacionada), la homologia global podria ser inferior al 75%, tal como, por ejemplo, 65% o0 50% sin embargo, la
funcionalidad deseada permanece. Este alineamiento y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia pueden
determinarse usando programas de software conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (F.M. Ausubel y col., eds., 1987) Suplemento 30, seccion 7.7.18, Tabla
7.7.1. Preferentemente, se usan parametros por defecto para el alineamiento. Un programa de alineamiento preferido
es BLAST, usando parametros por defecto. En particular, programas preferidos son BLASTN y BLASTP, usando los
siguientes parametros por defecto: Cédigo genético = estandar; filtro = ninguno; cadena = ambas; limite = 60; esperado
= 10; Matriz = BLOSUM62; Descripciones = 50 secuencias; clasificadas por = PUNTUACION ELEVADA; Bases de
datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + SwissProtein + SPupdate
+ PIR. Detalles de estos programas pueden encontrarse en la siguiente direccion de Internet:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/cgi-bin/BLAST.

Los términos “polinucléotido” y “oligonucledtido” se usan indistintamente y se refieren a una forma polimérica de
nucleétidos de cualquier longitud, desoxirribonucledtidos o ribonucleétidos o analogos de los mismos. Los
polinucleétidos pueden tener cualquier estructura tridimensional y pueden realizar cualquier funcién, conocida o
desconocida. Los siguientes son ejemplos no limitantes de polinucleétidos: un gen o fragmento de gen (por ejemplo,
una sonda, cebador, marca EST o SAGE), exones, intrones, ARN mensajero (mARN), ARN transferente, ARN
ribosémico, ribozimas, cADN, plinucleétidos recombinantes, plinucleétidos ramificados, plasmidos, vectores, ADN
aislado de cualquier secuencia, ARN aislado de cualquier secuencia, sondas y cebadores de acido nucleico. Un
plinucleétido puede comprender nucleétidos modificados, tales como nucleétidos metilados y analogos de nucleétidos.
Si estan presentes, modificaciones a la estructura de nucleétidos pueden impartirse antes o después del ensamblaje
del plinucleétido. La secuencia de nucleétidos puede interrumpirse por componentes no nucleotidicos. Un
polinucleétido puede modificarse adicionalmente después de la polimerizacion, tal como mediante conjugacién con un
componente de etiquetado. El término también se refiere a moléculas tanto bi- como monocatenarias. A menos que
se especifique o requiera lo contrario, cualquier realizacion de esta invencion que es un polinucleétido abarca tanto la
forma bicatenaria como cada una de dos formas monocatenarias complementarias que se sabe o se ha predicho que
componen la forma bicatenaria.

Un polinucleotido estad compuesto por una secuencia especifica de cuatro bases de nucleétido: adenina (A); citosina
(C); guanina (G); timina (T); y uracilo (U) para timina cuando el polinucleétido es ARN. Por lo tanto, la expresién
“secuencia de polinucleétido” es la representacion alfabética de una molécula de polinucleétido. Esta representacion
alfabética puede introducirse en bases de datos en un ordenador que tiene una unidad central de procesamiento y
usarse para aplicaciones bioinformaticas tales como genémica funcional y basqueda de homologia.

“Homologia” o “identidad” o “similitud” se refiere a similitud de secuencia entre dos péptidos o entre dos moléculas de
acido nucleico. La homologia puede determinarse comparando una posicién en cada secuencia que pueden ser
alineadas para fines de comparacion. Cuando una posicion en la secuencia comparada esta ocupada por la misma
base 0 aminoacido, entonces las moléculas son homdlogas en esa posicion. Un grado de homologia entre secuencias
esta en funcién del nimero de posiciones coincidentes u homdélogas compartidas por las secuencias. Una secuencia
“no relacionada” o “no homoéloga’ comparte menos del 40% de identidad, o como alternativa menos del 25% de
identidad, con una de las de la presente invencion.

Que un polinucleétido o region de polinucleétido (o un polipéptido o region de polipéptido) tiene cierto porcentaje (por
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ejemplo, 60%, 65%, 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 98% 0 99%) de “identidad de secuencia” con otra secuencia
significa que, cuando estan alineadas, ese porcentaje de bases (0 aminoacidos) son los mismos al comparar las dos
secuencias. Este alineamiento y el porcentaje de homologia o identidad de secuencia pueden determinarse usando
programas software conocidos en la técnica, por ejemplo los descritos en Ausubel y col. eds. (2007) Current Protocols
in Molecular Biology. Preferentemente, se usan parametros por defecto pata el alineamiento. Un programa de
alineamiento es BLAST, usando parametros por defecto. En particular, son programas BLASTN y BLASTP, usando
los siguientes parametros por defecto: Cddigo genético = estandar; filtro = ninguno; cadena = ambas; limite = 60;
esperado = 10; Matriz = BLOSUM®62; Descripciones = 50 secuencias; clasificadas por = PUNTUACION ELEVADA;
Bases de datos = no redundantes, GenBank + EMBL + DDBJ + PDB + GenBank CDS translations + SwissProtein +
SPupdate + PIR. Detalles de estos programas pueden encontrarse en la siguiente direccion de Internet:
http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/Blast.cgi, ultimo acceso el 26 de noviembre de 2007. Polinucle6tidos biolégicamente
equivalentes son aquellos que tienen el porcentaje de homologia especificado y que codifican un polipéptido que tiene
la misma o similar actividad biol6gica.

La expresién “un homologo de un acido nucleico” se refiere a un acido nucleico que tiene una secuencia de nucleotidos
gue tiene cierto grado de homologia con la secuencia de nucleétidos del acido nucleico o complemento del mismo. Un
homalogo de un acido nucleico bicatenario pretende incluir acidos nucleicos que tienen una secuencia de nucle6tidos
que tiene cierto grado de homologia con él o con el complemento del mismo. En un aspecto de la divulgacion,
homélogos de acidos nucleicos son capaces de hibridar con el acido nucleico o complemento del mismo.

Un “gen” se refiere a un polinucleétido que contiene al menos un marco abierto de lectura (ORF) que es capaz de
codificar un polipéptido o proteina particular después de haber sido transcrito y traducido. Cualquiera de las secuencias
de polinucleétidos o polipéptidos descritas en el presente documento puede usarse para identificar fragmentos mas
grandes o secuencias codificantes de longitud completa del gen con el que estan asociados. Procedimientos de
aislamiento de secuencias de fragmentos mas grandes son conocidos por los expertos en la materia.

El término “expresar” se refiere a la produccién de un producto génico.

Tal como se usa en el presente documento, “expresion” se refiere al proceso mediante cual polinucleétidos se
transcriben a mMARN y/o el proceso mediante el cual el mMARN transcrito esta siendo posteriormente traducido en
péptidos, polipéptidos, o proteinas. Si el polinucleétido se deriva de ADN gendmico, la expresién puede incluir splicing
del mMARN en una célula eucariota.

El término “codificar”, tal como se aplica a polinucledtidos, se refiere a un polinucleétido que se dice que “codifica” un
polipéptido si, en su estado nativo o cuando se manipula mediante procedimientos bien conocidos por los expertos en
la materia, puede transcribirse y/o traducirse para producir el mMARN para el polipéptido y/o un fragmento del mismo.
La cadena antisentido es el complemento de dicho acido nucleico, y la secuencia codificante puede deducirse a partir
de ella.

Un “conjugado peptidico” se refiere a la asociacion mediante unién por enlace covalente o no covalente de uno o mas
polipéptidos y otro compuesto quimico o biolégico. En un ejemplo no limitante, la “conjugaciéon” de un polipéptido con
un compuesto quimico da como resultado estabilidad o eficacia mejoradas del polipéptido para su propoésito
pretendido. En una realizacién, un péptido esta conjugado a un transportador, donde el transportador es un liposoma,
una micela, o un polimero farmacéuticamente aceptable.

Los “liposomas” son vesiculas microscopicas que consisten en bicapas lipidicas concéntricas. Estructuralmente, los
liposomas varian en tamafio y forma desde largos tubos a esferas, con dimensiones desde unos pocos cientos de
Angstroms a fracciones de un milimetro. Los lipidos formadores de vesiculas se seleccionan para conseguir un grado
especificado de fluidez o rigidez del complejo final que proporciona la composicion lipidica de la capa externa. Estos
son neutros (colesterol) o bipolares e incluyen fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina (PC), fosfatidiletanolamina (PE),
fosfatidilinositol (PI), y esfingomielina (SM) y otros tipos de lipidos bipolares, incluyendo aunque sin limitarse a
dioleoilfosfatidiletanolamina (DOPE), con una longitud de cadena de hidrocarburo en el intervalo de 14 a 22, y
saturados o con uno o mas enlaces dobles C = C. Los ejemplos de lipidos capaces de producir un liposoma estable,
en solitario, o en combinacién con otros componentes lipidicos son fosfolipidos, tales como fosfatidilcolina de soja
hidrogenada (HSPC), Ilecitina, fosfatidiletanolamina, lisolecitina, lisofosfatidiletanolamina, fosfatidilserina,
fosfatidilinositol, esfingomielina, cefalina, cardiolipina, acido fosfatidico, cerebrésidos, distearoilfosfatidiletanolamina
(DSPE), dioleoilfosfatidilcolina (DOPC), dipalmitoilfosfatidilcolina (DPPC), palmitoiloleoilfosfatidilcolina (POPC),
palmitoiloleoilfosfatidiletanolamina (POPE) y dioleoilfosfatidiletanolamina  4-(N-maleimido-metil)ciclohexano-1
carboxilato (DOPE-mal). Lipidos que no contienen fésforo adicionales que pueden ser incorporados en liposomas
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incluyen estearilamina, dodecilamina, hexadecilamina, miristato de isopropilo, lauril sulfato de trietanolamina, sulfato
de alquilo-arilo, palmitato de acetilo, ricinoleato de glicerol, estearato de hexadecilo, polimeros acrilicos anféteros,
amidas de acidos grasos polietoxilados, y los lipidos catiénicos mencionados anteriormente (DDAB, DODAC, DMRIE,
DMTAP, DOGS, DOTAP (DOTMA), DOSPA, DPTAP, DSTAP, DC-Chol). Los lipidos cargados negativamente incluyen
acido fosfatidico (PA), dipalmitoilfosfatidilglicerol (DPPG), dioleoilfosfatidilglicerol y (DOPG), dicetilfosfato que son
capaces de formar vesiculas. Normalmente, los liposomas pueden dividirse en tres categorias basadas en su tamafio
global y la naturaleza de la estructura laminar. Las tres clasificaciones, segun lo desarrollado por la New York Academy
Sciences Meeting, “Liposomes and Their Use in Biology and Medicine”, diciembre de 1977, son vesiculas
multilaminares (MLV), pequefias vesiculas unilaminares (SUV) y granes vesiculas unilaminares (LUV).

Una “micela” es un agregado de moléculas de tensioactivo dispersadas en un coloide liquido. Una micela tipica en
solucion acuosa forma un agregado con las regiones de “cabeza” hidréfilas en contacto con disolvente circundante,
secuestrando las regiones de cola hidréfobas en el centro de la micela. Este tipo de micela es conocido como una
micela en fase normal (micela de aceite en agua). Las micelas inversas tienen los grupos de cabeza en el centro de
las colas con las colas extendiéndose fuera (micela de agua en aceite). Las micelas pueden usarse para unir un
polinucleétido, polipéptido, anticuerpo o composicion descrita en el presente documento para facilitar el suministro
eficiente de la célula o tejido diana.

La frase “polimero farmacéuticamente aceptable” se refiere al grupo de compuestos que pueden conjugarse con uno
0 mas polipéptidos descritos en el presente documento. Se contempla que la conjugacion de un polimero con el
polipéptido es capaz de prolongar la semivida del polipéptido in vivo e in vitro. Los ejemplos no limitantes incluyen
polietilenglicoles, polivinilpirrolidonas, alcoholes polivinilicos, derivados de celulosa, poliacrilatos, polimetacrilatos,
azUcares, polioles y mezclas de los mismos.

Un “vehiculo de suministro de genes” se define como cualquier molécula que puede transportar polinucleétidos
insertados a una célula huésped. Los ejemplos de vehiculos de suministro de genes son liposomas, micelas polimeros
biocompatibles, incluyendo polimeros naturales y polimeros sintéticos; lipoproteinas; polipéptidos; polisacaridos;
lipopolisacaridos; envueltas virales artificiales; particulas de metal; y bacterias, o virus, tales como baculovirus,
adenovirus y retrovirus, bacteriéfago, césmido, plasmido, vectores fungicos y otros vehiculos recombinantes usados
normalmente en la técnica que se han descrito para expresiéon en diversos huéspedes eucariotas y procariotas, y
pueden usarse para terapia génica asi como para simple expresion de proteinas.

Un polinucleétido de esta invencién puede suministrarse a una célula o tejido usando un vehiculo de suministro de
genes. “Suministro de genes”, “transferencia de genes”, “transduccién”, y similares tal como se usan en el presente
documento, son expresiones que se refieren a la introduccién de un polinucleétido exégeno (algunas veces
denominado como “transgén”) en una célula huésped, independientemente del procedimiento usado para la
introduccion. Dichos procedimientos incluyen diversas técnicas bien conocidas tales como transferencia de genes
mediada por vectores (mediante, por ejemplo, infeccion virica/transfeccién, o diversos otros complejos de suministro
de genes basados en proteinas o basados en lipidos) asi como técnicas que facilitan el suministro de polinucleétidos
“desnudos” (tales como electroporacién, suministro con “pistola génica” y diversas otras técnicas usadas para la
introduccion de polinucleétidos). El polinucledtido introducido puede mantenerse de forma estable o transitoria en la
célula huésped. El mantenimiento estable normalmente requiere que el polinucleétido introducido contenga un origen
de replicacion compatible con la célula huésped o se integre en un replicon de la célula huésped, tal como un replicén
extracromosomico (por ejemplo, un plasmido) o un cromosoma nuclear o mitocondrial. Se conocen una serie de
vectores que son capaces de mediar la transferencia de genes a células de mamifero, tal como se conoce en la técnica
y se describe en el presente documento.

Un “vector viral” se define como un virus o particula viral producida de forma recombinante que comprende un
polinucleétido a suministrar a una célula huésped, in vivo, ex vivo o in vitro. Los ejemplos de vectores virales incluyen
vectores retrovirales, vectores de adenovirus, vectores de virus adenoasociados, vectores de alfavirus y similares. Los
vectores de alfavirus, tales como vectores basados en el virus Semliki Forest y vectores basados en el virus Sindbis,
también se han desarrollados para uso en terapia génica e inmunoterapia. Véase, Schlesinger y Dubensky (1999)
Curr. Opin. Biotechnol. 5: 434-439 y Ying, y col. (1999) Nat. Med. 5(7): 823-827. En aspectos donde la transferencia
de genes esta mediada por un vector retroviral, una construccién de vector se refiere al polinucleétido que comprende
el genoma retroviral o parte del mismo, y un gen terapéutico. Tal como se usa en el presente documento, “transferencia
de genes mediada retroviral” o “transduccidn retroviral” lleva el mismo significado y se refiere al proceso mediante el
cual un gen o secuencias de acido nucleico son transferidas de forma estable en la célula huésped en virtud del virus
gue entra en la célula y que integra su genoma en el genoma de la célula huésped. El virus puede entrar en la célula
huésped mediante su mecanismo de infeccién normal o modificarse de modo que se una a un receptor o ligando de
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la superficie de la célula huésped diferente para entrar en la célula. Tal como se usa en el presente documento, vector
retroviral se refiere a una particula viral capaz de introducir acido nucleico exdgeno en una célula a través de un
mecanismo de entrada viral o de tipo viral.

Los retrovirus portan sui informacion genética en forma de ARN; sin embargo, una vez que el virus infecta una célula,
el ARN es transcrito de forma inversa en forma de ADN que se integra en el ADN gendmico de la célula infectada. La
forma de ADN integrado se denomina provirus.

En aspectos donde la transferencia de genes es mediada por un vector viral de ADN, tal como un adenovirus (Ad) o
virus adenoasociado (AAV), una construccién de vector se refiere al polinucleétido que comprende el genoma viral o
parte del mismo, y un transgén. Los adenovirus (Ad) son un grupo de virus homogéneo, relativamente bien
caracterizado, que incluye mas de 50 serotipos. Véase, por ejemplo, la solicitud PCT internacional N.° WO 95/27071.
Los Ad no requieren integraciéon en el genoma de la célula huésped. Vectores derivados de Ad recombinante,
particularmente aquellos que reducen el potencial de recombinacion y generacién de virus de tipo silvestre, también
han sido construidos. Véase, las solicitudes PCT internacional N.° WO 95/00655 y WO 95/11984. El AAV de tipo
silvestre tiene alta infectividad y especificidad integrandose en el genoma de la célula huésped. Véase, Hermonat and
Muzyczka (1984) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 81: 6466-6470 y Lebkowski y col. (1988) Mol. Cell. Biol. 8: 3988-3996.

Los vectores que contienen tanto un promotor como un sitio de clonacion en el que un polinucleétido puede enlazarse
de forma operativa se conocen bien en la técnica. Dichos vectores son capaces de transcribir ARN in vitro o in vivo, y
estan disponibles en el mercado de fuentes tales como Stratagene (La Jolla, CA) y Promega Biotech (Madison, WI).
Para optimizar la expresion y/o la transcripcion in vitro, puede ser necesario eliminar, afiadir o alterar partes no
traducidas 5' y/o 3' de los clones para eliminar codones de iniciacion extra, de potencial traduccién alternativa
inapropiada u otras secuencias que pueden interferir en o reducir la expresién, a nivel de la transcripcion o la
traduccién. Como alternativa, sitios de unién al ribosoma consenso pueden insertarse inmediatamente 5' del codon de
inicio para mejorar la expresion.

Los vehiculos de suministro de genes también incluyen complejos de ADN/liposoma, micelas y complejos proteina-
ADN dirigidos. Los liposomas que también comprenden un anticuerpo de direccién o fragmento del mismo pueden
usarse en los procedimientos de esta invencidn. Para mejorar el suministro a una célula, el acido nucleico o las
proteinas de esta invencion pueden conjugarse a anticuerpos o fragmentos de union de los mismos que se unen a
antigenos de la superficie celular, por ejemplo, un marcador de la superficie celular descubierto en células madre o
cardiomiocitos. Ademas del suministro de polinucleétidos a una célula o poblacién de células, la introduccién directa
de las proteinas descritas en el presente documento en la célula o poblacion de células puede realizarse mediante la
técnica no limitante de transfeccion de proteinas, como alternativa condiciones de cultivo que pueden mejorar la
expresion y/o promover la actividad de las proteinas de esta invencion son otras técnicas no limitantes.

La frase “soporte soélido” se refiere a superficies no acuosas tales como “placas de cultivo” “chips génicos” o
“micromatrices” (microarrays). Dichos chips génicos o micromatrices pueden usarse para fines de diagnostico y
terapéuticos mediante una serie de técnicas conocidas por un experto en la materia. En una técnica, los
oligonucledtidos se distribuyen sobre un chip génico para determinar la secuencia de ADN mediante la estrategia de
hibridacién, tal como la perfilada en las patentes de Estados Unidos N.© 6.025.136 y 6.018.041. Los polinucleétidos de
esta invencion pueden modificarse a sondas, que, a su vez, pueden usarse para la detecciéon de una secuencia
genética. Dichas técnicas han sido descritas, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N.° 5.968.740 y
5.858.659. Una sonda también puede fijarse a la superficie de un electrodo para la deteccion electroquimica de
secuencias de acido nucleico tales como las descritas por Kayem y col., patente de Estados Unidos N.° 5.952.172 y
por Kelley y col. (1999) Nucleic Acids Res. 27: 4830-4837.

Diversos “chips génicos” o “micromatrices” y tecnologias similares son conocidas en la técnica. Los ejemplos de éstas
incluyen, aunque sin limitarse a, LabCard (ACLARA Bio Sciences Inc.); GeneChip (Affymetric, Inc); LabChip (Caliper
Technologies Corp); una matriz de baja densidad con deteccion electroquimica (Clinical Micro Sensors); LabCD
System (Gamera Bioscience Corp.); Omni Grid (Gene Machines); Q Array (Genetix Ltd.); un sistema de espectrometria
de masas automatizado de alto rendimiento con tecnologia de expresion en fase liquida (Gene Trace Systems, Inc.);
un sistema de dispensado de gotas por chorro térmico (Hewlett Packard Company); Hyseq HyChip (Hyseq, Inc.);
BeadArray (lllumina, Inc.); GEM (Incyte Microarray Systems); un sistema de formacion de micromatrices de alto
rendimiento que puede dispensar de 12 a 64 gotas sobre miltiples portacbjetos de vidrio (Intelligent Bio-Instruments);
Molecular Biology Workstation y NanoChip (Nanogen, Inc.); un chip de vidrio microfluidico (Orchid biosciences, Inc.);
BioChip Arrayer con cuatro puntas piezoeléctricas de goteo a voluntad PiezoTip (Packard Instruments, Inc.); FlexJet
(Rosetta Inpharmatic, Inc.); espectrometro de masas MALDI-TOF (Sequnome); ChipMaker 2 y ChipMaker 3
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(TeleChem International, Inc.); y GenoSensor (Vysis, Inc.) tal como se identifican y describen en Heller (2002) Annu.
Rev. Biomed. Eng. 4:129-153. Los ejemplos de “chips génicos” o una “micromatriz” también se describen en las
publicaciones de patente de Estados Unidos N.°: 2007-0111322, 2007-0099198, 2007-0084997, 2007-0059769 y
2007-0059765 y las patentes de Estados Unidos N.°: 7.138.506, 7.070.740 y 6.989.267.

En un aspecto, se preparan “chips génicos” o “micromatrices” que contienen sondas o cebadores homélogos a un
polinucleétido, polipéptido o anticuerpo descrito en el presente documento. Se obtiene una muestra adecuada del
paciente, se lleva a cabo extraccién de ADN, ARN genémico, proteina o cualquier combinacién de los mismos y se
amplifica en caso necesario. La muestra se pone en contacto con el chip génico o panel de micromatriz en condiciones
adecuadas para hibridacion de los genes o productos génicos de interés con las sondas o cebadores contenidos en
el chip génico o micromatriz. Las sondas o cebadores pueden estar etiqguetadas de forma detectable identificando de
este modo el uno o mas genes de interés. Como alternativa, puede usarse una reaccién quimica o biolégica para
identificar las sondas o cebadores que hibridaron con el ADN o ARN del uno o mas genes) de interés. Los genotipos
o el fenotipo del paciente se determinan a continuacion con ayuda del aparato y los procedimientos mencionados
anteriormente.

Otros ejemplos no limitantes de un soporte en fase sélida incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno,
dextrano, nylon, amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, gabros y magnetita. La naturaleza del
transportador puede ser soluble en cierta medida o insoluble. El material de soporte puede tener virtualmente cualquier
configuracion estructural posible, siempre que la molécula acoplada sea capaz de unirse a un polinucleétido,
polipéptido o anticuerpo. Por lo tanto, la configuracion del soporte puede ser esférica, como en una perla, o cilindrica,
como en la superficie interna de un tubo de ensayo, o la superficie externa de una varilla. Como alternativa, la superficie
puede ser plana tal como una lamina, tira reactiva, etc., o, como alternativa, perlas de poliestireno. Los expertos en la
materia conoceran muchos otros transportadores adecuados para unirse al anticuerpo o antigeno, o seran capaces
de determinar los mismos mediante el uso de experimentacion rutinaria.

Las “células eucariotas" comprenden todos los reinos de la vida, excepto monera. Se pueden distinguir facilmente a
través de un nucleo rodeado por una membrana. Animales, plantas, hongos y protistas son eucariotas u organismos
cuyas células estan organizadas en estructuras complejas por las membranas internas y un citoesqueleto. La
estructura rodeada por una membrana mas caracteristica es el nicleo. Un huésped eucariota, incluyendo, por ejemplo,
levadura, plantas superiores, insectos y células de mamiferos, o como alternativa a partir de una célula procariota tal
como se ha descrito anteriormente. Los ejemplos no limitantes incluyen simio, bovino, porcino, murino, ratas, aviar,
reptiliano y humano.

Las “células procariotas" que habitualmente carecen de un nucleo o cualesquiera otros organulos rodeados por una
membrana y se dividen en dos dominios, bacterias y archaea. Ademas, en lugar de tener el ADN cromosémico, la
informacién genética de estas células esta en un bucle circular llamado un plasmido. Las células bacterianas son muy
pequefias, aproximadamente del tamafio de una mitocondria animal (aproximadamente 1-2 um de didmetro y 10 um
de largo). Las células procariotas presentan tres formas principales: en forma de barra, esférica y en espiral. En vez
de someterse a procesos de replicacion elaborados como las eucariotas, las células bacterianas se dividen por fisién
binaria. Los ejemplos incluyen aunque sin limitarse a bacterias bacillus, bacterias E. coli bacterias Salmonella.

La expresion “anticuerpo humano”, tal como se usa en el presente documento, pretende incluir anticuerpos que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. Los
anticuerpos humanos de la divulgacion pueden incluir residuos de aminoacidos no codificados por secuencias de
inmunoglobulina de linea germinal humana (por ejemplo, mutaciones introducidas por mutagénesis aleatoria o
especifica de sitio in vitro o por mutacién somatica in vivo). Sin embargo, la expresién “anticuerpo humano”, tal como
se usa en el presente documento, no pretende incluir anticuerpos en los que secuencias CDR derivadas de la linea
germinal de otra especie de mamifero, tal como un ratén, han sido injertadas en secuencias marco humanas. Por lo
tanto, tal como se usa en el presente documento, la expresion “anticuerpo humano” se refiere a un anticuerpo en el
gue sustancialmente todas las partes de la proteina (por ejemplo, CDR, marco, dominios Ci, Ch (por ejemplo, Chz,
Chz, Cus), bisagra, (VL, VH)) son sustancialmente no inmundgenas en seres humanos, con solamente cambios o
variaciones de poca importancia en la secuencia. Del mismo modo, los anticuerpos designados de primate (mono,
babuino, chimpancé, etc.), roedores (ratén, rata, conejo, cobaya, hamster, y similares) y otros mamiferos designan
dichos anticuerpos especifico de especie, subgénero, género, subfamilia, familia. Ademas, los anticuerpos quiméricos
incluyen cualquier combinacién de los anteriores. Dichos cambios o variaciones opcional y preferentemente retienen
o reducen la inmunogenicidad en los seres humanos u otras especies con respecto a los anticuerpos no modificados.
Por lo tanto, un anticuerpo humano es distinto de un anticuerpo quimérico o humanizado. Se sefiala que un anticuerpo
humano puede ser producido por una célula animal no humana o procariota o eucariota que es capaz de expresar los
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genes de inmunoglobulina humana funcionalmente reordenados (por ejemplo, la cadena pesada y/o ligera). Ademas,
cuando un anticuerpo humano es un anticuerpo monocatenario, puede comprender un péptido enlazador que no se
encuentra en los anticuerpos humanos nativos. Por ejemplo, un Fv que puede comprender un péptido enlazador, tal
como de dos a aproximadamente ocho residuos de glicina u otros aminoacidos, que une la region variable de la cadena
pesada y la region variable de la cadena ligera. Se considera que dichos péptidos enlazadores son de origen humano.

Tal como se usa en el presente documento, un anticuerpo humano se “deriva de” una secuencia de linea germinal
particular, si se obtiene el anticuerpo a partir de un sistema que usa secuencias de inmunoglobulina humana, por
ejemplo, mediante la inmunizacion de un ratén transgénico que porta genes de inmunoglobulina humana o cribando
una biblioteca de genes de inmunoglobulina humana. Un anticuerpo humano que se “deriva de” una secuencia de
inmunoglobulina de linea germinal humana puede ser identificado como tal mediante la comparacién de la secuencia
de aminoacidos del anticuerpo humano con la secuencia de aminoacidos de inmunoglobulinas de la linea germinal
humana. Un anticuerpo humano seleccionado normalmente es al menos 90% idéntico en la secuencia de aminoacidos
a una secuencia de aminoacidos codificada por un gen de la linea germinal de inmunoglobulina humana y contiene
residuos de aminoacidos que identifican el anticuerpo humano como de ser humano, cuando se comparan con las
secuencias de aminoacidos inmunoglobulina de linea germinal de otras especies (por ejemplo, secuencias de la linea
germinal murina). En ciertos casos, un anticuerpo humano puede ser al menos el 95%, o incluso al menos 96%, 97%,
98% 0 99% idéntica en la secuencia de aminoacidos a la secuencia de aminoacidos codificada por el gen de
inmunoglobulina de la linea germinal. Normalmente, un anticuerpo humano derivado de una secuencia de linea
germinal humana particular presentard no mas de 10 diferencias de aminoacidos respecto a la secuencia de
aminoacidos codificada por el gen de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertos casos, el anticuerpo
humano puede presentar no mas de 5, o incluso no mas de 4, 3, 2, o 1 diferencias de aminoéacidos respecto a la
secuencia de aminoacidos codificada por el gen de la linea germinal de inmunoglobulina.

Un “anticuerpo monoclonal humano” se refiere a anticuerpos que presentan una sola especificidad de unidn que tienen
regiones variables y constantes derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. La expresion
también pretende incluir anticuerpos humanos recombinantes. Procedimientos para fabricar estos anticuerpos se
describen en el presente documento.

La expresion “anticuerpo humano recombinante”, tal como se usa en el presente documento, incluye todos los
anticuerpos humanos que se preparan, expresan, crean o aislan mediante medios recombinantes, tales como
anticuerpos aislados de un animal (por ejemplo, un ratén) que es transgénico o transcromosomico para genes de
inmunoglobulina humana o un hibridoma preparado a partir de los mismos, anticuerpos aislados de una célula huésped
transformada para expresar el anticuerpo, por ejemplo, a partir de un transfectoma, anticuerpos aislados a partir de
una biblioteca de anticuerpos humanos combinatoria, recombinante y anticuerpos preparados, expresados, creados o
aislados mediante cualquier otro medio que implica splicing de secuencias génicas de inmunoglobulina humana con
otras secuencias de ADN. Dichos anticuerpos humanos recombinantes tienen regiones variables y constantes
derivadas de secuencias de inmunoglobulina de linea germinal humana. En ciertas realizaciones de la descripcion,
sin embargo, dichos anticuerpos humanos recombinantes pueden ser sometidos a mutagénesis in vitro (o, cuando se
usa un animal transgénico para secuencias de Ig humana, mutagénesis somatica in vivo) y por lo tanto las secuencias
de aminoacidos de las regiones VH y VL de los anticuerpos recombinantes son secuencias que, aunque derivadas de
y relacionadas con secuencias VH y VL de la linea germinal humana, pueden no existir de forma natural dentro del
repertorio de la linea germinal de anticuerpos humanos in vivo. Procedimientos para fabricar estos anticuerpos se
describen en el presente documento.

Tal como se usa en el presente documento, “isotipo” se refiere a la clase de anticuerpos (por ejemplo, IgM o IgG1)
gue esta codificada por genes de la region constante de cadena pesada.

Las expresiones “anticuerpo policlonal” o “composicién de anticuerpo policlonal”, tal como se usan en el presente
documento, se refieren a una preparacion de anticuerpos que se derivan de diferentes lineas de células B. Son una
mezcla de moléculas de inmunoglobulina secretadas contra un antigeno especifico, que reconoce, cada una, un
epitopo diferente.

Las expresiones “anticuerpo monoclonal” o “composicién de anticuerpo monoclonal”, tal como se usan en el presente
documento, se refieren a una preparacion de moléculas de anticuerpo de composicion molecular sencilla. Una
composicion de anticuerpo monoclonal presenta una Unica especificidad y afinidad de unién para un epitopo particular.

Tal como se usa en el presente documento, el término “etiqueta” pretende un compuesto o composicion directa o
indirectamente detectable que esta conjugado directa o indirectamente a la composicion a detectar, por ejemplo,
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polinucleétido o proteina tal como un anticuerpo para generar una composicion “etiquetada”. El término también incluye
secuencias conjugadas al polinucle6tido que proporcionaran una sefial en el momento de la expresion de las
secuencias insertadas, tal como proteina verde fluorescente (GFP) y similares. La etiqueta puede ser detectable por
si misma (por ejemplo etiquetas de radioisétopo o etiquetas fluorescentes) o, en el caso de una etiqueta enzimatica,
puede catalizar la alteraciéon quimica de un compuesto o composicién de sustrato que es detectable. Las etiquetas
pueden ser adecuadas para deteccion a pequefia escala 0 mas adecuadas para cribado de alto rendimiento. Por lo
tanto, las etiquetas adecuadas incluyen, aunque sin limitarse a, radioisotopos, fluor6cromos, compuestos
guimioluminiscentes, tintes y proteinas, incluyendo enzimas. La etiqueta puede detectarse simplemente o puede
cuantificarse. Una respuesta que es simplemente detectada en general comprende una respuesta cuya existencia
meramente es confirmada, mientras que una respuesta que se cuantifica generalmente comprende una respuesta que
tiene un valor cuantificable (por ejemplo, numéricamente notificable) tal como una intensidad, polarizacién, y/u otra
propiedad. En ensayos de luminiscencia o fluorescencia, la respuesta detectable puede ser generada directamente a
través de un lumindéforo o fluor6foro asociado a un componente del ensayo implicado realmente en la unién, o
indirectamente usando un luminéforo o fluoréforo asociado con otro componente (por ejemplo, informador o indicador).

Los ejemplos de etiquetas luminiscentes que producen sefiales incluyen, aunque sin limitarse a, bioluminiscencia y
guimioluminiscencia. Una respuesta de luminiscencia detectable comprende generalmente un cambio en, o una
aparicion de, una sefial de luminiscencia. Los procedimientos y luminéforos adecuados para los componentes de
ensayo de etiquetado de forma luminiscente son conocidos en la técnica y se describen por ejemplo, en Haugland,
Richard P. (1996) Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (62 ed.). Los ejemplos de sondas
luminiscentes incluyen, aunque sin limitarse a, aecuorina y luciferasas.

Los ejemplos de etiquetas fluorescentes adecuadas incluyen, aunque sin limitarse a, fluoresceina, rodamina,
tetrametilrrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas, pireno, verde malaquita, estilbeno, Lucifer Yellow,
Cascade Blue ™, y Rojo Texas. Otros colorantes épticos adecuados se describen en Haugland, Richard P. (1996)
Handbook of Fluorescent Probes and Research Chemicals (62 ed.).

En otro aspecto, la etiqueta fluorescente se funcionaliza para facilitar uniéon covalente a un componente celular
presente en o sobre la superficie de la célula o tejido tal como un marcador de la superficie celular. Grupos adecuados
funcionales, incluyendo, aunque sin limitarse a, grupos isotiocianato, grupos amino, grupos haloacetilo, maleimidas,
ésteres de succinimidilo, y haluros de sulfonilo, todos los cuales pueden ser utilizados para unir la etiqueta fluorescente
a una segunda molécula. La eleccion del grupo funcional de la etiqueta fluorescente dependera del sitio de unién ya
sea a un enlazador, el agente, el marcador o el segundo agente de etiquetado.

Il. Usos de lainvencién

Un aspecto de la presente invencion se refiere a una composicion que comprende un derivado de fXa de la invencién
para uso en un procedimiento de prevenir o reducir una hemorragia en un sujeto sometido a terapia anticoagulante
administrando al sujeto una cantidad efectiva de un derivado proteico de factor Xa. El derivado tiene un sitio activo
modificado y un dominio Gla modificado, teniendo de este modo actividad procoagulante reducida o ninguna. El
derivado actia como antidoto y sustancialmente neutraliza la actividad anticoagulante del inhibidor. El derivado es
bien deficiente en Gla o sin dominio Gla. El sujeto puede ser un mamifero o, mas particularmente, un ser humano.

En otra realizacién, la invencion se refiere a una composicion que comprende un derivado de fXa de la invencién para
uso en un procedimiento para unirse a e inhibir selectivamente un inhibidor del factor Xa administrado de forma
exdgena en un sujeto. El procedimiento comprende administrar al paciente una cantidad efectiva de un derivado de
un derivado de factor Xa tal como se ha descrito anteriormente. El sujeto puede ser una célula o un mamifero, tal
como un ser humano.

Los pacientes adecuados para esta terapia se han sometido a terapia anticoagulante anterior, por ejemplo, se les ha
administrado uno o mas de un anticoagulante, tal como un inhibidor de factor Xa. Los ejemplos de anticoagulantes
que son inhibidores del factor Xa, incluyen aunque sin limitarse a, fondaparinux, idraparinux, idraparinux biotinilado,
enoxaparina, fragmina, NAP-5, rNAPc2, inhibidor de la ruta del factor tisular, DX-9065a, YM-60828, YM-150, apixaban,
rivaroxaban, PD-348292, otamixaban, DU-176b, LY517717, GSK913893, heparina de bajo peso molecular y
betrixaban, o cualquier combinacién de los mismos. La fuente de diversos anticoagulantes se encuentra en toda la
descripcion.

El derivado tiene un sitio activo modificado y un dominio Gla modificado o eliminado. El derivado del factor Xa no tiene
0 muestra ninguna actividad procoagulante. Es este aspecto, el derivado comprende al menos los residuos de
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aminoacido 40 a 448, 45 a 448, o0 46 a 448 de la SEQ ID NO. 3 o equivalentes de la misma. En otro aspecto, el
derivado comprende al menos los residuos de aminoacido 45 a 139 y 195 a 448 0 46 a 139 y 195-448 de la SEQ ID
NO. 3 o equivalentes de la misma.

El derivado de fXa puede conservar la estructura tridimensional del sitio activo de la proteina fXa. Informacién respecto
a la estructura tridimensional del des-Gla fXa puede encontrarse en Brandstetter, H y col. J. Bio. Chem., 1996, 271:
29988-29992.

En otro aspecto de la invencion, los derivados de fXa pueden carecer del dominio Gla asi como uno cualquiera de los
dos dominios EGF. En otro aspecto de la invencion, los derivados de fXa carecen completamente de cadena ligera
pero contiene un dominio catalitico de serina proteasa presente en la cadena pesada. Otras modificaciones de la
cadena pesada pueden comprender el dominio catalitico de serina proteasas relacionadas que son capaces de unirse
a inhibidores. Las serina proteasas relacionadas tienen dominios cataliticos que poseen suficiente similitud estructural
con el dominio catalitico fXa y son, por lo tanto, capaces de unirse a inhibidores de fXa de molécula pequefia. Los
ejemplos de serina proteasas relacionadas incluyen, aunque sin limitarse a, proteasas de mamifero tales como
calicreina plasmatica, trombina y tripsina o la proteasa bacteriana subtilisina. Estos derivados incluyen ademas
modificaciones en los residuos de aminoacidos equivalentes a residuos serina (SER379) o acido aspartico (ASP282)
del sitio activo, descritos en el presente documento.

En algunas realizaciones, la proteina del factor Xa con actividad procoagulante reducida comprende una cadena ligera
modificada, donde la modificacién es sustitucion, adicién o delecién del dominio Gla para reducir la unién a la
membrana fosfolipidica de fXa. En algunas realizaciones, la secuencia de aminoacidos principal de fXa no ha
cambiado, pero la cadena lateral de ciertos aminoacidos se ha cambiado. Los ejemplos del dominio Gla modificado
gue reduce la unién a la membrana fosfolipidica de fXa comprenden polipéptidos o proteinas que tienen la secuencia
de aminoéacidos primaria de la SEQ ID NO. 3 o un equivalente de la misma, con al menos una sustitucion, adicion o
delecion de aminoacidos en comparacién con el dominio Gla de una proteina de factor Xa humano de tipo silvestre.
En algunas realizaciones, al menos un aminoécido que es sustituido o delecionado es un &cido y-carboxiglutamico
(Gla). Los residuos de Gla se muestran en la SEQ ID NO. 3 en las posiciones de aminoacidos 6, 7, 14, 16, 19, 20, 25,
26, 29, 32y 39. La secuencia de aminoacidos primaria del antidoto puede ser idéntica a la SEQ ID NO. 3 o equivalente
de la misma, pero es una proteina de factor Xa no carboxilada, subcarboxilada o descarboxilada. El antidoto puede
ser un des-Gla anhidro-fXa o des-Gla fX-S379A. En algunas realizaciones de la divulgacion, la proteina del factor Xa
con unién a la membrana fosfolipidica reducida comprende, ademas, modificacion o delecion de los EGF1 y/o EGF2
(mostrados en la figura 3 como los aminoacidos 46 a 84 y 85 a 128, respectivamente) o una parte, es decir fragmento
de los dominios EGF1 y/o EGF2. En algunas realizaciones, toda la cadena ligera o sustancialmente toda la cadena
ligera se modifica o elimina pero contiene un dominio catalitico de serina proteasa presente en la cadena pesada. Por
ejemplo, la proteina de fXa modificada con unién a la membrana fosfolipidica reducida puede contener solamente la
cadena pesada o el fXa modificado puede contener la cadena pesada y un fragmento de la cadena ligera que contiene
Cys132, el residuo de aminoécido que forma el tnico puente disulfuro con Cys302 de la cadena pesada en la SEQ ID
NO. 3. En algunas realizaciones, el derivado comprende la secuencia de aminoacidos de la SEQ ID NO. 12. En algunas
realizaciones, el derivado es el polipéptido bicatenario que comprende la SEQ ID NO. 13. En otras realizaciones, el
derivado es el polipéptido de la SEQ ID NO. 15.

En algunas realizaciones, el derivado de la proteina del factor Xa comprende una cadena pesada modificada que
contiene el dominio catalitico de dicha proteina del factor Xa. En algunas realizaciones, al menos una sustitucion de
aminoacidos esta presente en una 0 mas posiciones de aminoacido de fXa seleccionadas de entre el grupo que
consiste en Glu216, Glu218, Arg332, Arg347, Lys351y Ser379 enla SEQ ID NO. 3y 7 (Glu37, Glu39, Arg150, Arg165,
Lys169 y Serl195 en numeracién de quimotripsina, respectivamente). En algunas realizaciones, el antidoto es una
proteina del factor Xa con residuo serina (Ser379 en la SEQ ID NO. 3y 7, Serl95 en numeracion de quimotripsina)
en el sitio activo modificado a deshidroalanina o alanina. Dichas modificaciones pueden realizarse a proteina fXa de
tipo silvestre o a cualquiera de las proteinas de fXa modificadas o fragmentos descritos anteriormente. Por ejemplo,
el des-Gla anhidro-fXa con residuos serina en el sitio activo sustituidos por deshidroalanina descrito en el ejemplo 1
ha mostrado actividad de antidoto.

En otras realizaciones, el derivado tiene interaccion reducida con ATIII, cofactores fV/fVay fVIII/fVIlIla en comparacion
con factor Xa de tipo silvestre o de origen natural. En algunas realizaciones, al menos una sustitucion de aminoacidos
esta presente en la posicion de aminoacido Arg306, Glu310, Arg347, Lys351, Lys414 o Arg424 en la SEQ ID NO. 3y
7 (Argl25, Glul129, Argl65, Lys169, Lys230 o Arg240 en numeracion de quimotripsina, respectivamente). Dichas
modificaciones pueden realizarse a proteina fXa de tipo silvestre o a cualquiera de las proteinas de fXa modificadas o
fragmentos descritos anteriormente.
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En otras realizaciones de la divulgacion, el antidoto es una proteina que comprende la secuencia de aminoacidos de
un dominio catalitico de serina proteasa que puede imitar la capacidad de unién al inhibidor de la cadena pesada de
fXa. Dichas proteinas pueden incluir proteasas de mamifero tales como calicreina plasmatica, trombina, tripsina (o su
homélogo bacteriano subtilisina) que han sido modificadas de forma recombinante para carecer de actividad serina
proteasa capaz de escindir sustratos de proteina pero aun posee las caracteristicas estructurales del sitio activo
escindido.

También son proporcionadas por esta invencion composiciones farmacéuticas que contienen uno o mas de los
derivados del factor Xa modificados y un transportador farmacéuticamente aceptable. Las composiciones se
administran a un sujeto que lo necesita en una cantidad que proporcionara el beneficio deseado, una reduccion o
detencion de hemorragia. Las composiciones pueden coadministrarse con cualquier agente o terapia adecuada que
complemente o mejore la actividad del derivado del factor Xa. Un ejemplo de estos es un segundo agente capaz de
prolongar la semivida en plasma del antidoto. Los ejemplos de segundos agentes adecuados incluyen, aunque sin
limitarse a, un anticuerpo anti-fXa que reconoce en exositio de la cadena pesada de fXa o un derivado de fXa unido
alfa-2-macroglobulina. La formacién del complejo entre el derivado de fXa y un segundo agente (anticuerpo de exositio
o alfa-2-macroglobulina) bloquearia interacciones macromoleculares pero conserva la capacidad de active uniones al
inhibidor dependientes del sitio. Los ejemplos de anticuerpos anti-fXa adecuados para coadministraciéon incluyen,
aunque sin limitarse a, los descritos en Yang Y.H., y col., J. Immunol. 2006, 1; 177(11): 8219-25, Wilkens, M y
Krishnaswamy, S., J. Bio. Chem., 2002, 277 (11), 9366-9374, y Church WR, y col., Blood, 1988, 72(6), 1911-1921.

En algunas realizaciones, una proteina de factor Xa se modifica mediante medios quimicos, enzimaticos o
recombinantes. Por ejemplo, el sitio activo Ser379 puede modificarse quimicamente a deshidroalanina, y el dominio
Gla puede eliminarse enzimaticamente mediante digestion con quimotripsina tal como se describe en el ejemplo 1. Un
fXa modificado descrito en el presente documento también puede producirse mediante medios recombinantes
modificando la secuencia del cADN que codifica fX de tipo silvestre (SEQ ID NO. 2) descrita con mas detalles en el
ejemplo 7 para expresion directa de antidoto recombinante (r-antidoto) o como alternativa, una proteina fX con la
modificacién deseada puede producirse mediante medios recombinantes seguida por activacion del fXa modificado
por un activador, tal como un veneno de serpiente, por ejemplo veneno de vibora de Russell, y complejos de
fVlla/factor tisular o fIXa/fVllla.

Los sujetos que se beneficiaran de la administracion de las composiciones descritas en el presente documento y los
procedimientos adjuntos incluyen aquellos que estan experimentando, o predispuestos a un evento de hemorragia
clinica grave o un evento de hemorragia no grave clinicamente significativa. Los ejemplos de eventos de hemorragia
clinica grave se seleccionan de entre el grupo que consiste en hemorragia, hemorragia en 6rganos vitales, hemorragia
que requiere reintervencion o un nuevo procedimiento terapéutico, y un indice de hemorragia de = 2,0 con una
hemorragia manifiesta asociada. (Turpie AGG, y col., NEJM, 2001, 344: 619-625.) Adicionalmente, el sujeto puede
estar experimentando o predispuesto a un evento de hemorragia no grave seleccionado de entre el grupo que consiste
en epistaxis que es persistente o recurrente y en cantidad sustancial o no se detendra sin intervencién, hemorragia
rectal o del tracto urinario que no se alzan hasta un nivel que requiere un procedimiento terapéutico, hematomas
sustanciales en sitios de inyeccion o en cualquier otro lugar que son espontaneos o se producen con traumatismo
trivial, pérdida de sangre sustancial mas de habitualmente asociada con un procedimiento quirdrgico que no requiere
drenaje, y hemorragia que requiere transfusién no planificada.

En algunas realizaciones, el antidoto se administra después de la administracién de una sobredosis de un inhibidor
de fXa o antes de una cirugia, que puede exponer a los sujetos al riesgo de hemorragia.

En cualquiera de los procedimientos descritos en el presente documento, debe entenderse, incluso aunque no siempre
se afirme explicitamente, que una cantidad efectiva del derivado se administra al sujeto. La cantidad puede ser
determinada empiricamente por el facultativo encargado del tratamiento y variara con la edad, el género, el peso y la
salud del sujeto. Factores adicionales a considerar por el facultativo encargado del tratamiento incluyen, aunque sin
limitarse a, la identidad y/o cantidad de inhibidor del factor Xa, que puede haber sido administrado, la via o el modo
en que el antidoto sera administrado al sujeto, la formulacién del antidoto, y el criterio de valoracion terapéutico para
el paciente. Con estas variables en mente, un experto en la materia administrara una cantidad terapéuticamente
efectiva al sujeto a tratar. Se contempla que una cantidad terapéuticamente efectiva de los antidotos descritos en el
presente documento suficiente para contrarrestar, o sustancialmente neutralizar, un anticoagulante en un sujeto puede
contener de aproximadamente 0,01 miligramos de antidoto por kilogramo de peso corporal de un sujeto a 1 gramo de
antidoto por kilogramo de peso corporal de un sujeto de antidoto. Se contempla, ademas, que el antidoto puede
proporcionarse al sujeto en un intervalo de concentracion de aproximadamente 10 nanomolar a aproximadamente 100
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micromolar, o de aproximadamente 10 nanomolar a aproximadamente 5 micromolar, o de aproximadamente 100
nanomolar a aproximadamente 2,5 micromolar.

Las composiciones pueden administrarse en cantidades que son eficaces para que el antidoto reconozca
selectivamente y se una, directa o indirectamente, al inhibidor del factor Xa en el sujeto. También pueden administrarse
en cantidades para inhibir sustancialmente o sustancialmente neutralizar los inhibidores del factor Xa administrados
de forma exdgena en un sujeto.

En otro aspecto mas, la invencién se refiere a una composicion farmacéutica para invertir o neutralizar la actividad
anticoagulante de un inhibidor del factor Xa administrado a un sujeto, que comprende administrar una cantidad efectiva
de un antidoto al inhibidor del factor Xa y un transportador farmacéuticamente aceptable, a condicion de que el antidoto
no sea factor Vlla derivado de plasma, factor Vlla recombinante, plasma fresco congelado, concentrados del complejo
de protrombina y sangre completa.

En algunas realizaciones, el antidoto es uno cualquiera de los antidotos de la invencién. En algunas realizaciones, el
antidoto esta conjugado con un resto capaz de prolongar la semivida en circulacion del antidoto. En algunas
realizaciones, el resto se selecciona de entre el grupo que consiste en polietilenglicol, un grupo acilo, un liposoma, una
proteina transportadora, una membrana fosfolipidica artificial, y una nanoparticula. Por ejemplo, un residuo lisina o
cisteina no en el sitio activo de un derivado de fXa descrito en el presente documento puede modificarse quimicamente
para unirse a una molécula de polietilenglicol. Otros procedimientos proporcionados en Werle, M. & Bernkop-Schniirch,
A. Strategies to Improve Plasma Half Life Time of Peptide and Protein Drugs, Amino Acids 2006, 30(4): 351-367
pueden usarse para prolongar la semivida en plasma de los antidotos de esta invencion.

En otras realizaciones de la invencién, la semivida del derivado de fXa mejora acoplando el antidoto a dominios
transportadores de Fc. En una realizacion, el antidoto esta acoplado a un fragmento Fc, tal como una parte peptidica
de inmunoglobulina o un fragmento de IgG1. En una realizacion, se contempla una proteina quimérica que comprende
el derivado de fXa y la parte peptidica de inmunoglobulina. En otra realizacién mas, el derivado de fXa y el péptido de
inmunoglobulina se acoplan mediante una reaccion quimica, tal como un puente disulfuro, con la cadena pesada de
IgG humana y regiones constantes de cadena ligera kappa.

En algunas realizaciones, la composicion farmacéutica comprende ademas un agente capaz de prolongar la semivida
plasmatica del antidoto. En otro aspecto, la composicién farmacéutica ha sido coformulada con un agente capaz de
prolongar la semivida plasmatica del antidoto. En algunas realizaciones, el agente coadministrado o coformulado es
un anticuerpo anti-fXa que reconoce el exositio de fXa o un derivado de fXa unido a alfa-2-macroglobulina.

Ill. Antidotos
Derivados de factor Xa

Un aspecto de la presente invencion es el uso de derivados de fXa como antidotos seguros y eficaces para neutralizar
sustancialmente la actividad de un inhibidor de la coagulacion fXa para prevenir o detener una hemorragia. Se
contempla que los antidotos de la presente invencién seran utiles para invertir el efecto anticoagulante de un inhibidor
de fXa, especialmente un inhibidor de molécula pequefia dirigido al sitio activo.

Un antidoto para un inhibidor de fXa tiene actividad procoagulante reducida o ninguna pero es capaz de unirse con un
inhibidor de fXa. Se contempla que dicha actividad limitada permita dosificar del antidoto a un nivel mayor que el fXa
de tipo silvestre circulante. Ciertos derivados de fXa, tales como des-Gla fXa y FXa deficiente en Gla, son antidotos
adecuados. Ademas de tener actividad procoagulante reducida o disminuida, los antidotos de la presente invencién
deben ser también sustancialmente no inmundgenos para el sujeto. Un antidoto puede contener una combinacion de
dos o mas de las anteriores mutaciones y/o modificaciones. Ademas, cualquiera de los anteriores derivados de fXa
puede administrarse en solitario 0 en combinacién con otro.

El factor Xa es una serina proteasa en la ruta de coagulaciéon sanguinea responsable de convertir protrombina en
trombina. Se produce a partir del factor X inactivo tras la activacion por la Xasa intrinseca (complejo formado por el
factor IXa con su cofactor, factor Vllla) o la Xasa extrinseca (complejo formado por el factor Vlla con su cofactor, factor
tisular). El fX activado (fXa) puede someterse a escision autocatalitica adicional en el extremo C de su cadena pesada,
gue convierte fXaa en la subforma fXap (Jesty, J y col. J. Biol. Chem. 1975, 250(12): 4497-4504). Tanto fXao. como
fXaP son materiales adecuados para la presente invencién. El propio fXa convierte la protrombina a una velocidad
lenta que no es suficiente para apoyar la coagulaciéon. Solamente cuando forma un complejo protrombinasa con
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cofactores Ca?*, fosfolipido, y factor Va, fXa puede activar la protrombina a una velocidad suficientemente rapida para
apoyar la coagulacion (Skogen, W.F., y col., J. Biol. Chem. 1984, 259(4): 2306-10). El complejo requiere union entre
el fosfolipido cargado negativamente y residuos de acido y-carboxiglutdmico en el dominio Gla de fXa mediante
establecimiento de puentes con Ca?*.

Por lo tanto, aunque el dominio Gla no contiene el sitio activo de fXa, permite a fXa formar el complejo de protrombinasa
a través de los residuos de acido y-carboxiglutamico. Esto se demuestra mediante eliminacion selectiva del dominio
Gla de fXa mediante digestion con quimotripsina (véase la figura 7 y el ejemplo 1). Se realizaron ensayos de
coagulacién en fXa durante la evolucion temporal de escision del dominio Gla mediante digestion con quimotripsina.
Se ha descrito (Skogen y col., J. Biol. Chem. 1984, 259(4): 2306-10) que un complejo protrombinasa reconstituido que
comprende fXa sin dominio Gla, fVa, fosfolipidos e iones calcio produce trombina a una velocidad significativamente
reducida (0,5% de producto generado en comparacion con el complejo de control que contiene fXa nativo). Tal como
se muestra en la figura 7, la actividad de fXa en la formacion de coagulos se redujo parcialmente después de que fXa
fue digerido mediante quimotripsina durante 15 minutos y la actividad se perdié completamente después de 30 minutos
de digestion. Se ha descubierto, por lo tanto, que fXa no carboxilado o descarboxilado, que carecen de los residuos
de acido gamma-carboxiglutdmico apropiados requeridos para uniéon a la membrana dependiente de calcio, son
incapaces de ensamblaje del complejo de coagulacion dependiente de membrana y no apoyan la coagulacion
sanguinea (Mann, KG y col., Blood, 1990, 76: 1-16).

Se ha establecido también que fXa deficiente en dominio Gla es capaz de unirse a inhibidores de fXa dirigidos al sitio
activo. (Brandstetter, H y col., J. Bio. Chem., 1996, 271: 29988-29992). Ha habido informes de cristalografia de
inhibidor de fXa de molécula pequefa unido a des-Gla fXa humano, que proporcionaron descripcién estructural del
sitio activo escindido (Brandstetter, J. Bio. Chem., 1996, 271: 29988-29992 y Roehrig, J. Med. Chem. 2005, 48(19):
5900-8). La figura 8 muestra que un des-Gla anhidro-fXa mostraba una afinidad de unién de 0,319 nM con un inhibidor
de fXa betrixaban, comparable a la de un fXa nativo.

Se ha descubierto ahora que des-Gla fXa, y otros derivados de fXa que tienen actividad procoagulante reducida pero
son capaces de unidn al inhibidor de fXa, pueden usarse como un antidoto para un inhibidor de fXa. Tal como se
muestra en la figura 9, el des-Gla anhidro-fXa mostraba inversién completa de actividad anticoagulante de betrixaban
a una concentracion de 680 nM. Tal como se detalla en el ejemplo 2, la generacién de trombina se inicié afiadiendo
reactivo que contenia TF (Innovin) y, por lo tanto, indicativa de funcién de factores de coagulacién en la ruta de
coagulacién extrinseca. También se ha demostrado en los ejemplos 9-13, que el antidoto recombinante es util para
invertir una amplia variedad de anticoagulantes.

Ensayos de prolongacion de la coagulacion con el reactivo de tiempo de tromboplastina parcial activada (aPTT) (Actina
FS) que determinan la funcién del factor de coagulacion en la ruta de coagulacion intrinseca también indican que el
des-Gla anhidro-fXa posee actividad de antidoto. La figura 10 muestra el efecto de antidoto dependiente de la dosis
de des-Gla anhidro-fXa contra 250 nM de betrixaban, con inversidon completa a 600 nM. La figura 11 muestra que des-
Gla anhidro-fXa también fue capaz de invertir la actividad anticoagulante de otro inhibidor de fXa, enoxaparina. La
figura 12 muestra que des-Gla anhidro-fXa no mostraba actividad de antidoto significativa contra un inhibidor de
trombina directo, argatroban. Por lo tanto, el des-Gla anhidro-fXa es un antidoto selectivo para inhibidor de fXa y es
capaz de restaurar la actividad procoagulante de fXa iniciada por la ruta extrinseca o la intrinseca.

Ademas, la actividad de antidoto de des-Gla anhidro-fXa se demostré mediante los ensayos de prolongacion del aPTT
medido con un temporizador de coagulacion tradicional. Tal como se muestra en la figura 13, el propio des-Gla anhidro-
fXa no tiene ningun efecto sobre el aPTT de plasma de control a las concentraciones mas altas ensayadas (2576 nM).
400 nM de betrixaban prolongaban el aPTT mas de dos veces. Este efecto anticoagulante de betrixaban es invertido
por des-Gla anhidro-fXa de manera sensible a la dosis, con retorno de aPTT a un nivel cercano al normal de plasma
de control a concentraciones de antidoto mayores de 1610 nM.

Se contempla que truncamientos adicionales en la cadena ligera de fXa, por ejemplo, delecién adicional del dominio
EGF1, los dominios EGF1 mas EGF2, o fragmentos de los mismos, y fXa inactivo con solamente la cadena pesada
pueden ser antidotos utiles de esta invencion.

FXa deficiente en dominio Gla no apoya coagulacion normal por debajo de la concentracion fisioldgicamente relevante.
Sin embargo, la proteina tiene la capacidad de escindir muchos sustratos y causar coagulacion a concentraciones
mas elevadas. Por ejemplo, Skogen y col., (Skogen, W.F., y col., J. Biol. Chem. 1984, 259(4): 2306-10) mostraron que
des-Gla fXa bovino tiene aproximadamente un 0,5-1,0% de actividad del complejo de protrombinasa con respecto al
fXa de tipo silvestre. Por lo tanto, modificaciones que reducen adicionalmente o eliminan completamente la actividad
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procoagulante de un derivado de fXa estan contempladas por procedimientos de la invencién. Dicha modificacion
puede ser, por ejemplo, en un dominio catalitico de fXa.

Varias maneras de modificar el dominio catalitico en la cadena pesada de fXa para reducir su actividad procoagulante
estan contempladas. El residuo del sitio activo S379 de fXa (tal como se muestra en la SEQ ID No. 7), por ejemplo,
puede sustituirse selectivamente por deshidroalanina (véase el ejemplo 1) o alanina (véase el ejemplo 6) para reducir
o eliminar la actividad procoagulante. También se conoce que la formacién de un complejo entre fXa y un reactivo
dirigido al exositio de fXa puede bloquear la afinidad de unién macromolecular de fXa, reduciendo de este modo su
actividad procoagulante mientras conserva afinidad de unién a molécula pequefia en el sitio activo. Este reactivo
dirigido al exositio incluye, sin limitacién, anticuerpos monoclonales dirigidos a una region eliminada del sitio activo
(Wilkens, M y Krishnaswamy, S, J. Bio. Chem., 2002, 277 (11), 9366-9374), o a-2-macroglobulina. Se ha conocido
que el complejo a-2-macroglobulina-serina proteasa, tal como con tripsina, trombina o fXa, es capaz de unirse a
sustrato de molécula pequefa (Kurolwa, K. y col., Clin. Chem. 1989, 35(11), 2169-2172).

También se conoce que un fXa inactivo con modificaciones Unicamente en la cadena pesada, mientras mantiene su
cadena ligera sin cambios, actuaria como un inhibidor de protrombinasa (Hollenbach, S. y col., Thromb. Haemost.,
1994, 71(3), 357-62) dado que interfiere en la actividad procoagulante de fXa normal, tal como se muestra en la figura
6. Por lo tanto, el derivado de fXa puede presentar modificaciones tanto en la cadena ligera como en la cadena pesada.
Se ha descubierto que estas modificaciones reducen o eliminan las actividades tanto procoagulante como
anticoagulante, mientras conservan la capacidad de union a inhibidores del derivado de fXa.

Pueden usarse varios procedimientos para producir derivados de fXa deficiente en dominio Gla u otros derivados de
fXa divulgados en el presente documento. Por ejemplo, el dominio Gla puede eliminarse completamente mediante
escisién quimotriptica, produciendo fXa sin dominio Gla. Como alternativa, un fX sin dominio Gla puede producirse
mediante escision quimotriptica de fX nativo. El X sin dominio Gla puede convertirse entonces en fXa sin dominio Gla
mediante un activador de fX. fX puede aislarse de plasma de la misma o una especie diferente que el sujeto a tratar.
fX bovino, por ejemplo, ha demostrado ser funcional en ensayos en plasma humano. Los ejemplos de un activador de
fX incluyen, sin limitacién, un veneno de serpiente, tal como veneno de vibora de Russell, y complejos de fVlla/factor
tisular o fIXa/fVilla. Dicho medio es conocido para un experto en la materia. Por ejemplo, Rudolph A.E. y col.,
describieron un fXa recombinante producido a partir de un factor X (fX) recombinante con una Unica sustitucién de
Arg347 por Glutamina (fXR347N) (Biochem. 2000, 39 (11): 2861 -2867). En una realizacién, los derivados de fXa
producidos a partir de fuentes no humanas son no inmundgenos o sustancialmente no inmundégenos. El ejemplo 7
también proporciona un procedimiento de produccidon de un antidoto recombinante que tiene la secuencia de
aminoécidos de la SEQ ID NO. 12.

Los derivados de fXa también pueden purificarse a partir de plasma humano, o pueden producirse mediante un
procedimiento de ADN recombinante donde un gen apropiado para el derivado de fXa se expresa en un organismo
huésped adecuado. La expresién y purificacion de fXa recombinante ha sido descrita por varios grupos, véase, por
ejemplo, Larson, P.J., y col., Biochem., 1998, 37: 5029-5038, y Camire, R.M., y col., Biochem., 2000, 39, 14322-14329
para producir fX recombinante; Wolf, D.L. y col., J. Bio. Chem., 1991, 266(21): 13726-13730 para producir fXa
recombinante. fXa modificado puede prepararse de acuerdo con estos procedimientos usando un cADN modificado
genéricamente que tiene una secuencia de nucleétidos que codifica el fXa mutante deseado. El ejemplo 6 da mas
detalles para expresion directa de un FXa sin dominio Gla-S379 mutante con actividad funcional como antidoto.

El fXa mutado o modificado en el sitio activo con dominio Gla deficiente, tal como fXa subcarboxilado, también puede
ser (til como antidoto de inhibidor de fXa. El fXa subcarboxilado puede prepararse mediante medios recombinantes
reteniendo derivados de vitamina K durante la expresion de proteinas (los derivados de vitamina K son necesarios
para modificacion postraduccional para formar los residuos de Gla) o afiadiendo antagonistas de vitamina K tales como
warfarina durante el cultivo tisular. FXa descarboxilado puede prepararse calentando (Bajaj P., J. Biol. Chem., 1982,
257(7): 3726-3731) o mediante digestion proteolitica mediante quimotripsina (Morita T., y col., J. Biol. Chem., 1986,
261(9): 4015-4023). El antidoto también puede generarse en sistemas procariotas seguido por replegamiento o
constitucion in vitro del sitio de unién del inhibidor de fXa.

Los residuos de Gla también pueden modificarse quimicamente para eliminar el grupo carboxilo responsable de unién
a la membrana dependiente de iones calcio. Por ejemplo, los grupos carboxilo en los residuos de Gla pueden
eliminarse selectivamente en condiciones de descarboxilacion o pueden estar cubiertos, por ejemplo, mediante
esterificacion o aminacién. Es deseable que dicha esterificacion o aminacion sea resistente a hidrélisis in vivo de modo
gue el fXa modificado no se convierta facilmente en fXa activo, lo que puede causar trombosis.
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Otros mutantes o derivados de fXa también pueden ser antidotos Utiles de esta divulgacion. En una realizacion, esta
invencion abarca el uso de mutantes descritos en Peter J. Larson y col., Biochem., 1998, 37: 5029-5038 como
antidotos de inhibidores de fXa.

En otra realizacién, esta divulgacion abarca el uso de mutantes de fXa cataliticamente inactivos para preparar
antidotos de inhibidores de fXa. Por ejemplo, mutantes descritos en Sinha, U., y col., Protein Expression and Purif.
1992, 3: 518-524 rXai, mutantes con modificaciones quimicas, tales como deshidroalanina (anhidro fXa), tal como se
describe en Nogami, y col., J. Biol. Chem. 1999, 274(43): 31000-7. FXa con serina en el sitio activo (Ser379 en
numeracion de fX tal como se muestra en la SEQ ID NO. 7, y Ser195 en numeracion de quimotripsina) sustituida por
alanina (fXa-S379A en numeracion de fX, o fXa-S195A en numeracion de quimotripsina), donde la actividad
procoagulante se elimind, también pueden usarse como antidotos de inhibidores de fXa. La divulgacion también prevé
derivados de fXa con el residuo serina del sitio activo acilado de forma irreversible que alun es capaz de unirse a
inhibidores de molécula pequefia. FXa con la serina del sitio activo acilada de forma reversible ha sido descrita por
Wolf, y col., Blood, 1995, 86(11): 4153-7. Dicha acilacion reversible, sin embargo, es capaz de producciéon dependiente
del tiempo de fXa activo y pude conducir a un exceso de fXa activo durante un periodo de tiempo. La velocidad de
desacilacion puede reducirse mediante estrategias similares a las descritas en Lin P.H. y col., Thrombosis Res., 1997,
88(4), 365-372. Por ejemplo, moléculas de fXa con Ser379 (Ser195 en numeracion de quimotripsina) acilada mediante
grupos 4-metoxibencilo y 3-bromo-4-metoxibencilo recuperan menos del 50% de su actividad original cuando se
incuban en un tampon que tiene pH 7,5 a 37°C durante 4 horas.

Una realizacion de la divulgacion se refiere al uso de derivados de fXa con mutaciones en residuos de fXa que se sabe
gue son importantes para interaccion de fXa con el cofactor fV/fVa. Dichos residuos incluyen, sin limitacién, Arg306,
Glu310, Arg347, Lys351 o Lys414 (SEQ ID NO. 3y 7, estos aminoacidos corresponden a Arg125, Glul29, Arg165,
Lys169, Lys230 en la numeracion de quimotripsina). Los ejemplos de dichos mutantes se describen en Rudolph, A.E.
y col., J. Bio. Chem., 2001, 276: 5123-5128. Ademas, mutaciones en residuos de fXa que se sabe que son importante
para la interaccion fVIII/fVilla, tales como Arg424 en la SEQ ID NO. 3y 7 (Arg240 en numeracion de quimotripsina),
también pueden usarse como antidotos de inhibidores de fXa. Los ejemplos de dichos mutantes se describen en
Nogami, K. y col., J. Biol. Chem., 2004, 279(32): 33104-33113.

Otra modificacién de residuos del sitio activo de fXa o residuos que se sabe que son importantes para interacciones
con serina proteasa también pueden conducir a antidotos Utiles de esta invencion, por ejemplo, sustitucion de Glu216,
Glu218, y Arg332 en la SEQ ID NO. 3y 7 (Glu37, Glu39 y Arg150 en numeracién de quimotripsina, respectivamente)
con otros residuos de aminoécido.

En una realizacion, la actividad procoagulante residual de un antidoto, segun lo evaluado mediante ensayo de escision
de sustrato amidolitico, es < 1%, preferentemente < 0,1%, mas preferentemente < 0,05 % de fXa nativo derivado de
plasma humano. Por ejemplo, no hay ninguna actividad procoagulante medible para fXa-S379A recombinante cuando
el sitio activo Ser379 (S195 en numeracion de quimotripsina) es sustituido por un residuo de alanina segun lo medido
mediante ensayos de coagulacion.

La invencion se refiere ademas a secuencias de acido nucleico, en particular secuencias de ADN, que codifican los
derivados de fXa descritos anteriormente. Estas pueden determinarse facilmente traduciendo la secuencia
polipeptidica de vuelta a la secuencia de ADN correspondiente de acuerdo con el codigo genético. Los codones usados
preferentemente son aquellos que causan la expresién correcta en el organismo huésped requerido. Las secuencias
de acido nucleico pueden prepararse mediante mutagénesis especifica de sitio comenzando a partir de la secuencia
génica de fXa natural o incluso mediante sintesis de ADN completo.

Polipéptidos de lainvencién

En ciertos aspectos, la invencion se refiere a un polipéptido aislado que comprende la secuencia de aminoacidos de
la SEQ ID NO. 12, 13 o 15. También estan abarcados por esta invencién polipéptidos adecuados para uso en
administracion parenteral que tienen al menos el 80% de homologia con la SEQ ID NO. 12, 13 o 15, donde el
polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida,

(i) es capaz de unirse al inhibidor del factor Xa,

(iif) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa, y

(iv) comprende un dominio Gla modificado que carece de residuos de aminoacidos 6-39 de la SEQ ID NO. 3.

27



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2796 623 T3

Los polipéptidos que comprenden las secuencias de aminoacidos de la invencién pueden prepararse expresando
polinucleétidos que codifican las secuencias polipeptidicas de esta invencion en una célula huésped apropiada. Esto
puede conseguirse mediante procedimientos de tecnologia de ADN recombinante conocidos por los expertos en la
materia. Por consiguiente, esta divulgacion también proporciona procedimientos para producir de forma recombinante
los polipéptidos de esta invencién en una célula huésped eucariota o procariota. Las proteinas y polipéptidos de esta
invencion también pueden obtenerse mediante sintesis quimica usando un sintetizador de péptidos automatizado
disponible en el mercado tal como los fabricados por Perkin Elmer/Applied Biosystems, Inc., Modelo 430A o 431A,
Foster City, CA, EE. UU. La proteina o polipéptido sintetizado pueden precipitarse y purificarse adicionalmente, por
ejemplo mediante cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC). Por consiguiente, esta divulgacion también
proporciona un proceso para sintetizar quimicamente las proteinas de esta invencion proporcionando la secuencia de
la proteina y reactivos, tales como aminoacidos y enzimas y uniendo entre si los aminoacidos en la orientacion y la
secuencia lineal apropiadas.

Es conocido para los expertos en la materia que pueden realizarse modificaciones a cualquier péptido para
proporcionarle propiedades alteradas. Los polipéptidos de la invencién pueden modificarse para incluir aminoacidos
no naturales. Por lo tanto, los péptidos pueden comprender D-aminoacidos, una combinacion de D- y L-aminoacidos,
y diversos aminoacidos “de disefio” (por ejemplo, B-metil aminoacidos, C-a-metil aminoacidos, y N-a-metil
aminoacidos, etc.) para llevar propiedades especiales a péptidos. Adicionalmente, asignando aminoacidos especificos
en etapas de acoplamiento especificas, pueden generarse péptidos con hélices o, giros B, laminas B, giros a, y
péptidos ciclicos. Generalmente, se cree que se prefiere estructura secundaria a-helicoidal o estructura secundaria
aleatoria.

En una realizacién adicional de la divulgacién, se seleccionaran subunidades de polipéptidos que otorgan propiedades
quimicas y estructurales utiles. Por ejemplo, péptidos que comprenden D-aminoacidos pueden ser resistentes a
proteasas especificas de L-aminoacidos in vivo. Compuestos modificados con D-aminoacidos pueden sintetizarse con
los aminoacidos alineados en orden inverso para producir los péptidos de la invencion como péptidos retro-inversos.
Ademas, la presente divulgacion prevé preparar péptidos que tienen propiedades estructurales mejor definidas, y el
uso de peptidomiméticos, y enlaces peptidomiméticos, tales como enlaces éster, para preparar péptidos con
propiedades novedosas. En otra realizacion, puede generarse un péptido que incorpore un enlace peptidico reducido,
es decir, R1-CH2NH-R2, donde R1, y R2 son residuos o secuencias de aminoacido. Un enlace peptidico reducido puede
introducirse como una subunidad dipéptido. Dicha molécula seria resistente a hidrélisis de enlaces peptidicos, por
ejemplo, actividad proteasa. Dichas moléculas proporcionarian ligandos con funcioén y actividad Unicas, tales como
semividas prolongadas in vivo debido a resistencia a descomposicion metabdlica, o actividad proteasa. Ademas, es
bien conocido que, en ciertos sistemas, péptidos constrefiidos muestran actividad funcional mejorada (Hruby (1982)
Life Sciences 31: 189-199 y Hruby y col., (1990) Biochem J. 268: 249-262); la presente divulgacion proporciona un
procedimiento para producir un péptido constrefiido que incorpora secuencias aleatorias en todas las demas
posiciones.

Los siguientes aminoacidos no convencionales pueden incorporarse en los péptidos de la invencién para introducir
motivos conformacionales particulares: 1,2,3,4-tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato (Kazrnierski y col., (1991) J. Am.
Chem. Soc. 113: 2275-2283.); (2S, 3S)-metil-fenilalanina, (2S, 3R)-metil-fenilalanina, (2R, 3S)-metil-fenilalaninay (2R,
3R)-metil-fenilalanina (Kazmierski y Hruby (1991) Tetrahedron Lett 32 (41): 5769-5772); acido 2-
aminotetrahidronaftaleno-2-carboxilico (Landis (1989) Tesis Doctoral, Universidad de Arizona); hidroxi-1,2,3,4-
tetrahidroisoquinolina-3-carboxilato (Miyake y col., (1989) J. Takeda Res Labs. 43:53-76) acido carboxilico de histidina
e isoquinolina (Zechel y col., (1991) Int. J. Pep Protein Res 38 (2): 131-138); e HIC (histidina urea ciclica),
(Dharanipragada y col., (1993) Int. J. Pep. Protein Res 42 (1): 68-77)) y (Dharanipragada y col., (1992) Acta.
Crystallogr. C. 48: 1239-1241).

Los siguientes analogos de aminoacido y peptidomiméticos pueden incorporarse en un péptido para inducir o favorecer
estructuras secundarias especificas: LL-Acp (acido LL-3-amino-2-propenidona-6-carboxilico), un analogo de dipéptido
que induce giros B (Kemp y col., (1985) J. Org. Chem. 50: 5834-5838); analogos que inducen lamina 3 (Kemp y col.,
(1988) Tetrahedron Lett. 29: 5081-5082); analogos que inducen giro  (Kemp y col., (1988) Tetrahedron Lett. 29: 5057-
5060); analogos que inducen hélice o. (Kemp y col., (1988) Tetrahedron Lett. 29: 4935-4938); analogos que inducen
giro o (Kemp y col., (1989) J. Org. Chem. 54: 109:115); analogos proporcionados por las siguientes referencias: Nagai
y Sato (1985) Tetrahedron Lett. 26: 647-650; y DiMaio y col., (1989) J. Chem. Soc. Perkin Trans. p. 1687; un analogo
de giro Gly-Ala (Kahn y col., (1989) Tetrahedron Lett. 30: 2317); is6stero de enlace amida (Clones y col., (1988)
Tetrahedron Lett. 29: 3853-3856); tetrazol (Zabrocki y col., (1988) J. Am. Chem. Soc. 110: 5875-5880); DTC (Samanen
y col., (1990) Int. J. Protein Pep. Res. 35: 501:509); y analogos ensefiados en Olson y col., (1990) J. Am. Chem. Sci.
112: 323-333 y Garvey y col., (1990) J. Org. Chem. 56: 436. Miméticos restringidos conformacionalmente de giros
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beta y protuberancias beta, y péptidos que los contienen, se describen en la patente de Estados Unidos N.° 5.440.013,
expedida el 8 de agosto de 1995 a Kahn.

Es conocido por los expertos en la materia que pueden realizarse modificaciones a cualquier péptido sustituyendo uno
0 mas aminoacidos con uno o0 mas aminoacidos funcionalmente equivalentes que no alteran la funcion biol6gica del
péptido. En un aspecto, el aminoacido que es sustituido por un aminoacido que posee propiedades intrinsecas
similares incluyendo, aunque sin limitacion, hidrofobicidad, tamafio o carga. Procedimientos usados para determinar
el aminoacido apropiado a sustituir y por qué aminoacido, son conocidos para un experto en la materia. Los ejemplos
no limitantes incluyen modelos de sustitucion empiricos tal como se describe por Dahoff y col., (1978) en Atlas of
Protein Sequence and Structure Vol. 5 supl. 2 (ed. M.O. Dayhoff), pags. 345-352. National Biomedical Research
Foundation, Washington DC; Matrices PAM incluyendo matrices de Dayhoff (Dahoff y col., (1978), supra, o matrices
JTT tal como se describe por Jones y col., (1992) Comput. Appl. Biosci. 8: 275-282 y Gonnet y col., (1992) Science
256: 1443-1145; el modelo empirico descrito por Adach y Hasegawa (1996) J. Mol. Evol. 42: 459-468; las matrices de
sustitucion de bloques (BLOSUM) segln lo descrito por Henikoff y Henikoff (1992) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU.
89:10915-10919; modelos de Poisson segun lo descrito por Nei (1987) Molecular Evolutionary Genetics. Columbia
University Press, New York.; y el procedimiento de la Maxima Probabilidad (ML) segin lo descrito por Miller y col.,
(2002) Mol. Biol. Evol. 19: 8-13.

Conjugados polipeptidicos

Los polipéptidos y complejos polipeptidicos pueden usarse en diversas formulaciones, que pueden variar dependiendo
del uso pretendido. Por ejemplo, uno o0 mas pueden estar enlazados (complejados) de forma covalente o no covalente
a diversas otras moléculas, cuya naturaleza puede variar dependiendo del fin particular. Por ejemplo, un péptido de la
invencion puede complejarse de forma covalente o no covalente con un transportador macromolecular, incluyendo,
aunque sin limitacion, polimeros, proteinas, polisacaridos, polipéptidos (aminoacidos), alcohol polivinilico,
polivinilpirrolidona, y lipidos naturales y sintéticos. Un péptido puede estar conjugado a un acido graso, para
introduccion en un liposoma, véase la patente de Estados Unidos N.° 5.837.249. Un péptido de la invencién puede
complejarse de forma covalente o no covalente con un soporte sdlido, de los cuales se conoce una variedad en la
técnica y se describen en el presente documento. Un epitopo de péptido antigénico de la invencién puede estar
asociado con una matriz de presentacion de antigenos tal como un complejo MHC con o sin moléculas
coestimuladoras.

Los ejemplos de transportadores de proteina incluyen, aunque sin limitarse a, superantigenos, albimina de suero,
toxoide tetanico, ovoalbimina, tiroglobulina, mioglobulina e inmunoglobulina.

Polimeros transportadores de péptido-proteina pueden formarse usando agentes de reticulacién convencionales tales
como carbodiimidas. Son ejemplos de carbodiimidas 1-ciclohexil-3-(2-morfolinil-(4-etil) carbodiimida (CMC), 1-etil-3-
(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) y 1-etil-3-(4-azonia-44-dimetilpentil) carbodiimida.

Son ejemplos de otros agentes de reticulacion adecuados bromuro de ciandgeno, glutaraldehido y anhidrido succinico.
En general, cualquiera de una serie de agentes homobifuncionales incluyendo un aldehido homobifuncional, un
epoxido homobifuncional, un imido-éster homobifuncional, un éster de N-hidroxisuccinimida homobifuncional, una
maleimida homobifuncional, un haluro de alquilo homobifuncional, un disulfuro de piridilo homobifuncional, un haluro
de arilo homobifuncional, una hidrazida homobifuncional, un derivado de diazonio homobifuncional y un compuesto
fotorreactivo homobifuncional pueden utilizarse. También se incluyen compuestos heterobifuncionales, por ejemplo,
compuestos que tienen un amina-reactivo y un grupo sulfhidrilo-reactivo, compuestos con un amina-reactivo y un
grupo fotorreactivo y compuestos con un carbonilo-reactivo y un grupo sulfhidrilo-reactivo.

Ejemplos especificos de dichos agentes de reticulacion homobifuncionales incluyen los ditiobis N-hidroxisuccinimida
ésteres (succinimidilpropionato) bifuncionales, suberato de disuccinimidilo, y tartrato de disuccinimidilo; los imido-
ésteres de adipimidato de dimetilo bifuncionales, pimelimidato de dimetilo, y suberimidato de dimetilo; los agentes de
reticulacién sulfhidrilo-reactivo bifuncionales 1,4-di-[3'-(2"-piridilditio)propionamido]butano, bismaleimidohexano, y bis-
N-maleimido-1,8-octano; los haluros de arilo bifuncionales 1,5-difluoro-2,4-dinitrobenceno y 4,4'-difluoro-3,3'-
dinitrofenulsulfona; agentes fotorreactivos bifuncionales tales como bis-[b-(4-azidosalicilamido)etil]disulfuro; los
aldehidos bifuncionales formaldehido, malondialdehido, succinaldehido, glutaraldehido y adipaldehido; un epéxido
bifuncional tal como 1,4-butanodiol diglicidil éter; la hidrazidas bifuncionales dihidrazida de &cido adipico,
carbohidrazida y dihidrazida de acido succinico; los diazonios bifuncionales o-tolidina, diazotan y bencidina bis-
diazotan; los haluros de alquilo bifuncionales N1N'-etilen-bis(yodoacetamida), N1N'-hexametilen-bis (yodoacetamida),
N1N'-undecametilen-bis(yodoacetamida), asi como haluros de bencilo y halomostazas, como acido ala'-diyodo-p-
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xileno sulfonico y tri(2-cloroetil)amina, respectivamente.

Los ejemplos de agentes de reticulacion heterobifuncionales comunes que pueden usarse para efectuar la conjugacion
de proteinas a péptidos incluyen, aunque sin limitarse a, SMCC (succinimidil-4-(N-maleimidometil)ciclohexano-1-
carboxilato), MBS (m-maleimidobenzoil-N-hidroxisuccinimida éster), SIAB (N-succinimidil(4-
yodoacetil)aminobenzoato), SMPB (succinimidil-4-(p-maleimidofenil)butirato), GMBS (N-(y-
maleimidobutiriloxi)succinimida éster), MPBH hidrazida de éacido (4-(4-N-maleimidofenil) butirico), M2C2H (4-(N-
maleimidometil)ciclohexano-1-carboxilo-hidrazida), SMPT (succinimidiloxicarbonil-o-metil-a-(2-piridilditio)tolueno), y
SPDP (3-(2-piridilditio)propionato de N-succinimidilo).

La reticulacion puede conseguirse acoplando un grupo carbonilo a un grupo amino o un grupo hidrazida mediante
aminacion reductora.

Los péptidos de la invencion también se pueden formular como unién no covalente de mondémeros a través de
interacciones idnicas, de adsorcién o bioespecificas. Los complejos de péptidos con moléculas altamente cargadas
positiva 0 negativamente se pueden realizar a través de la formacion de puentes de sal en ambientes de fuerza i6nica
baja, tales como en agua desionizada. Pueden crearse complejos grandes usando polimeros cargados tales como
acido poli-(L-glutamico) o poli-(L-lisina) que contienen numerosas cargas negativas y positivas, respectivamente. La
adsorcion de péptidos se puede realizar a superficies tales como perlas de latex de microparticulas o a otros polimeros
hidréfobos, formando complejos de péptido-superantigeno asociados no covalentemente que imitan de manera
efectiva la proteina reticulada o polimerizada quimicamente. Finalmente, los péptidos pueden estar enlazados no
covalentemente a través del uso de interacciones bioespecificas entre otras moléculas. Por ejemplo, la utilizacion de
la fuerte afinidad de la biotina por proteinas tales como avidina o estreptavidina o sus derivados se podria utilizar para
formar complejos peptidicos. Estas proteinas de union a biotina contienen cuatro sitios de unién que pueden
interactuar con biotina en solucién o unirse covalentemente a otra molécula. (Véase Wilchek (1988) Anal Biochem
171: 1-32). Los péptidos pueden ser modificados para poseer grupos biotina usando reactivos de biotinilacién comunes
tales como el éster de N-hidroxisuccinimidilo de D-biotina (NHS-biotina) que reacciona con los grupos amino
disponibles de la proteina. Péptidos biotinilados pueden ser incubados a continuacion con avidina o estreptavidina
para crear complejos grandes. La masa molecular de dichos polimeros puede ser regulada a través de un control
cuidadoso de la relacién molar del péptido biotinilado con respecto a la avidina o estreptavidina.

También se proporcionan mediante esta solicitud los péptidos y polipéptidos descritos en el presente documento
conjugados a una etiqueta, por ejemplo, una etiqueta fluorescente o bioluminiscente, para uso en los procedimientos
de diagnostico. Por ejemplo, péptidos y polipéptidos etiquetados de forma detectable pueden estar unidos a una
columna y usarse para la deteccion y purificacion de anticuerpos. Las etiquetas fluorescentes adecuadas incluyen,
aunque sin limitarse a, fluoresceina, rodamina, tetrametilrrodamina, eosina, eritrosina, cumarina, metil-cumarinas,
pireno, verde Malaquita, estilbeno, Lucifer Yellow, Cascade Blue ™, y Rojo Texas. Otros colorantes 6pticos adecuados
se describen en Haugland, Richard P. (1996) Molecular Probes Handbook.

Los polipéptidos de esta invencién también pueden combinarse con diversos transportadores en fase liquida, tales
como soluciones estériles o acuosas, transportadores farmacéuticamente aceptables, suspensiones y emulsiones.
Los ejemplos de disolventes no acuosos incluyen propiletilenglicol, polietilenglicol y aceites vegetales. Cuando se usan
para preparar anticuerpos, los transportadores también pueden incluir un adyuvante que es Util para aumentar
inespecificamente una respuesta inmunitaria especifica. Un experto en la materia puede determinar facilmente si se
requiere un adyuvante y seleccionar uno. Sin embargo, para fin de ilustracién solamente, los adyuvantes adecuados
incluyen, aunque sin limitarse a, adyuvante completo de Freund, adyuvante incompleto de Freund y sales minerales.

Células huésped

También son proporcionadas por la divulgacién células huésped que comprenden uno o mas de los polipéptidos de
esta invencion. En un aspecto, los polipéptidos se expresan y presentan en la superficie celular (de forma extracelular).
Células adecuadas que contienen los polipéptidos de la invencion incluyen células procariotas y eucariotas, que
incluyen, aunque sin limitarse a, células bacterianas, células de levadura, células de insecto, células animales, células
de mamifero, células murinas, células de rata, células de oveja, células de simio y células humanas. Los ejemplos de
células bacterianas incluyen Escherichia coli, Salmonella enterica y Streptococcus gordonii. Las células pueden
adquirirse de un proveedor comercial tales como la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville Maryland, EE.
UU.) o cultivarse a partir de un aislado usando procedimientos conocidos en la técnica. Los ejemplos de células
eucariotas adecuadas incluyen, aunque sin limitarse a, células 293T HEK, asi como la linea celular de hamster CHO,
BHK-21; las lineas celulares murinas designadas NIH3T3, NS0, C127, las lineas celulares de simio COS, Vero; y las
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lineas celulares humanas HelLa, PER.C6 (disponible en el mercado de Crucell) U-937 y Hep G2. Un ejemplo no
limitante de células de insecto incluyen Spodoptera frugiperda. Los ejemplos de levaduras Utiles para la expresion
incluyen, aunque sin limitarse a Saccharomyces, Schizosaccharomyces, Hansenula, Candida, Torulopsis, Yarrowia o
Pichia. Véase por ejemplo, las patentes de Estados Unidos N.° 4.812.405; 4.818.700; 4.929.555; 5.736.383; 5.955.349;
5.888.768 y 6.258.559.

Ademas de especificidad de especie, las células pueden ser de cualquier tipo de tejido particular tal como neuronal o
como alternativa una célula madre somatica o embrionaria tal como una célula madre que puede o no puede
diferenciarse en una célula neuronal, por ejemplo, célula madre embrionaria, célula madre adiposa, célula madre
neuronal y célula madre hematopoyética. La célula madre puede ser de origen humano o animal, tal como de
mamifero.

Polinucledtidos aislados y composiciones

Esta divulgacién también proporciona los polinucledtidos complementarios a las secuencias identificadas
anteriormente o sus complementos. La complementariedad puede determinarse usando hibridacion tradicional en
condiciones de astringencia moderada o alta. Tal como se usa en el presente documento, el término polinucleétido
pretende ADN y ARN asi como nucleétidos modificados. Por ejemplo, esta invencion también proporciona la cadena
de polinucledtido antisentido, por ejemplo ARN antisentido a estas secuencias o sus complementos.

También son proporcionados por la invencién polinucledtidos que codifican polipéptidos sustancialmente homdélogos
y biolégicamente equivalentes a los polipéptidos y complejos polipeptidicos de la invencién. Sustancialmente
homologos y bioldgicamente equivalentes pretende incluir aquellos que tienen grados de homologia variables, tales
como al menos el 65%, o como alternativa, al menos el 70%, o como alternativa, al menos el 75%, o como alternativa
al menos el 80%, o como alternativa, al menos el 85%, o como alternativa al menos el 90%, o como alternativa, al
menos el 95%, o como alternativa al menos el 97% homologos, tal como se ha definido anteriormente, y que codifican
polipéptidos que tienen la actividad bioldgica para unirse a inhibidores del factor Xa y no se ensamblan en el complejo
de protrombinasa, tal como se describe en el presente documento. Debe entenderse, aunque no siempre se afirme
explicitamente, que realizaciones para polipéptidos y polinucleétidos sustancialmente homologos estan destinadas
para cada aspecto de esta invencion, por ejemplo, polipéptidos, polinucleétidos y anticuerpos.

Los polinucleétidos de esta invencion pueden replicarse usando técnicas recombinantes convencionales. Como
alternativa, los polinucleétidos pueden replicarse usando tecnologia de PCR. La PCR es el asunto de las patentes de
Estados Unidos N.° 4.683.195; 4.800.159; 4.754.065; y 4.683.202 y se describe en PCR: The Polymerase Chain
Reaction (Mullis y col., eds, Birkhauser Press, Boston (1994)) y referencias citadas en ese documento. Es mas, un
experto en la materia puede usar las secuencias proporcionadas en el presente documento y un sintetizador de ADN
comercial para replicar el ADN. Por consiguiente, esta divulgacién también proporciona un proceso para obtener los
polinucleétidos de esta invencion proporcionando la secuencia lineal del polinucleétido, moléculas de cebador
apropiadas, productos quimicos tales como enzimas e instrucciones para su replicacion y replicar o enlazar
guimicamente los nucleétidos en la orientacién apropiada para obtener los polinucleétidos. En una realizacion diferente
de la divulgacion, estos polinucleétidos se aislas adicionalmente. Es mas, un experto en la materia puede enlazar de
forma operativa los polinucledtidos a secuencias reguladoras para su expresion en una célula huésped. Los
polinucleétidos y las secuencias reguladoras se insertan en la célula huésped (procariota o eucariota) para replicacion
y amplificacion. EI ADN amplificado de este modo puede aislarse de la célula mediante procedimientos bien conocidos
por los expertos en la materia. Un proceso para obtener polinucleétidos mediante este procedimiento se proporciona
adicionalmente en el presente documento asi como los polinucleétidos obtenidos de este modo.

Puede obtenerse ARN insertando en primer lugar un polinucleétido de ADN en una célula huésped procariota o
eucariota adecuada. ElI ADN puede insertarse mediante cualquier procedimiento apropiado, por ejemplo, mediante el
uso de un vehiculo de suministro de genes apropiado (por ejemplo, liposoma, plasmido o vector) o mediante
electroporacién. Cuando la célula se replica y el ADN es transcrito a ARN; el ARN puede aislarse a continuacion
usando procedimientos bien conocidos por los expertos en la materia, por ejemplo, tal como se describe en Sambrook
y Russell (2001) sura. Por ejemplo, puede aislarse mMARN usando diversas enzimas liticas o soluciones quimicas de
acuerdo con los procedimientos descritos en Sambrook y Russell (2001) supra o extraerse mediante resinas de unién
a acido nucleico siguiendo las instrucciones adjuntas proporcionadas por los fabricantes.

En un aspecto de la divulgacion, el ARN es ARN interferente pequefio, también conocido como siARN. Los

procedimientos para preparar y cribar ARN interferente y seleccionarlo por la capacidad de bloquear la expresion de
polinucleétidos se conocen en la técnica y ejemplos no limitantes de los mismos se muestran a continuacion Estos
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ARN interferentes son proporcionados por esta divulgacion.

Las secuencias de siARN pueden disefiarse obteniendo la secuencia de mARN diana y determinando una secuencia
complementaria de siARN apropiada. Los siARN de la divulgacién estan disefiados para interactuar con una secuencia
diana, lo que significa que complementan una secuencia diana suficientemente para hibridar con esa secuencia. Un
siARN puede ser el 100% idéntico a la secuencia diana. Sin embargo, la homologia de la secuencia de siARN con la
secuencia diana puede ser menor del 100% siempre que el SiARN pueda hibridar con la secuencia diana. Por lo tanto,
por ejemplo, la molécula de siARN puede ser al menos un 70%, 75%, 80%, 85%, 90%, 95%, 96%, 97%, 98%, 99% o
100% idéntica a la secuencia diana o el complemento de la secuencia diana. Por lo tanto, también pueden usarse
moléculas de siARN con inserciones, deleciones o mutaciones puntuales individuales con respecto a una diana. La
generacioén de varias secuencias de siARN diferentes por mARN diana se recomienda para permitir el cribado para la
secuencia diana 6ptima. Una busqueda de homologia, tal como una bisqueda BLAST, debe realizarse para garantizar
que la secuencia de siARN no contiene homologia a ninglin gen de mamifero conocido.

En general, es preferible que la secuencia diana esté ubicada a al menos 100-200 nucleétidos del codon de inicio AUG
y al menos a 50-100 nucledtidos del codon de terminacion del mARN diana (Duxbury (2004) J. Surgical Res. 117: 339-
344).

Los investigadores han determinado que ciertas caracteristicas son comunes en moléculas de siARN que silencian
eficazmente su gen diana (Duxbury (2004) J. Surgical Res. 117: 339-344; Ui-Tei y col., (2004) Nucl. Acids Res. 32:
936-48). Como guia general, siARN que incluyen una o mas de las siguientes condiciones son particularmente Utiles
en silenciaciéon de genes en células de mamifero: proporcién GC de entre 45-55%, sin series de mas de 9 residuos
G/C, G/C en el extremo 5' de la cadena sentido; A/U en el extremo 5' de la cadena antisentido; y al menos 5 residuos
A/U en las primeras 7 bases del extremo 5' de la cadena antisentido.

Los siARN son, en general, de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 nucleétidos de longitud. Por ejemplo, el
siARN puede ser de 10-30 nucle6tidos de largo, 12-28 nucleétidos de largo, 15-25 nuclettidos de largo, 19-23
nucleétidos de largo o 21-23 nucledtidos de largo. Cuando un siARN contiene dos cadenas de diferentes longitudes,
la mas larga de las cadenas designa la longitud del siARN. En esta situacion, los nucleétidos no emparejados de la
cadena mas larga formarian un saliente.

El término siARN incluye ARN de horquilla corto (shARN). Los shARN comprenden una Unica cadena de ARN que
forma una estructura tallo-bucle, donde el tallo consiste en las cadenas sentido y antisentido complementarias que
comprenden un siARN bicatenario, y el bucle es un enlazador de tamafio variable. La estructura del tallo de los shARN
generalmente es de aproximadamente 10 a aproximadamente 30 nucleétidos de largo. Por ejemplo, el tallo puede ser
de 10-30 nucledtidos de largo, 12-28 nucledtidos de largo, 15-25 nucledtidos de largo, 19-23 nucledtidos de largo o
21-23 nucledtidos de largo.

Herramientas para ayudar al disefio de siARN estan facilmente disponibles para el puablico. Por ejemplo, una
herramienta de disefio de siARN basado en ordenador esta disponible en internet en www.dharmacon.com, ultimo
acceso el 26 de noviembre de 2007.

Sintesis de dsARN y siARN

dsARN y siARN pueden sintetizarse quimica o enzimaticamente in vitro tal como se describe en Micura (2002) Agnes
Chem. Int. Ed. Emgl. 41: 2265-2269; Betz (2003) Promega Notes 85: 15-18; y Paddison y Hannon (2002) Cancer Cell.
2: 17-23. La sintesis quimica puede realizarse mediante procedimientos manuales o automatizados, ambos de los
cuales se conocen bien en la técnica, tal como se describe en Micura (2002), supra. El siARN también puede
expresarse de forma endogena dentro de las células en forma de shARN tal como se describe en Yu y col., (2002)
Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 99: 6047-6052; y McManus y col., (2002) RNA 8: 842-850. La expresion endogena se
ha conseguido usando sistemas de expresion basados en plasmido usando pequefios promotores de ARN nuclear,
tales como ARN polimerasa 11l U6 0 H1, o0 ARN polimerasa Il U1 tal como se describe en Brummelkamp y col., (2002)
Science 296: 550-553 (2002); y Novarino y col., (2004) J. Neurosci. 24: 5322-5330.

La sintesis enzimatica in vitro de dsARN y siARN puede realizarse usando un proceso mediado por ARN polimerasa
para producir cadenas sentido y antisentido individuales que se hibridan in vitro antes del suministro al interior de las
células elegidas, tal como se describe en Fire y col., (1998) Nature 391: 806-811; Donze y Picard (2002) Nucl. Acids
Res. 30(10): e46; Yu y col., (2002); y Shim y col., (2002) J. Biol. Chem. 277: 30413-30416. Varios fabricantes
(Promega, Ambion, New England Biolabs, y Stragene) producen kits de transcripcion Utiles para realizar la sintesis in
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vitro.

La sintesis in vitro de siARN puede conseguirse, por ejemplo, usando un par de oligonucleétidos dobles cortos que
contienen promotores de T7 ARN polimerasa cadena arriba de las secuencias de ARN sentido y antisentido como
plantilla de ADN. Cada oligonucleétido del duplex es una plantilla diferente para la sintesis de una cadena del siARN.
Las cadenas de ARN cortas diferentes que se sintetizan se hibridan a continuacién para formar siARN tal como se
describe en Protocols and Applications, Chapter 2: RNA interference, Promega Corporation, (2005).

La sintesis in vitro de dsARN puede conseguirse, por ejemplo, usando un promotor de T7 ARN polimerasa en los
extremos 5' de ambas cadenas de la secuencia diana de ADN. Esto se consigue usando plantillas de ADN diferentes,
gue contienen, cada una, la secuencia diana en una orientacion diferente con respecto al promotor T7, transcritas en
dos reacciones diferentes. Los transcritos resultantes se mezclan e hibridan de forma posttranscripcional. Plantillas de
ADN usadas en esta reaccion pueden crearse mediante PCR o usando dos plantillas de plasmido linealizadas, que
contienen, cada una, el promotor de T7 polimerasa en un extremo diferente de la secuencia diana. Protocols and
Applications, Chapter 2: RNA interference, Promega Corporation, (2005).

Para expresar las proteinas descritas en el presente documento, el suministro de secuencias de acido nucleico que
codifican el gen de interés pueden suministrarse mediante varias técnicas. Ejemplos de los cuales incluyen tecnologias
virales (por ejemplo vectores retrovirales, vectores de adenovirus, vectores de virus adenoasociados, vectores de
alfavirus y similares) y tecnologias no virales (por ejemplo complejos ADN/liposoma, micelas y complejos de proteina-
ADN viral dirigidos) tal como se describe en el presente documento. Una vez dentro de la célula de interés, la expresion
del transgén puede estar bajo el control de promotores ubicuos (por ejemplo EF-1a) o promotores especificos de tejido
(por ejemplo el promotor de calcio calmodulina quinasa 2 (CaMKIl), promotor NSE y promotor Thy-1 humano). Como
alternativa, los niveles de expresion pueden controlarse mediante el uso de un sistema promotor inducible (por ejemplo
promotor Tet on/off) tal como se describe en Wiznerowicz y col., (2005) Stem Cells 77: 8957-8961.

Los ejemplos no limitantes de promotores incluyen, aunque sin limitarse a, el promotor de citomegalovirus (CMV)
(Kaplitt y col., (1994) Nat. Genet. 8: 148-154), promotor CMV/humano B3-globina (Mandel y col., (1998) J. Neurosci.
18: 4271-4284), promotor NCX1, promotor aMHC, promotor MLC2v, promotor GFAP (Xu y col., (2001) Gene Ther., 8:
1323-1332), el promotor de enolasa especifica de neuronas de 1,8-kb (NSE) (Klein y col., (1998) Exp. Neurol. 150:
183-194), el promotor de beta actina de pollo (CBA) (Miyazaki (1989) Gene 79: 269-277) y el promotor de B-
glucuronidasa (GUSB) (Shipley y col., (1991) Genetics 10: 1009-1018), el promotor de albumina de suero humano, el
promotor de alfa-1-antitripsina. Para mejorar la expresién, otros elementos reguladores pueden unirse adicionalmente
de forma operativa al transgén, tales como, por ejemplo, el elemento post-regulador del virtus e la Hepatitis de marmota
(WPRE) (Donello y col., (1998) J. Virol. 72: 5085-5092) o el sitio de poliadenilacion de hormona del crecimiento bovina
(BGH).

También se proporciona por la divulgacion una sonda o cebador de polinucleétidos que comprende al menos 10, o
como alternativa, al menos17 o como alternativa al menos 20, o como alternativa, al menos 50, o como alternativa, al
menos 75 polinucleétidos, o como alternativa al menos 100 polinucleétidos que codifican las SEQ ID NO: 12 a 150
sus complementos. Sondas y cebadores adecuados se han descrito supra. En la técnica se conoce que una sonda
“perfectamente emparejada”’ no es necesaria para una hibridacién especifica. Cambios secundarios en la secuencia
de la sonda conseguidos mediante sustitucion, delecion o insercién de un pequefio nimero de bases no afectan a la
especificidad de hibridacion. En general, puede tolerarse hasta el 20% de emparejamiento erroneo de pares de bases
(cuando estan alineadas de forma éptima). Una sonda (til para detectar el mMARN mencionado anteriormente es al
menos aproximadamente el 80% idéntica a la region homéloga de tamafio comparable contenida en las secuencias
identificadas previamente (identificadas anteriormente) que corresponden a polinucleétidos caracterizados
previamente de esta invencion. Como alternativa, la sonda es el 85% idéntica a la secuencia génica correspondiente
después del alineamiento de la segundo homdloga; y es mas, muestra un 90% de identidad, o alin mas, al menos el
95% idéntica.

Estas sondas pueden usarse en radioensayos (por ejemplo analisis por transferencia de Southern y Northern) para
detectar o monitorizar la expresion de los polinucleétidos o polipéptidos de esta invencién. Las sondas también pueden
unirse a un soporte sélido o una matriz tal como un chip para uso en ensayos de cribado de alto rendimiento para la
deteccion de la expresion del gen correspondiente a uno o mas polinucledtidos de esta invencion.

Los polinucleétidos y fragmentos de los polinucleétidos de la presente invencién también pueden servir como
cebadores para la deteccién de genes o transcritos de genes que se expresan en células neuronales, por ejemplo,
para confirmar la transduccion de los polinucledtidos en células huésped. En este contexto, amplificacion significa
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cualquier procedimiento que emplea una polimerasa dependiente de cebador capaz de replicar una secuencia diana
con fidelidad razonable. La amplificacién puede llevarse a cabo mediante ADN polimerasas naturales o recombinantes
tales como T7 ADN polimerasa, fragmento de Klenow de ADN polimerasa de E. coli, y transcriptasa inversa. La longitud
del cebador es la misma que la identificada para sondas, anteriormente.

Los polinucledtidos aislados de esta invencién pueden estar enlazados de forma operativa a un promotor de la
transcripcion de ARN, asi como otras secuencias reguladoras para replicacion y/o expresion transitoria o estable del
ADN o ARN. Tal como se usa en el presente documento, la expresion “enlazado de forma operativa” significa
posicionado de tal manera que el promotor dirigira la transcripcion de ARN de la molécula de ADN. Los ejemplos de
dichos promotores son SP6, T4 y T7. En ciertas realizaciones, se usan promotores especificos de células para
expresion especifica de células del polinucleétido insertado. Vectores que contienen un promotor o0 un
promotor/potenciador, con codones de terminacién y secuencias marcadoras seleccionables, asi como un sitio de
clonacion en el que un trozo insertado de ADN puede estar enlazado de forma operativa a ese promotor, se conocen
bien en la técnica y estan disponibles en el mercado. Para estrategias de metodologia y clonacion generales, véase
Gene Expression Technology (Goeddel ed., Academic Press, Inc. (1991)) y referencias citadas en ese documento y
Vectors: Essential Data Series (Gacesa and Ramiji, eds., John Wiley & Sons, N.Y. (1994)), que contiene mapas,
propiedades funcionales, proveedores comerciales y una referencia a los numeros de entrada de GenEMBL para
diversos vectores adecuados. Preferentemente, estos vectores son capaces de transcribir ARN in vitro o in vivo.

Los vectores de expresion que contienen estos acidos nucleicos son Utiles para obtener sistemas de vectores huésped
para producir proteinas y polipéptidos. Se da a entender que estos vectores de expresion deben ser replicables en los
organismos huésped ya sea como episomas 0 como una parte integrante del ADN cromosémico. Los vectores de
expresion adecuados incluyen plasmidos, vectores virales, incluyendo adenovirus, virus adenoasociados, retrovirus,
césmidos, etc. Los vectores adenovirales son particularmente Utiles para introducir genes en los tejidos in vivo debido
a sus altos niveles de expresion y la transformacion eficiente de células tanto in vitro como in vivo. Cuando se inserta
un acido nucleico en una célula huésped adecuada, por ejemplo, una célula procariota o una eucariota y la célula
huésped se replica, la proteina puede producirse de forma recombinante. Las células huésped adecuadas dependeran
del vector y pueden incluir células de mamifero, células animales, células humanas, células de simio, células de
insecto, células de levadura y células bacterianas, tal como se ha descrito anteriormente y construirse usando
procedimientos bien conocidos. Véase Sambrook y Russell (2001), supra. Ademas del uso de un vector viral para la
insercién de un acido nucleico exégeno en las células, el acido nucleico se puede insertar en la célula huésped
mediante procedimientos bien conocidos en la técnica tales como la transformacién de células bacterianas;
transfecciéon usando precipitacion con fosfato célcico para células de mamifero; DEAE-dextrano; electroporacion; o
microinyeccién. Véase Sambrook y Russell (2001), supra para esta metodologia.

La presente divulgacion también proporciona vehiculos de suministro adecuados para el suministro de un
polinucleétido de la invencion al interior de células (ya sea in vivo, ex vivo o in vitro). Un polinucleétido de la invencion
puede estar contenido dentro de un vehiculo de suministro de genes, un vector de clonacién o un vector de expresion.
Estos vectores (especialmente vectores de expresion) pueden ser manipulados, a su vez, para asumir cualquiera de
una serie de formas que pueden, por ejemplo, facilitar el suministro a y/o la entrada en una célula.

Estas células huésped aisladas que contienen los polinucleétidos son Utiles para la replicacién recombinante de los
polinucleétidos y para la produccién recombinante de péptidos y para cribado de alto rendimiento.

Los polinucleétidos pueden conjugarse a una etiqueta detectable o combinarse con un transportador tal como un
soporte sdlido o transportador farmacéuticamente aceptable. Los soportes sélidos adecuados se han descrito
anteriormente al igual que las etiquetas adecuadas. Procedimientos para unir una etiqueta a un polinucleétido son
conocidos por los expertos en la materia. Véase Sambrook y Russell (2001), supra.

Composiciones de anticuerpos terapéuticas

Esta divulgacion también proporciona un anticuerpo capaz de formar especificamente un complejo con una proteina
0 polipéptido de esta invencién, que son utiles en los procedimientos terapéuticos. El término “anticuerpo” incluye
anticuerpos policlonales y anticuerpos monoclonales, fragmentos de anticuerpos, asi como derivados de los mismos
(descritos anteriormente). Los anticuerpos incluyen, aunque no se limitan a, anticuerpos de ratén, rata, y conejo o
humanos. Los anticuerpos pueden ser producidos en cultivo celular, en un fago, o en diversos animales, incluyendo
aunque sin limitarse a, vacas, conejos, cabras, ratones, ratas, hamsteres, cobayas, ovejas, perros, gatos, monos,
chimpancés, simios, etc. los anticuerpos también son Utiles para identificar y purificar polipéptidos terapéuticos.
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Esta divulgacion también proporciona un complejo anticuerpo-péptido que comprende los anticuerpos descritos
anteriormente y un polipéptido que se une especificamente al anticuerpo. En un aspecto de la divulgacion, el
polipéptido es el polipéptido contra el cual se gener6 el anticuerpo. En un aspecto de la divulgacion, el complejo
anticuerpo-péptido es un complejo aislado. En un aspecto adicional de la divulgacién, el anticuerpo del complejo es,
aungue sin limitarse a, un anticuerpo policlonal, un anticuerpo monoclonal, un anticuerpo humanizado o un derivado
de anticuerpo descritos en el presente documento. Cualquiera o ambos del anticuerpo o el péptido del complejo
anticuerpo-péptido puede ser etiquetado de forma detectable. En un aspecto, el complejo anticuerpo-péptido de la
divulgacion se puede usar como una muestra de control o de referencia en los ensayos de diagndstico o cribado.

Los anticuerpos policlonales de la divulgacion se pueden generar usando técnicas convencionales conocidas en la
técnica y que estan bien descritas en la literatura. Existen varias metodologias para la produccion de anticuerpos
policlonales. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales se producen normalmente mediante inmunizaciéon de un
mamifero adecuado, tal como, aunque sin limitarse a, pollos, cabras, cobayas, hamsteres, caballos, ratones, ratas y
conejos. Un antigeno se inyecta en el mamifero, que induce a los linfocitos B a producir inmunoglobulinas IgG
especificas para el antigeno. Esta IgG se purifica a partir del suero de mamiferos. Las variaciones de esta metodologia
incluyen la modificacion de adyuvantes, vias y punto de administracion, los volimenes de inyeccién por sitio y el
namero de sitios por animal para la produccién éptima y el trato humano de los animales. Por ejemplo, los adyuvantes
normalmente se usan para mejorar 0 potenciar una respuesta inmunitaria a los antigenos. La mayoria de los
adyuvantes posibilitan un depésito de antigeno en el sitio de inyeccidn, lo que permite una liberacion lenta del antigeno
en ganglios linfaticos de drenaje. Otros adyuvantes incluyen tensioactivos que promueven la concentracion de
moléculas de antigeno de proteina sobre una gran area superficial y moléculas inmunoestimulantes. Los ejemplos no
limitantes de adyuvantes para la generacion de anticuerpos policlonales incluyen adyuvantes de Freund, sistema
adyuvante de Ribi, y Titermax. Los anticuerpos policlonales se pueden generar utilizando procedimientos descritos en
las patentes de Estados Unidos N.° 7.279.559; 7.119.179; 7.060.800; 6.709.659; 6.656.746; 6.322.788; 5.686.073; y
5.670.153.

Los anticuerpos monoclonales de la divulgacién pueden generarse usando técnicas de hibridoma convencionales
conocidas en la técnica y bien descritas en la literatura. Por ejemplo, un hibridoma se produce fusionando una linea
celular inmortal adecuada (por ejemplo, una linea celular de mieloma tal como, aunque sin limitacion, Sp2/0, Sp2/0-
AG14, NSO, NS1, NS2, AE-1, L.5, >243, P3X63Ag8.653, Sp2 SA3, Sp2 MAI, Sp2 SS1, Sp2 SA5, U397, MLA 144,
ACT IV, MOLT4, DA-1, JURKAT, WEH]I, K-562, COS, RAJI, NIH 3T3, HL-60, MLA 144, NAMAIWA, NEURO 2A, CHO,
PerC.6, YB2/O) o similar, o heteromielomas, productos de fusion de los mismos, o cualquier célula o célula de fusion
derivada de ellos, o cualquier otra linea celular adecuada tal como se conoce en la técnica (véase, por ejemplo,
www.atcc.org, www.lifetech.com., Ultimo acceso el 26 de noviembre de 2007, y similares), con células productoras de
anticuerpos, tales como, aunque sin limitarse a, células de bazo aisladas o clonadas, sangre periférica, linfa, amigdala,
u otras células inmunitarias o que contienen células B, o cualquier otro tipo de células que expresan secuencias
constante o variable o marco o CDR de cadena pesada o ligera, ya sea como acido nucleico enddégeno o heterélogo,
como recombinante o enddgeno, viral, bacteriano, de algas, procariota, anfibio, insecto, reptil, pez, de mamifero,
roedor, equina, ovina, cabra, oveja, ADN de primate, eucariota, genémico, cADN, rADN, ADN o ARN mitocondrial,
ADN o ARN de cloroplasto, hnARN, mARN, tARN, de cadena sencilla, doble o triple, hibridada, y similares, o cualquier
combinacion de los mismos. Células productoras de anticuerpos también pueden obtenerse a partir de sangre
periférica o, preferentemente del bazo o los ganglios linfaticos, de seres humanos u otros animales adecuados que
han sido inmunizados con el antigeno de interés. Cualquier otra célula huésped adecuada también puede usarse para
expresar el acido nucleico heter6logo o enddégeno que codifica un anticuerpo, fragmento especificado o variante del
mismo, de la presente divulgacion. Las células fusionadas (hibridomas) o células recombinantes se pueden aislar
usando condiciones de cultivo selectivas u otros procedimientos conocidos adecuados, y se clonaron por dilucién
limitante o la clasificacién de células, u otros procedimientos conocidos.

En una realizacion de la divulgacién, los anticuerpos descritos en el presente documento pueden ser generados
utilizando un sistema de péptido antigénico multiple (MAP). El sistema de MAP utiliza un nucleo de peptidilo de tres o
siete residuos de lisina ramificados radialmente, sobre el que los péptidos antigénicos de interés pueden construirse
usando quimica en fase sélida estandar. El nicleo de lisina produce el MAP que porta alrededor de 4 a 8 copias del
epitopo peptidico dependiendo del nicleo interno que generalmente representa menos de 10% del peso molecular
total. El sistema MAP no requiere una proteina portadora para conjugacion. Se ha demostrado que la alta relacion
molar y denso empaquetamiento de multiples copias del epitopo antigénico en un MAP producen una fuerte respuesta
inmunogena. Este procedimiento se describe en la patente de Estados Unidos N.° 5.229.490.

Pueden usarse otros procedimientos adecuados de produccién o aislamiento de anticuerpos de la especificidad
requerida, incluyendo, aunque sin limitacién, procedimientos que seleccionan un anticuerpo recombinante a partir de
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una biblioteca de péptidos o proteinas (por ejemplo, aunque sin limitacién, un bacteriéfago, ribosoma, oligonucleétido,
ARN, cADN, so similares, biblioteca de presentacion; por ejemplo, como estan disponibles de diversos proveedores
comerciales tales como Cambridge Antibody Technologies (Cambridgeshire, RU), MorphoSys (Martinsreid/Planegg,
Del.), Biovation (Aberdeen, Scotland, RU) Biolnvent (Lund, Suecia), usando procedimientos conocidos en la técnica.
Véase las patentes de Estados Unidos N.° 4.704.692; 5.723.323; 5.763.192; 5.814.476; 5.817.483; 5.824.514;
5.976.862. Procedimientos alternativos dependen de la inmunizacion de animales transgénicos (por ejemplo, ratones
SCID, Nguyen y col., (1977) Microbiol. Immunol. 41: 901-907 (1997); Sandhu y col., (1996) Crit. Rev. Biotechnol. 16:
95-118; Eren y col., (1998) Immunol. 93: 154-161 que son capaces de producir un repertorio de anticuerpos humanos,
tal como se conoce en la técnica y/o tal como se describe en el presente documento. Dichas técnicas, incluyen, aunque
sin limitarse a, presentacion en ribosomas (Hanes y col., (1997) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 94: 4937-4942; Hanes
y col., (1998) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU., 95: 14130-14135); tecnologias que producen anticuerpos de una sola
célula (por ejemplo, el procedimiento de anticuerpo de linfocito seleccionado (“SLAM") (patente de Estados Unidos N.°
5.627.052, Weny col., (1987) J. Immunol. 17: 887-892; Babcook y col., Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. (1996) 93: 7843-
7848); microgota de gel y citometria de flujo (Powell y col., (1990) Biotechnol. 8:333-337; One Cell Systems,
(Cambridge, Mass); Gray y col., (1995) J. Imm. Meth. 182: 155-163; y Kenny y col., (1995) Bio. Technol. 13: 787-790);
seleccion de células B (Steenbakkers y col., (1994) Molec. Biol. Reports 19: 125-134.

Derivados de anticuerpos de la presente divulgacion también pueden prepararse suministrando un polinucleétido que
codifica un anticuerpo de esta divulgacion a un huésped adecuado para proporcionar animales transgénicos o
mamiferos, tales como cabras, vacas, caballos, ovejas, y similares, que producen dichos anticuerpos en su leche.
Estos procedimientos se conocen en la técnica y se describen, por ejemplo, en las patentes de Estados Unidos N.°
5.827.690; 5.849.992; 4.873.316; 5.849.992; 5.994.616; 5.565.362; y 5.304.4809.

La expresion “derivado de anticuerpo” incluye modificacion posttraduccional a la secuencia polipeptidica lineal del
anticuerpo o fragmento. Por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 6.602.684 B1 describe un procedimiento para
la generacion de formas modificadas con glicol de anticuerpos, incluyendo moléculas de anticuerpo completas,
fragmentos de anticuerpo, o proteinas de fusion que incluyen una regién equivalente a la regién Fc de una
inmunoglobulina, que tiene toxicidad celular mediada por Fc mejorada, y glucoproteinas generadas de este modo.

También pueden prepararse derivados de anticuerpos mediante suministrando un polinucleétido de esta invencion
para proporcionar plantas transgénicas y células vegetales cultivadas (por ejemplo, aunque sin limitarse a tabaco,
maiz, y lenteja de agua) que producen dichos anticuerpos, partes o variantes especificadas en las partes de la planta
0 en células cultivadas de las mismas. Por ejemplo, Cramer y col., (1999) Curr. Top. Microbol. Immunol. 240: 95-118
y las referencias citadas en ese documento, describen la produccién de hojas de tabaco transgénico que expresan
grandes cantidades de proteinas recombinantes, por ejemplo, usando un promotor inducible. El maiz transgénico se
han usado para expresar proteinas de mamifero a niveles de produccién comercial, con actividades bioldgicas
equivalentes a las producidas en otros sistemas recombinantes o purificadas de fuentes naturales. Véase, por ejemplo,
Hood y col., (1999) Adv. Exp. Med. Biol. 464: 127-147 y las referencias citadas en ese documento. Derivados de
anticuerpos también se han producido en grandes cantidades a partir de semillas de plantas transgénicas, incluyendo
fragmentos de anticuerpos, tales como anticuerpos monocatenarios (scFv), incluyendo de semillas de tabaco y
tubérculos de patata. Véase, por ejemplo, Conrad y col., (1998) Plant Mol. Biol. 38: 101-109 y referencia citadas en
este documento. Por lo tanto, los anticuerpos de la presente divulgacion también se pueden producir usando plantas
transgénicas, de acuerdo con procedimientos conocidos.

Los derivados de anticuerpos también pueden producirse, por ejemplo, afiadiendo secuencias exdgenas para
modificar la inmunogenicidad o reducir, mejorar o modificar la union, afinidad, tasa de asociacion, tasa de disociacion,
avidez, especificidad, semivida, o cualquier otra caracteristica adecuada. Generalmente parte o la totalidad de las
secuencias de CDR no humanas o humanas se mantienen, mientras que las secuencias no humanas de las regiones
variables y constantes se sustituyen con aminoacidos humanos o de otro tipo.

En general, los residuos de CDR estan directamente y de la manera sustancial implicados en influir en la union al
antigeno. La humanizacion o genomanipulacion de anticuerpos de la presente invencién puede realizarse usando
cualquier procedimiento conocido tal como, aunque sin limitacion, los descritos en las patentes de Estados Unidos N.°
5.723.323; 5.976.862; 5.824.514; 5.817.483; 5.814.476; 5.763.192; 5.723.323; 5.766.886; 5.714.352; 6.204.023;
6.180.370; 5.693.762; 5.530.101; 5.585.089; 5.225.539; y 4.816.567.

Las técnicas para fabricar anticuerpos de parcial a completamente humanos son conocidas en la técnica y puede

usarse cualquiera de dichas técnicas. De acuerdo con una realizacion de la divulgacion, las secuencias de anticuerpos
humanos completos se fabrican en un ratén transgénico que ha sido disefiado para expresar genes de anticuerpo de
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cadena pesada y ligera humanos. Se han preparado multiples estirpes de dichos ratones transgénicos que puede
producir diferentes clases de anticuerpos. Células B de ratones transgénicos que producen un anticuerpo deseable se
pueden fusionar para preparar lineas celulares de hibridoma para la produccién continua del anticuerpo deseado.
(Véase por ejemplo, Russel y col., (2000) Infection and Immunity abril de 2000: 1820-1826; Gallo y col., (2000)
European J. of Immun. 30: 534-540; Green (1999) J. of Immun. Methods 231: 11-23; Yang y col., (1999A) J. of
Leukocyte Biology 66: 401-410; Yang (1999B) Cancer Research 59(6): 1236-1243; Jakobovits. (1998) Advanced Drug
Delivery Reviews 31: 33-42; Green y Jakobovits (1998) J. Exp. Med. 188(3): 483-495; Jakobovits (1998) Exp. Opin.
Invest. Drugs 7(4): 607-614; Tsuda y col., (1997) Genomics 42: 413-421; Sherman-Gold (1997) Genetic Engineering
News 17(14); Mendez y col., (1997) Nature Genetics 15: 146-156; Jakobovits (1996) Weir's Handbook of Experimental
Immunology, The Integrated Immune System Vol. IV, 194. 1-194.7; Jakobovits (1995) Current Opinion in Biotechnology
6: 561-566; Mendez y col., (1995) Genomics 26: 294-307; Jakobovits (1994) Current Biology 4(8): 761-763; Arbones
y col., (1994) Immunity 1(4): 247-260; Jakobovits (1993) Nature 362(6417): 255-258; Jakobovits y col. (1993); y la
patente de Estados Unidos N.° 6.075.181.)

Los anticuerpos de esta divulgacion también pueden modificarse para crear anticuerpos quiméricos. Los anticuerpos
guiméricos son aquellos en los que los diversos dominios de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos estan
codificados por el ADN de mas de una especie. Véase, por ejemplo, la patente de Estados Unidos N.° 4.816.567.

Como alternativa, los anticuerpos de esta divulgacion también se pueden modificar para crear anticuerpos
remodelados en superficie. Los anticuerpos remodelados en superficie son aquellos en los que los residuos de
aminoacidos exteriores del anticuerpo de una especie se sustituyen juiciosamente o “remodelan” con los de una
segunda especie de manera que los anticuerpos de la primera especie no seran inmundgenos en la segunda especie
reduciendo de ese modo la inmunogenicidad del anticuerpo. Dado que la antigenicidad de una proteina depende
principalmente de la naturaleza de su superficie, la inmunogenicidad de un anticuerpo podria reducirse mediante la
sustitucion de los residuos expuestos que difieren de las que normalmente se encuentran en otros anticuerpos de
especies de mamiferos. Esta sustitucion juiciosa de residuos exteriores debe tener poco o ningun efecto sobre los
dominios interiores, o sobre los contactos entre dominios. Por lo tanto, las propiedades de unién a ligando no deben
modificarse como consecuencia de alteraciones que se limitan a los residuos marco de region variable. El proceso se
conoce como “remodelacion en superficie”, ya que se altera sélo la superficie exterior o “piel” del anticuerpo, los
residuos de soporte permanecen inalterados.

El procedimiento de “remodelacion en superficie” hace uso de los datos de secuencia disponibles para dominios
variables de anticuerpos humanos compilados por Kabat y col., (1987) Sequences of Proteins of Immunological
Interest, 42 ed., Bethesda, Md., National Institutes of Health, actualizaciones de esta base de datos, y otras bases de
datos accesibles estadounidenses y extranjeras (tanto de acidos nucleicos y proteinas). Los ejemplos de los
procedimientos utilizados para generar anticuerpos remodelados en superficie incluyen EP 519596; patente de
Estados Unidos N.° 6.797.492; y se describen en Padlan y col., (1991) Mol. Immunol. 28(4-5): 489-498.

La expresion “derivado de anticuerpo” también incluye “diacuerpos”, que son pequefios fragmentos de anticuerpo con
dos sitios de union al antigeno, donde los fragmentos comprenden un dominio variable de cadena pesada (VH)
conectado a un dominio variable de cadena ligera (VL) en la misma cadena polipeptidica. (Véase por ejemplo, EP
404.097; WO 93/11161; y Hollinger y col., (1993) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 90: 6444-6448). Mediante el uso de
un enlazador que es demasiado corto para permitir el emparejamiento entre los dos dominios en la misma cadena, los
dominios son forzados a emparejarse con los dominios complementarios de otra cadenay crear dos sitios de unién al
antigeno. (Véase también, la patente de Estados Unidos N.° 6.632.926 de Chen y col., que describe variantes de
anticuerpo que tienen uno o mas aminoacidos insertados en una region hipervariable del anticuerpo parental y una
afinidad de unién para un antigeno diana que es al menos aproximadamente dos veces mas potente que la afinidad
de unién del anticuerpo parental por el antigeno).

La expresion “derivado de anticuerpo” incluye, ademas, “anticuerpos lineales”. El procedimiento para la fabricacion de
anticuerpos lineales se conoce en la técnica y se describe en Zapata y col., (1995) Protein Eng. 8(10): 1057-1062. En
resumen, estos anticuerpos comprenden un par de segmentos Fd en tandem (Vu-Crl-VH-Cnl) que forman un par de
regiones de unidn al antigeno. Los anticuerpos lineales pueden ser biespecificos 0 monoespecificos.

Los anticuerpos de esta divulgacion se pueden recuperar y purificar a partir de cultivos de células recombinantes
mediante procedimientos conocidos que incluyen, aunque sin limitarse a, purificacién de la proteina A, precipitacion
con sulfato de amonio o etanol, extraccion con acido, cromatografia de intercambio aniénico o catiénico, cromatografia
de fosfocelulosa, cromatografia de interaccion hidréfoba, cromatografia de afinidad, cromatografia de hidroxiapatita y
cromatografia de lectina. También puede usarse cromatografia liquida de alta resolucién (“HPLC”) para la purificacién.
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Los anticuerpos de la presente divulgacion productos purificados, productos de procedimientos sintéticos quimicos, y
productos producidos mediante técnicas recombinantes a partir de un huésped eucariota, incluyendo, por ejemplo,
levaduras, plantas superiores, células de insecto y de mamifero, o como alternativa a partir de una célula procariota
tal como se ha descrito anteriormente.

Si un anticuerpo monoclonal que esta siendo ensayado se une a una proteina o polipéptido, entonces el anticuerpo
gue esta siendo ensayado y los anticuerpos proporcionados por los hibridomas de esta divulgacion son equivalentes.
También es posible determinar sin experimentacién excesiva, si un anticuerpo tiene la misma especificidad que el
anticuerpo monoclonal de esta divulgacion determinando si el anticuerpo que esta siendo ensayado impide que un
anticuerpo monoclonal de esta divulgacién se una a la proteina o polipéptido con el que el anticuerpo monoclonal es
reactivo normalmente. Si el anticuerpo que esta siendo ensayado compite con el anticuerpo monoclonal de la
divulgacion, tal como se muestra mediante una disminucién de la unién por el anticuerpo monoclonal de esta
divulgacion, entonces es probable que los dos anticuerpos se unan al mismo epitopo 0 a uno estrechamente
relacionado. Como alternativa, se puede preincubar el anticuerpo monoclonal de esta divulgacién con una proteina
con la que es reactivo normalmente, y determinar si el anticuerpo monoclonal que esta siendo ensayado es inhibido
en su capacidad de unirse al antigeno. Si el anticuerpo monoclonal que esta siendo ensayado es inhibido entonces,
con toda probabilidad, tiene la misma, o una relacionada estrechamente, especificidad epitopica que el anticuerpo
monoclonal de esta divulgacion.

El término “anticuerpo” también pretende incluir anticuerpos de todos los isotipos. Isotipos particulares de un
anticuerpo monoclonal se pueden preparar ya sea directamente mediante la seleccién de la fusion inicial, o se pueden
preparar de forma secundaria, a partir de un hibridoma parental que secreta un anticuerpo monoclonal de diferente
isotipo utilizando la técnica de seleccion sib para aislar variantes de cambio de clase usando el procedimiento descrito
en Steplewski, y col., (1985) Proc. Natl. Acad. Sci. EE. UU. 82: 8653 o Spira, y col., (1984) J. Immunol. Methods 74:
307.

El aislamiento de otros hibridomas que secretan anticuerpos monoclonales con la especificidad de los anticuerpos
monoclonales de la divulgacion también se puede conseguir por un experto en la materia mediante la produccion de
anticuerpos antiidiotipicos. Herlyn, y col., (1986) Science 232: 100. Un anticuerpo antiidiotipico es un anticuerpo que
reconoce determinantes Unicos presentes en el anticuerpo monoclonal producido por el hibridoma de interés.

La identidad idiotipica entre los anticuerpos monoclonales de dos hibridomas demuestra que los dos anticuerpos
monoclonales son iguales con respecto a su reconocimiento del mismo determinante epitépico. Por lo tanto, usando
anticuerpos para los determinantes epitépicos en un anticuerpo monoclonal, es posible identificar otros hibridomas
gue expresan anticuerpos monoclonales de la misma especificidad epitdpica.

También es posible usar tecnologia de anti-idiotipo para producir anticuerpos monoclonales que imitan un epitopo.
Por ejemplo, un anticuerpo monoclonal antiidiotipico preparado para un primer anticuerpo monoclonal tendra un
dominio de unién en la regién hipervariable que es la imagen especular del epitopo al que se une el primer anticuerpo
monoclonal. De este modo, en este ejemplo, el anticuerpo monoclonal antiidiotipico podria usarse para inmunizacion
para la produccion de estos anticuerpos.

En algunos aspectos de esta divulgacion, sera util etiquetar de forma detectable o terapéutica el anticuerpo. Las
etiquetas adecuadas se han descrito supra. Los procedimientos para conjugar anticuerpos a estos agentes son
conocidos en la técnica. Para propdsito de ilustracion solamente, los anticuerpos se pueden etiquetar con un resto
detectable tal como un atomo radioactivo, un croméforo, un fluoréforo, o similares. Dichos anticuerpos etiquetados se
pueden usar para técnicas de diagnéstico, ya sea in vivo, 0 en una muestra de ensayo aislada.

El acoplamiento de anticuerpos a haptenos de bajo peso molecular puede aumentar la sensibilidad del anticuerpo en
un ensayo. Los haptenos pueden detectarse a continuacién especificamente por medio de una segunda reaccion. Por
ejemplo, es habitual usar haptenos tales como biotina, que reacciona con avidina, o dinitrofenol, piridoxal y
fluoresceina, que pueden reaccionar con anticuerpos antihapteno especificos. Véase, Harlow y Lane (1988) supra.

Los anticuerpos pueden etiquetarse con un resto detectable tal como un atomo radioactivo, un croméforo, un
fluoréforo, o similares. Dichos anticuerpos etiquetados pueden usarse para técnicas de diagnéstico, ya sea in vivo, o
en una muestra de ensayo aislada. Los anticuerpos también pueden conjugarse, por ejemplo, a un agente
farmacéutico, tal como farmaco quimioterapéutico o una toxina. Estos se pueden enlazar a una citoquina, a un ligando,
a otro anticuerpo. Los agentes adecuados para el acoplamiento a anticuerpos para conseguir un efecto anti-tumoral
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incluyen citoquinas, tales como interleuquina 2 (IL-2) y factor de necrosis tumoral (TNF); fotosensibilizadores, para uso
en terapia fotodinamica, incluyendo ftalocianina tetrasulfonato de aluminio (Ill), hematoporfirina, y ftalocianina;
radionucleidos, tales como yodo-131 (*31), itrio-90 (°°Y), bismuto-212 (?*?Bi), bismuto-213 (?3Bi), tecnecio-99m (**™Tc),
renio-186 (*¥Re), y renio-188 (*¥8Re); antibioticos, tales como doxorrubicina, adriamicina, daunorrubicina, metotrexato,
daunomicina, neocarzinostatina, y carboplatino; toxinas bacterianas, vegetales, y otras, tales como toxina de la difteria,
exotoxina de pseudomonas A, enterotoxina A estafilocécica, toxina abrina-A, ricina A (ricina A desglicosilada y ricina
natural A), toxina TGF-alfa, citotoxina de cobra China (naja naja atra), y gelonina (una toxina vegetal); proteinas
inactivadoras del ribosoma de plantas, bacterias y hongos, tales como restrictocina (una proteina inactivadora del
ribosoma producida por Aspergillus restrictus), saporina (una proteinas inactivadora del ribosoma de Saponaria
officinalis), y RNasa; inhibidores de la tirosina quinasa; ly207702 (un nucleésido de purina difluorado); liposomas que
contienen agentes anti-quisticos (por ejemplo, oligonucleétidos antisentido, plasmidos que codifican toxinas,
metotrexato,. etc.); y otros anticuerpos o fragmentos de anticuerpos, tales como F(ab).

Los anticuerpos de la divulgacion también se pueden unir a muchos transportadores diferentes. Por lo tanto, esta
divulgacion también proporciona composiciones que contienen los anticuerpos y otra sustancia, activa o inerte. Los
ejemplos de transportadores bien conocidos incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nylon,
amilasas, celulosas naturales y modificadas, poliacrilamidas, agarosas y magnetita. La naturaleza del transportador
puede ser soluble o insoluble para los fines de la invencion. Los expertos en la materia conoceran otros transportadores
adecuados para la union de anticuerpos monoclonales, o seran capaces de determinarlos, usando experimentacion
rutinaria.

IV. Terapias

La presente invencion se refiere a una composicion que comprende un derivado de fXa de la invencion para uso en
un procedimiento terapéutico de prevencidon o reduccion de hemorragias en un sujeto sometido a terapia
anticoagulante. Se contempla que los antidotos o derivados de la presente invenciéon pueden ser farmacos de corta
duracion para usarlos en situaciones de eleccién o de emergencia que pueden neutralizar de forma segura y especifica
propiedades anticoagulantes convencionales de un inhibidor de fXa sin causar efectos secundarios o hemodinamicos
perjudiciales o exacerbacién de la respuesta vascular proliferativa a la lesion.

En una realizacion, la cantidad terapéuticamente efectiva de un antidoto muestra un indice terapéutico elevado. El
indice terapéutico es la relaciéon de dosis entre efectos toxicos y terapéuticos que pueden expresarse como la relacion
entre DLso y DEso. La DLso es la dosis letal para el 50% de la poblacion y la DEso es la dosis terapéuticamente efectiva
en el 50% de la poblacion. La DLso y la DEso se determinan mediante procedimientos farmacéuticos estandar en
cultivos celulares animales o animales experimentales. Los antidotos o derivados de esta invencién pueden
administrarse una o varias veces cuando se necesitan para neutralizar el efecto de un inhibidor de fXa presente en el
plasma de un sujeto. Preferentemente, los antidotos de esta invencién son suficientes cuando se administran en una
Unica dosis.

Se contempla que una dosis tipica de los antidotos de la invencién dependera del entorno clinico real y de la
concentracion del inhibidor en el plasma. En ensayos in vitro, tales como generacién de trombina, ensayos clinicos de
coagulacién tales como aPTT, PT y ACT, se espera que una cantidad terapéuticamente efectiva de un antidoto
produzca produce una correccion de la actividad de coagulacion ex vivo del 10% o mas. Los ensayos in vitro indican
que una relacién de antidoto/inhibidor > 1,0 debe mostrar un efecto de inversion. Se espera que la concentracion
plasmatica maxima para antidoto esté en el intervalo micromolar, probablemente entre 10 micromolar o por debajo.

En un entorno clinico, uno de los criterios en la determinacion de la eficacia de un antidoto es que produzca cualquier
cambio de las medidas reales de hemorragia. En los ensayos clinicos, las categorias de hemorragias graves son la
hemorragia fatal, las hemorragias en drganos vitales (intracraneal, intraocular, retroperitoneal, medular, pericardica),
cualquier hemorragia que requiere reintervencion o un nuevo procedimiento terapéutico (por ejemplo, aspiracion de
una rodilla operada, insercion de un tubo de toracotomia para hemotorax, electrocoagulacion endoscépica, etc.) o un
indice de hemorragia de = 2,0 si se asocia con una hemorragia manifiesta. El indice de hemorragia se define como el
numero de unidades de glébulos rojos empaquetados o sangre completa transfundida, ademas de los valores de
hemoglobina antes del episodio de hemorragia menos los valores de hemoglobina después de que la hemorragia se
ha estabilizado (en gramos por decilitro).

Otro criterio para la eficacia de antidoto en un entorno clinico es que reduzca hemorragia no grave clinicamente

significativa. Esta categoria de hemorragias incluyen hemorragia que no es importante, pero es mayor de lo habitual
y justifica la atencién clinica, incluyendo epistaxis que es persistente o recurrente y en cantidad sustancial o no se
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detendra sin la intervenciéon; hemorragia rectal o del tracto urinario que no llega a un nivel que requiere un
procedimiento terapéutico (por ejemplo, la nueva insercion de un catéter Foley o inspeccién cistoscopia), hematomas
sustancial en los sitios de inyeccién o en otros lugares que son espontaneos o se producen con traumatismo trivial;
pérdida considerable de sangre; hemorragia que requiere transfusion no planificada. Tal como se usa en el presente
documento, “pérdida de sangre sustancial” se refiere a la cantidad de pérdida de sangre que es mayor de esa cantidad
por lo general asociada con el procedimiento quirtrgico. Pérdida de sangre sustancial conduce a la hinchazén que se
gestiona de forma conservadora, ya que se queda corta para requerir drenaje.

En una realizacion, los derivados de esta invencion tienen suficiente semivida en plasma circulante para neutralizar
sustancialmente el inhibidor de fXa presente en el plasma. El fXa activado esencialmente no tiene semivida en
circulacion en seres humanos, ya que es inhibido eficazmente por ATIII, TFPI y otros inhibidores de plasma (Fuchs,
H.E. y Pizzo, S.V., J. Clin. Invest., 1983, 72: 2041-2049). Se ha demostrado que el fXa inactivo tiene una semivida en
circulacion de 2-3 horas en seres humanos. En un modelo de babuino, la semivida de un fXa bloqueado en el sitio
activo por DEGR ([5-(dimetilamino)1-naftalenosulfonilo]-glutamilglicilarginil clorometil cetona) fue de aproximadamente
10 horas o 2 horas, tal como se determina mediante ensayos isotépicos o inmunoadsorbentes ligados a enzima,
respectivamente (Taylor, F.B. y col., Blood, 1991, 78(2): 364-368).

Puede ser deseable prolongar la semivida de un derivado de antidoto fXa a 24-48 horas. Se contempla que la
conjugacion o adicién de uno o mas d los siguientes restos incrementara la semivida en plasma de un antidoto:

a) polietilenglicol;

b) un grupo acilo;

c) liposomas y agentes de encapsulacion;
d) proteinas transportadoras;

e) membrana fosfolipidica artificial;

f) inmunoglobulina; y

g) nanoparticula.

El sitio de conjugaciéon puede no estar limitado a la cadena o residuo especial, siempre que la conjugacién no
enmascare el sitio o sitios de unién al del antidoto. Los antidotos descritos en el presente documento se pueden
administrar en combinacion con uno cualquiera o mas de uno de los compuestos descritos anteriormente.

En general, los anticuerpos administrados tienen una semivida mucho mas larga que las proteinas circulantes de
coagulacién sanguinea. Es posible usar un complejo que consiste en fXa deficiente en dominio Gla y un anticuerpo
unido al exositio de fXa como antidoto de semivida en circulacion prolongada. La formacién de un complejo entre fXa
y el anticuerpo dirigido el exositio puede reducir la interaccion de un fXa deficiente en dominio Gla con sustratos e
inhibidores macromoleculares, tales como protrombina y la antitrombina Ill, mientras que deja el sitio activo escindido
inalterado, de modo que el complejo puede actuar como un antidoto para unirse al inhibidor de molécula pequefia
dirigido al sitio activo. La formacion de complejo de a-2-macroglobulina-fXa también puede ser de utilidad como
antidoto para los inhibidores de molécula pequefia de fXa.

La eficacia de los antidotos en la inversion de la actividad anticoagulante de los inhibidores de fXa, asi como su
actividad procoagulante puede determinarse mediante ensayos in vitro y modelos animales por los expertos en la
materia. Son ejemplos de ensayos in vitro la generacién de trombina, los ensayos clinicos de coagulacion tales como
aPTT, PT y ACT. Se contempla que un antidoto de esta invencion sea capaz de producir el 10% o mas de correccion
de la actividad de coagulacion ex vivo. Varios modelos animales in vivo de tiempo de hemorragia y/o pérdida de sangre
en, por ejemplo, roedores, tales como ratones, perros y primates, tales como monos, se pueden usar para medir la
eficacia.

V. Composiciones farmacéuticas

La presente invencion proporciona, ademas, composiciones que comprenden un derivado de fXa y un transportador
farmacéuticamente aceptable.

“Transportadores farmacéuticamente aceptables” se refiere a cualesquiera diluyentes, excipientes o transportadores
que pueden usarse en las composiciones de la invencién. Los transportadores farmacéuticamente aceptables incluyen
intercambiadores de iones, alimina, estearato de aluminio, lecitina, proteinas del suero, tales como albimina de suero
humano, sustancias tamponantes, tales como fosfatos, glicina, acido sérbico, sorbato de potasio, mezclas de glicéridos
parciales de acidos grasos vegetales saturados, agua, sales o electrolitos, tales como sulfato de protamina,
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hidrogenofosfato disédico, hidrogenofosfato de potasio, cloruro de sodio, sales de zinc, silice coloidal, trisilicato de
magnesio, polivinilpirrolidona, sustancias basadas en celulosa, polietilenglicol, carboximetilcelulosa s6dica,
poliacrilatos, ceras, copolimeros de bloque de polietileno-polioxipropileno, polietilenglicol y grasa de lana. Los
transportadores farmacéuticos adecuados se describen en Remington’s Pharmaceutical Sciences, Mack Publishing
Company, un texto de referencia estandar en este campo. Se seleccionan preferentemente con respecto a la forma
pretendida de administracion, es decir, comprimidos orales, capsulas, elixires, jarabes y similares, y consecuentes con
las practicas farmacéuticas convencionales.

Las composiciones farmacéuticas de la invencién pueden fabricarse mediante procedimientos bien conocidos en la
técnica tales como procesos de granulacion convencional, mezcla, disolucion, encapsulacion, liofilizacion, emulsion,
entre otros. Las composiciones pueden producirse de diversas formas, incluyendo granulos, precipitados o particulas,
polvos, incluyendo secado por congelacién, secado rotatorio o polvos secados por pulverizacion, polvos amorfos,
inyecciones, emulsiones, elixires, suspensiones o soluciones. Las formulaciones pueden contener opcionalmente
estabilizantes, modificadores de pH, tensioactivos, modificadores de la biodisponibilidad y combinaciones de éstos.

Las formulaciones farmacéuticas pueden prepararse como suspensiones o soluciones liquidas usando un liquido
estéril, tal como aceite, agua, alcohol, y combinaciones de los mismos. Tensioactivos, agentes de suspension o
agentes emulsionantes farmacéuticamente adecuados, se pueden afiadir para administracién oral o parenteral. Las
suspensiones pueden incluir aceites, tales como aceite de cacahuete, aceite de sésamo, aceite de semilla de algodén,
aceite de maiz y aceite de oliva. La preparacion en suspension también puede contener ésteres de acidos grasos,
tales como oleato de etilo, miristato de isopropilo, glicéridos de acidos grasos y glicéridos de acidos grasos acetilados.
Las formulaciones en suspension pueden incluir alcoholes, tales como etanol, alcohol isopropilico, alcohol
hexadecilico, glicerol y propilenglicol. Eteres, tales como poli(etilenglicol), hidrocarburos de petréleo, tales como aceite
mineral y vaselina, y agua también se pueden usar en formulaciones en suspension.

Las composiciones de esta invencion estan formadas para administracion farmacéutica a un mamifero,
preferentemente un ser humano. Dichas composiciones farmacéuticas de la invencion pueden administrarse de
diversas maneras, preferentemente por via parenteral.

Se contempla que para invertir rapidamente la actividad anticoagulante de un inhibidor de fXa presente en el plasma
de un paciente en una situacién de emergencia, el antidoto de esta invencidon puede o pueda ser administrado a la
circulacion sistémica mediante administracion parenteral. El término “parenteral”, tal como se usa en el presente
documento, incluye técnicas de inyeccion o infusion subcutdnea, intravenosa, intramuscular, intraarticular,
intrasinovial, intraesternal, intratecal, intrahepatica, intralesional e intracraneal. Sin embargo, en casos en que el
inhibidor de fXa que esta siendo neutralizado tiene una larga semivida en plasma, una infusién continua o una
formulacion de liberacidon sostenida puede ser necesaria para unirse al inhibidor de fXa y de este modo liberar el fXa
activo antes de la eliminacién del inhibidor de fXa del cuerpo.

Las formas inyectables estériles de las composiciones de esta invencion pueden ser suspension acuosa u oleaginosa.
Estas suspensiones pueden formularse de acuerdo con técnicas conocidas en la técnica usando agentes dispersantes
0 humectantes y agentes de suspension adecuados. La preparacion inyectable estéril puede ser también una solucién
0 suspension inyectable estéril en un diluyente o disolvente parenteralmente aceptable no téxico, por ejemplo como
una solucién en 1,3-butanodiol. Entre los vehiculos y disolventes aceptables que pueden emplearse estan agua,
solucion de Ringer y solucion isoténica de cloruro soédico. Ademas, los aceites fijos estériles se emplean
convencionalmente como medio disolvente o de suspension. Para este fin, puede emplearse cualquier aceite fijo suave
incluyendo mono- o diglicéridos sintéticos. Los acidos grasos, tales como acido oleico y sus derivados glicéridos son
utiles en la preparacion de inyectables, como lo son los aceites naturales farmacéuticamente aceptables, tales como
aceite de oliva o aceite de ricino, especialmente en sus versiones polioxietiladas. Estas soluciones o suspensiones en
aceite también pueden contener un diluyente o dispersante alcohdlico de cadena larga, tal como carboximetilcelulosa
0 agentes dispersantes similares que se usan comUnmente en la formulacion de formas de dosificacién
farmacéuticamente aceptables incluyendo emulsiones y suspensiones. Otros tensioactivos usados cominmente, tales
como Tweens, Spans y otros agentes emulsionantes o potenciadores de la biodisponibilidad que se usan cominmente
en la fabricacién de formas de dosificacién sélidas, liquida, u farmacéuticamente aceptables también pueden usarse
para fines de formulacién. Los compuestos pueden formularse para administracién parenteral por inyeccién tal como
por inyeccion en embolada o infusién continua. Una forma de dosificacion unitaria para inyeccion puede ser en
ampollas o en recipientes de multiples dosis.

Ademas de las formas de dosificacion descritas anteriormente, excipientes y transportadores y formas de dosificacion
farmacéuticamente aceptables son conocidos generalmente por los expertos en la materia y estan incluidos en la
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invencion. Debe entenderse que un régimen de dosificacion y tratamiento especifico para cualquier paciente particular
dependera de diversos factores, incluyendo la actividad del antidoto especifico empleado, la edad, peso corporal,
estado de salud general, sexo y dieta, la funcion renal y hepatica del paciente, y el tiempo de administracion, la
velocidad de excrecion, la combinacién de farmacos, criterio del facultativo o el veterinario a cargo del tratamiento y la
gravedad de la enfermedad particular que esta siendo tratada.

VI. Kits

La divulgacion proporciona ademas kits o paquetes. El kit puede comprender: (a) un primer recipiente que contiene
un inhibidor de fXa para la administracién regular para el tratamiento de la trombosis, y (b) un segundo recipiente que
contiene un antidoto de esta invencion para usarlo en los casos en hay una sobredosis del inhibidor de fXa en (a) o
cuando la hemostasia normal necesita ser restaurada para detener o prevenir la hemorragia. El kit puede comprender
ademas una etiqueta que explica cuando deben usarse estos dos agentes en (a) y (b).

El primer y segundo recipiente puede ser un frasco, tarro, vial, matraz, jeringa, tubo, bolsa, o cualquier otro recipiente
usado en la fabricacién, el almacenamiento o la distribuciéon de un producto farmacéutico. El prospecto puede ser una
etiqueta, marca, marcador, o similares, que recita informacién relativa a la composicion farmacéutica del kit. La
informacién recitada por lo general es determinada por la agencia reguladora que regula la zona en la que se va a
comercializar la composicién farmacéutica, tal como la Food and Drug Administration. Preferiblemente, en el prospecto
recita especificamente las indicaciones para las que la composicion farmacéutica se ha aprobado. El prospecto puede
estar hecho de cualquier material sobre el que una persona pueda leer la informacién contenida en el mismo o sobre
el mismo. Preferiblemente, el prospecto es un material imprimible, tal como papel, cartén con reverso adhesivo, papel
de aluminio, o plastico, y similares, en el que se ha impreso o aplicado la informacion deseada.

EJEMPLOS

La invencidon se entendera adicionalmente mediante referencia a los siguientes ejemplos, que pretenden ser
puramente ejemplares de la invencién. La presente invencion no esta limitada en alcance por las realizaciones
ejemplificadas, que pretenden ser ilustraciones de aspectos individuales de la invencion solamente. Cualesquiera
procedimiento que son funcionalmente equivalentes estan dentro del alcance de la invencién. Diversas modificaciones
de la invencion ademas de las descritas en el presente documento seran evidentes para los expertos en la materia a
partir de la descripciéon anterior y las figuras adjuntas. Dichas modificaciones estan dentro del alcance de las
reivindicaciones adjuntas.

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

aa = aminoacido

ab = anticuerpo

ACT = Tiempo de coagulacién activado

aPTT= tiempo de tromboplastina parcial activada

célula CHO = célula de ovario de hamster chino

células CHO dhfr (-)= células CHO que carecen de gen dhfr
hr=hora

INR= Relacién normalizada internacional
IV = intravenosa

kg = kilogramo

M = molar

mg = miligramo

mg / kg = Miligramo/kilogramo
mg/ml= Miligramo/mililitro

min = minuto

ml = mililitro

mM = milimolar

nm = nanémetros

nM = nanomolar

PO= oral

PRP= Plasma rico en plaquetas
PT = Tiempo de protrombina
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RFU = Unidad de fluorescencia relativa
s = segundo

TF = Factor tisular

U/ml= Unidades/mililitrol

ul o Ul= microlitro

uM= micromol

pug= microgramo

Ejemplo 1. Preparacion de des-Gla anhidro-fXa mediante digestién con quimotripsina

Se prepard des-Gla anhidro-fXa de acuerdo con el procedimiento de Morita, T. y col., J. Bio. Chem., 1986, 261(9):
4015-4023 mediante la incubacién de anhidro-fXa, en el que deshidroalanina sustituye a la serina del sitio activo, con
quimotripsina en Tris-HCI 0,05 M, NaCl 0,1 M, a pH 7,5 y 22°C durante 60 minutos. En un entorno de experimento
tipico, 0,5 miligramos/mililitro (mg/ml) de anhidro-fXa se incubaron con perlas de 5 unidades/mililitro (U/ml) de o-
quimotripsina-agarosa con agitacion suave. Al final de la reaccion, las perlas de o-quimotripsina-agarosa se eliminaron
por centrifugacion o filtracién. A esto le siguio incubacién con cantidad en exceso de inhibidores fluoruro de 4-amidino-
fenil-metanosulfonilo (APMSF), tosil-L-lisina clorometil cetona (TLCK), y tosil-L-fenilalanina clorometil cetona (TPCK)
para inactivar la actividad fXa residual o cualquier actividad de la quimotripsina posiblemente lixiviada a partir de las
perlas. El fragmento de dominio Gla y los inhibidores se eliminaron del producto final, des-Gla anhidro-fXa, por un
dispositivo de filtro Amicon Ultra Centrifugal (membrana YM10) o mediante didlisis convencional. La concentraciéon o
el intercambio de tampon, en caso necesario, también se logré al mismo tiempo. El anhidro-fXa que contiene dominio
Gla se preparé de acuerdo con el procedimiento descrito por Nogami, y col., J. Biol. Chem. 1999, 274 (43): 31000-7.
La perla de a-quimotripsina-agarosa se adquirié de Sigma y la actividad especifica (U/ml) se basaba en los datos del
fabricante para el nimero de lote especifico usado.

La digestién con quimotripsina de fXa activo puede llevarse a cabo de acuerdo con el procedimiento anterior sin usar
APMSF. La actividad de coagulacion de fXa activo se determiné antes de la digestién con quimotripsina, y después
de 15, 30 y 60 minutos de la digestién con quimotripsina de acuerdo con el procedimiento descrito en el ejemplo 3 a
continuacién. La figura 7muestra una pérdida completa de la actividad de coagulacion después de 30 minutos de
digestion con quimotripsina. El tiempo de incubacién se prolongd a 60 minutos para asegurar la eliminacién completa
del dominio Gla.

Ejemplo 2. Ensayo de generacidn de trombina en plasma pobre en plaguetas (PPP) o plasmarico en plaquetas
(PRP)

En este ejemplo, las muestras de plasma rico en plaquetas o pobre en plaguetas humanas se prepararon a partir de
sangre de donantes sanos extraida en el 0,32% de citrato. PRP y PPP se prepararon centrifugando la sangre
anticoagulada a ~100 gravedades o 1000 gravedades durante 20 minutos, respectivamente, a temperatura ambiente.
75-100 microlitros de plasma (ul) se mezclaron con CaClz y Z-Gly-Gly-Arg-aminometilcumarina (Z-GGR-AMC, un
sustrato fluorégeno de trombina). Se afiadid el factor tisular (Innovin, Dade Behring) para iniciar la generacion de
trombina. Para un experimento tipico, la mezcla de reaccion contenia Ca?* 15 milimolar (mM), Z-GGR-AMC 100
micromolar (uM), y el factor tisular (TF) (Innovin) 0,1 nanomolar (nM). La formacién de trombina se monitoriz6 de forma
continua a 37°C mediante un lector de placas fluorométrico (Molecular Devices) midiendo las unidades de
fluorescencia relativa (RFU). Inhibidor y antidoto, cuando estan presentes, se preincubaron con plasma durante 20
minutos a temperatura ambiente antes del inicio de la generacién de trombina.

Los resultados de diversos experimentos usando este ensayo pueden encontrarse en las figuras 4, 6 y 9.

Ejemplo 3. Ensayos de prolongacion de la coagulacién

Se usaron dos formatos de ensayo de coagulacién para poner a prueba los efectos de los inhibidores del factor Xa y
el antidoto sobre la prolongacion de la coagulacién. En el primer formato, se us6 una placa de 96 pocillos para medir
varias muestras al mismo tiempo. En el segundo formato de ensayo, se midié aPTT con un instrumento de coagulacion
convencional (temporizador de coagulacién automatico MLA Electra 800).

En el procedimiento de formato de placa de 96 pocillos, plasma pobre en plaguetas o plasma rico en plaguetas humano

se prepar6 de manera similar a los procedimientos en el ejemplo 2. De 75 a 100 pl de plasma se recalcificaron con
CaClz, se incubaron a 37°C durante 3 minutos y la formacion de codgulos se inicié afiadiendo factor tisular (Innovin,
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Dade Behring) o un reactivo de aPTT (Actin FS, Dade Behring). El cambio de DO405 se monitoriz6 continuamente
mediante un lector de placas (Molecular Devices). El tiempo de coagulacion se definié6 como el tiempo (segundos)
cuando se alcanz6 la mitad del valor maximo de cambio de absorbancia (DO405nm). El inhibidor del Factor Xa y el
antidoto, cuando estaban presentes, se preincubaron con plasma a temperatura ambiente durante 20 minutos antes
del inicio de la reaccién.

Cuando un fXa activo se ensay6 para su actividad de coagulacion tal como se muestra en la figura 7, 75-100 ul de
plasma deficiente en fX (George King Bio-Medical, Inc.) se recalcificaron con CaClz, se incubaron a 37°C durante 3
minutos y productos de fXa después de la digestién con quimotripsina se afiadieron al plasma para iniciar la formacion
de coagulos. El cambio de DO405 se monitorizd continuamente mediante un lector de placas, tal como se ha descrito
anteriormente.

En lafigura 13, el efecto de betrixaban 400 nM sobre la prolongacion del aPTT de plasma humano normal y la inversion
del efecto inhibidor de betrixaban por antidoto des-Gla anhidro-fXa se midié con un temporizador de coagulacion
automatico MLA Electra 800. 100 ul de plasma humano combinado se mezclaron con betrixaban 400 nM y diferentes
concentraciones de antidoto. Se afiadieron reactivo de aPTT (Actin FS, Dade Behring) y CaClz segun las instrucciones
del fabricante para la medicion de los tiempos de coagulacion.

Los resultados de experimentos adicionales usando este ensayo pueden encontrarse en la figuras 10y 11.
Ejemplo 4. Inversion de la inhibicion de fXa por betrixaban mediante des-Gla anhidro-fXa

Para medir la inhibicion de la actividad fXa por betrixaban y la inversién de su efecto inhibidor, se purificd fXa activo,
diferentes concentraciones de betrixaban y antidoto des-Gla anhidro-fXa se afiadieron a Tris 20 mM, NaCl 150 mM,
Ca?* 5 mM, y albimina de suero bovino (BSA) al 0,1%. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 20
minutos, se afiadieron 100 uM de Spectrozyme FXa (un sustrato cromégeno del factor Xa, Chromogenix) a la mezcla
y la velocidad de escision de sustrato se monitorizé continuamente durante 5 minutos a 405 nandémetros (nm) mediante
un lector de placas. En la figura 5, la actividad cromodgena se normalizé respecto a fXa activo en ausencia de cualquier
inhibidor. La velocidad inicial de formacion de producto en funcién de la concentracion de inhibidor y antidoto se analiz6
por regresion no lineal para estimar la afinidad de betrixaban por el antidoto (figura 8).

El efecto del antidoto des-Gla anhidro-fXa sobre la actividad de trombina hacia un sustrato cromégeno S2288 (200
uM) se midié de manera similar como anteriormente, con o sin Argatroban, un inhibidor de Ila de molécula pequefia
especifico. Como se esperaba, el antidoto (538 nM) no afecta a la actividad amidolitica de lla (5 nM) o su inhibicion
por Argatroban 50 nM.

Ejemplo 5. Preparacion de fXa con residuos de acido y-carboxiglutdmico descarboxilados

Un derivado de fXa con residuos de acido y-carboxiglutamico descarboxilados puede prepararse tratando proteina
fXa, por ejemplo, basandose en el procedimiento descrito por Bajaj, y col., J. Biol. Chem., 1982, 257(7): 3726-3731.
De 2 a 5 mg de fXa purificado o recombinante en 2 ml de bicarbonato de amonio 0,1 molar a pH 8,0 se liofilizan. El
polvo resultante se sell6 a un vacio de menos de 20 uM y se calent6é a 110°C durante diversos periodos de tiempo
para obtener fXa descarboxilado.

Ejemplo 6. Preparacion de des-Gla fXa-S379A recombinante

Los derivados de fXa pueden producirse mediante procedimiento de ADN recombinante con uno de los siguientes
procedimientos basados en cADN de fX (SEQ ID NO. 2) para expresar fX (SEQ ID NO. 1, 3) o derivados de fXa (SEQ
ID NO. 4, 5,9y 11) en un organismo huésped adecuado de acuerdo con procedimientos generales de mutagénesis y
biologia molecular.

fX recombinante y derivados de fX pueden expresarse en, por ejemplo, células de rifion embrionario humano HEK293
basandose en procedimientos descritos en Larson, P.J., y col., Biochem., 1998, 37: 5029-5038, y Camire, R.M., y col.,
Biochem., 2000, 39, 14322-14329. fX recombinante puede activarse a rfXa mediante el activador del factor X veneno
de vibora de Russell (RVV). rfXa puede procesarse adicionalmente a des-Gla anhidro-fXa basandose en
procedimientos descritos en el ejemplo 1.

fX-S379A recombinante (S195A en numeracion de quimotripsina) con el residuo serina del sitio activo siendo sustituido
por alanina, y preferentemente el mutante de fXa activado, rfXa-S379A, puede expresarse, por ejemplo, en células de
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ovario de hamster chino (CHO) basandose en procedimiento descritos por Sinha y col., Protein Expression and Purif.
1992, 3: 518-524; Wolf, D.L. y col., J. Biol. Chem., 1991, 266(21): 13726-13730.

Des-Gla fXa-S379A puede prepararse mediante digestion con quimotripsina de fXa-S379A de acuerdo con
procedimiento descritos en el ejemplo 1.

Mas preferentemente, Des-Gla fXa-S379A puede expresarse directamente de acuerdo con procedimiento previos con
delecion del fragmento del dominio Gla mediante procedimientos de mutagénesis. Por ejemplo, puede usarse
expresion de proteinas recombinantes para expresar: des-Gla(1-39)-fXa-S379A, después de la eliminacion del
fragmento de dominio Gla 1-39 de la SEQ ID NO. 3; des-Gla(1-44)-fXa-S379A, equivalente a la SEQ ID NO. 10 con
deshidroalanina siendo sustituida por alanina; y des-Gla(1-45)-fXa-S379A con todo el dominio Gla siendo eliminado
(SEQ ID NO. 11).

También pueden realizarse truncamientos adicionales en el dominio EGF1 0 EGF1 mas EGF2 (figura 2) para expresar
derivados des(1-84)-fXa-S379A o des(1-128)-fXa-S379A.

Ejemplo 7. Expresion de mutante de fXa recombinante en células CHO

Este ejemplo describe la construccion de expresion de proteina recombinante y la linea celular para la expresion
directa de una variante de fXa-S379A sin dominio Gla (S195A en la numeracion de quimotripsina). El antidoto
recombinante no requiere las etapas de activacién o modificacion quimica necesarias para producir el pd-antidoto y
tiene una afinidad comparable a la proteina derivada de plasma en los ensayos in vitro descritos en el presente
documento.

En este ejemplo, un mutante de fXa (SEQ ID NO. 13, tabla 12a) se expresé directamente en una célula CHO (véase
la figura 14 para vector de expresion) y la proteina funcional se purific6 a partir de medio acondicionado como se
describe a continuacion. La actividad funcional del antidoto recombinante (r-antidoto) se ensay®d in vitro y en un modelo
animal (ejemplo 8).

Se us6 PCR para mutar la secuencia de cADN de fX (SEQ ID NO. 2) en tres regiones. La primera mutacion fue la
delecion de 6 a 39 aa en el dominio Gla de FX (SEQ ID NO. 3, figura 3). La segunda mutacién fue sustituir la secuencia
del péptido de activacion de 143-194 aa con -RKR-. Esto produjo un enlazador -RKRRKR- que conecta la cadena
ligera y la cadena pesada. Tras la secrecion, este enlazador se elimina en CHO dando como resultado una molécula
de fXa bicatenaria. La tercera mutacién es la mutacion del residuo del sitio activo S379 a un residuo de Ala.

El polipéptido producido mediante el cCADN (SEQ ID NO. 16) que se acaba de describir, se describe en la tabla 12
(SEQ ID NO. 12). El alineamiento del cADN con el polipéptido se muestra en la tabla 20. La molécula de fXa bicatenaria
producida después de la secrecion es un fragmento de cadena ligera descrito en la tabla 12b (SEQ ID NO. 14) y un
fragmento de cadena pesada descrito en la tabla 12¢ (SEQ ID NO. 15).

Los primeros 1-5 aa en la secuencia de fX se reservaron y se usaron para conectar el polipéptido de mutante de fXa
con el prepropéptido de fX (SEQ ID NO. 1, figura 1), garantizando el apropiado procesamiento del prepropéptido en el
mutante de fXa.

La secuencia de ADN que codifica el polipéptido de mutante de fXa descrito anteriormente se secuencid y se inserto
en el vector de expresion mostrado en la Figura 14. El polinucleétido del vector de expresion se muestra en la SEQ ID
NO. 18. El ADN del plasmido se linealizé y se transfect6 a células CHO dhfr(-). Las células se seleccionaron usando
medios deficientes en tetrahidrofolato (HT) mas metotrexato (MTX). Se cribaron clones estables para expresion
elevada de proteinas usando un kit de ELISA de fX (Enzyme Research Laboratories, nimero de catalogo FX-EIA). La
proteina mutante de fXa se expresé en medio libre de suero y el medio acondicionado se recogié y se procesoé para
purificacién.

La proteina diana en el medio se puede aislar mediante cromatografia de intercambio i6nico y purificarse
posteriormente mediante cromatografia de afinidad de etapa Unica (tal como un anticuerpo anti-fXa acoplado a una
matriz) o mediante una combinacién de varias etapas de cromatografia, tales como matrices hidrofobas. Las
purificaciones por afinidad pueden incluir material cromatografico que se une selectivamente al sitio activo escindido
de fXa, tal como benzamidina-sefarosa o inhibidor de tripsina de soja-agarosa (STl-agarosa).

La figura 15 muestra las transferencias de Western de mutante de fXa purificado por afinidad (STI-Agarosa, n° de
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catalogo de Sigma T0637) usando anticuerpos monoclonales (Enzyme Research Laboratories, FX-EIA) que reconoce
la cadena pesada y ligera de fX, respectivamente. Tras la reduccién del puente disulfuro que conecta la cadena ligera
y pesada, el r-Antidoto muestra la banda de cadena pesada esperada similar a fXa derivado de plasma en la
transferencia de Western. La delecion de 6-39 aa en el dominio Gla del mutante de fXa da como resultado una banda
de peso molecular mas bajo para la cadena ligera de r-Antidoto en comparacién con fXa derivado del plasma. Las
marcas de peso molecular también pueden verse en la transferencia.

Ejemplo 8. Modelo en ratén in vivo

Se ensayaron el perfil farmacocinético y farmacodinamico (PK-PD) de betrixaban en ratones macho C57B1/6 con o
sin la administracién de antidoto. La administracién oral Gnica de betrixaban se dosificé a 0, 15, 25 y 75 mg/kg para
los grupos de control. Se usaron 15 mg/kg para el grupo tratado con antidoto. Una Unica inyeccion intravenosa (1V) de
antidoto (300 ug/200 pl) o vehiculo (solucion salina normal, 200 pl) se administré 5 minutos antes del punto temporal
de 1,5 h.

Alas 1,5, 2,0, y 4,0 horas después de la administracién oral de betrixaban, los ratones fueron anestesiados con un
coctel de ketamina (SC) y se desangraron por puncion cardiaca. Se obtuvieron muestras de sangre (0,5 ml) en 50 pl
de citrato trisédico. La INR de sangre total se midié usando cartuchos de HEMOCHRON Jr. (International Technidyne
Corporation) segun las instrucciones del fabricante. Se preparé plasma pobre en plaguetas de ratén por centrifugaciéon
para determinaciones de la concentracion plasmatica de betrixaban y antidoto (ELISA).

Para experimento con antidoto recombinante (r-antidoto), a los ratones se les administré por via oral betrixaban a 0,
15, 25y 75 mg/kg para grupos de control. Se usaron 15 mg/kg para el grupo tratado con antidoto (300 pg/200 pl). Se
tomaron muestras a 1,5 h después de la administracion oral de betrixaban (5 min. después de la inyeccién de antidoto).

Tal como se muestra en la figuras 16 y 17 y las tablas 13 y 14, una Unica inyeccion (300 pg, 1V) de antidoto derivado
de plasma (pd-antidoto) o mutante de fXa recombinante (r-antidoto) a ratones después de la administracion de
betrixaban (15 mg/kg, PO) capturaba eficazmente el inhibitor in vivo. La correlacion PK-PD de INR de sangre completa
y la concentracion plasmatica de antidoto (tablas 13-14) indicaba una reduccién >50% de betrixaban funcional
basandose en mediciones de INR, y justificaron la neutralizacion eficaz de inhibidores de fXa mediante el antidoto
mediante multiples inyecciones u otros regimenes. Se contempla que estos resultados demuestran que los derivados
de fXa de esta invencion tienen potencial para actuar como antidotos universales para invertir el efecto anticoagulante
de inhibidores de fXa en pacientes con hemorragia u otras urgencias médicas.

La figura 22 muestra un experimento en ratdn con una sola inyeccién IV (1 inyeccidon) o dos inyecciones (2 inyecciones)
del r-antidoto (n =5 por grupo, 312 ug/200 ul de r-antidoto) después de la administracion oral de betrixaban (15 mg/kg).
Para el grupo de inyeccion Unica, se tomaron muestras de sangre de raton a 1 h después de la administracion oral de
betrixaban. Vehiculo (control_1) o r-Antidoto (1 inyeccion) se administré 5 min antes del punto temporal de 1 h. Para
el grupo de doble inyeccion, se inyectd vehiculo o r-antidoto a los 55 min y se repitieron al 115 min después de la
administracion oral de betrixaban. Se tomaron muestras de sangre de ratén a las 2 h para los ratones tratados con
vehiculo (control_2) y r-antidoto (2 inyecciones). La INR se midié en funcién de la relacién de antidoto/betrixaban en
plasma de ratén después de las inyecciones individuales o dobles del antidoto, tal como se muestra en la figura 22B.

Ejemplo 9. Inversion in vitro de rivaroxaban y apixaban mediante antidoto

Como se esperaba, los antidotos contemplados por esta invencion también fueron capaces de unirse a y neutralizar
otros inhibidores de fXa dirigidos al sitio activo. Las tablas 15 y 16 muestran correccion in vitro de la inhibicion por
betrixaban, rivaroxaban y apixaban mediante pd-antidoto y r-antidoto. FXa purificado (3,0 nM), inhibidor (7,5 nM), y
diferentes concentraciones de antidoto se incubaron durante 10 min a 22°C en un tampén con Tris 20 mM, NaCl 150
mM, BSA al 0,1%, pH 7,4. La actividad de fXa se ensay6 similar al ejemplo 4.

Tal como se muestra en la tabla 15, pd-antidoto 204 nM produce al menos el 60% de correccion de los efectos
inhibidores de inhibidores de la prueba, mientras que, en la tabla 16se consigue >95% de correccion de inhibicion
mediante el r-antidoto (186 nM) para betrixaban y rivaroxaban y > 70% inversion de apixaban.

Ejemplo 10. Inversidn in vitro de betrixaban mediante r-antidoto

En la tabla 17, se ensayo el efecto de la proteina antidoto recombinante sobre la inversion de la anticoagulacion por
betrixaban en un ensayo de coagulacion en plasma humano. El efecto de betrixaban 300 nM y 400 nM sobre una
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prolongacion del aPTT de plasma y la inversion del efecto inhibidor se midié mediante un temporizador de coagulacion
automético MLA Electra 800. 100 pl de plasma humano anticoagulado combinado se mezclaron con betrixaban 300
nM o 400 nM y diferentes concentraciones de antidoto. Se afiadieron reactivo de aPTT (Actin FS, Dade Behring) y
CaClz segun las instrucciones del fabricante.

Ejemplo 11. Inversién in vitro de heparina de bajo peso molecular (“LMWH") mediante r-antidoto

En la figura 18, se ensayo el efecto de r-antidoto para invertir el efecto inhibidor de la LMWH enoxaparina (Sanofi-
Aventis) mediante cambios de turbidez en plasma humano. Se incub6 enoxaparina (0-1,25 U/ml) a 22°C durante 20
min con o sin r-antidoto 508 nM. Se midieron cambios de turbidez de acuerdo con procedimiento descritos en el
ejemplo 3. El r-antidoto 508 nM sustancialmente corregia (>75%) el efecto inhibidor de 0,3125-1,25 U/ml de
enoxaparina.

En la figura 19, se ensay6 el efecto de r-antidoto sobre la inversiéon de anticoagulacion mediante una heparina de bajo
peso molecular (LMWH enoxaparina, Sanofi-Aventis) en un ensayo de coagulacion en plasma humano. El efecto de
1 unidad de antiXa/ml de LMWH sobre una prolongacién del aPTT de plasma y la inversién del efecto inhibidor se
midié mediante un temporizador de coagulacion automatico MLA Electra 800. 100 pl de plasma humano anticoagulado
con citrato combinado se mezclaron con enoxaparina y diferentes concentraciones de antidoto. Antes de la medicion
del tiempo de coagulacién, se afiadieron reactivo de aPTT (Actin FS, Dade Behring) y CaClz segun las instrucciones
del fabricante. La adicion de antidoto recombinante 1,14 uM producia una correccién del 52% de anticoagulacién
producida por 1 unidad/ml de enoxaparina.

Ejemplo 12. Inversién in vitro de rivaroxaban mediante r-antidoto

En la figura 20, se ensay0 el efecto de proteina de antidoto recombinante sobre la inversién de anticoagulacion
mediante un inhibidor del factor Xa de molécula pequefia (rivaroxaban, Bay 59-7939) en un ensayo de coagulacion en
plasma humano. Segun lo descrito por Perzborn y col., J. Thromb. Haemost. 3: 514-521, 2005; las mediciones del
tiempo de protrombina son un procedimiento preciso para evaluar el efecto anticoagulante de rivaroxaban. El efecto
de rivaroxaban 1 uM sobre la prolongacion del tiempo de protrombina (PT) de plasma humano combinado y la inversién
del efecto inhibidor se midié mediante un temporizador de coagulacion automatico MLA Electra 800. 100 ul de plasma
humano anticoagulado con citrato combinado se mezclaron con rivaroxaban y diferentes concentraciones de antidoto.
Antes de la medicién del tiempo de coagulacion, se afiadié reactivo Thromboplastin C Plus de cerebro de conejo (Dade
Behring) a muestras de plasma segun las instrucciones del fabricante. La adicion de anticuerpo recombinante 1,9 uM
produjo una correccion del 100% de la anticoagulacién producida por rivaroxaban 1 puM.

Ejemplo 13. Inversién in vitro de apixaban mediante r-antidoto

En la tabla 18, se ensay6 el efecto de proteina de antidoto recombinante sobre la inversion de anticoagulacion
mediante apixaban en un ensayo de coagulacién en plasma humano. Segun lo descrito por Pinto y col., J. Med. Chem.
55(22): 5339-5356, 2007; las mediciones del tiempo protrombina (PT) son un procedimiento preciso de evaluar los
efectos anticoagulantes ex vivo de apixaban. El efecto de apixaban 1 uM y 1,5 uM sobre la prolongacion del tiempo
de protrombina (PT) de plasma humano combinado y la inversion del efecto inhibidor se midi6 mediante un
temporizador de coagulacion automatico MLA Electra 800. 100 pl de plasma humano anticoagulado con citrato
combinado se mezclaron con apixaban y diferentes concentraciones de antidoto. Antes de la medicion del tiempo de
coagulacion, se afiadio reactivo Thromboplastin C Plus de cerebro de conejo (Dade Behring) a muestras de plasma
segun las instrucciones del fabricante. La adicién de antidoto recombinante 1,9 uM produjo una correccién del 97%
de la anticoagulacion producida por apixaban 1,5 uM.

Ejemplo 14. Inhibicién in vitro de argatroban mediante des-Gla anhidro-fXa

Para medir la inhibicion de la actividad de trombina mediante argatroban y la inversion de su efecto inhibidor, se
afiadieron trombina humana purificada (5 nM), argatroban (50 nM) y diferentes concentraciones de antidoto des-Gla
anhidro fXa a un tampon que contenia Tris 20 mM, NaCl 0,15 M, cloruro calcico 5 mM, albamina de suero bovino al
0,1%, pH 7,4. Después de la incubacion a temperatura ambiente durante 20 min, se afiadidé un sustrato amidolitico
S2288 (200 uM) a la mezcla y la velocidad de escision de sustrato de p-nitroanilida se monitorizd6 mediante absorbancia
a 405 nm. Los resultados se presentan en la figura 12.

Debe entenderse que, aunque la invencién se ha descrito junto con las realizaciones anteriores, la descripcién y los
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ejemplos anteriores pretenden ilustrar y no limitar el alcance de la invencion. Otros aspectos, ventajas y modificaciones
dentro del alcance de la invencion seran evidentes para los expertos en la materia a la que pertenece la invencion.
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Val

Ala

Pro

340

Gln

Arg
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Trp
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Asn Met

Gly Asp

Val Thr

Tyr Gly

Phe Cys

Ser Gly

420

Gly Ile

435

Ile Tyr

450

Ser Met
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Val Ile
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gactttgcte
gggcgeccac
gaaagtctgt
aattccttte
tgctcatacg
aataaataca
aaagacggcc
gaattattca
gaggaacaga
aaggcctgca
aggtcagtgg
ccatatgatg
cagacgcagc
aaggacgggg

ggtggaacca

aagagattca

Lys Thr

Thr Ser

cagcagcctg
tgcacctegt
tcatcegeag
ttgaagagat
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Arg
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Gly Tyr
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Gly Pro His

Ser Trp

Thr Val
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Lys

Gly Leu
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Ser Pro Leu
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tccecagtgag
cctgctcagt
ggagcaggcc
gaagaaagga
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ctgecagectg
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cacctcgaaa
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Cys

Glu Asp

Lys Asp

Ala Arg
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gattcgaagg
actgtgacca
acaccctgge
agaccctgga
ctgacagcat
tcgacctget
tegtgggagg
aggaaaacga
cccactgtet

aggaggaggg

Lys Trp

Ser His

Ile Asp

Ala Pro

ccacaccatg
gctgctcggg
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<211> 448

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
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Cys

Asp

Gln

Leu
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Cys

Pro

Asn

Met

Ser

Cys
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Gly

Glu

Gln
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Tyr
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Phe
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Gly

Ala

Lys

Gly

Gly

75

Leu

val

Ala

Arg

His

Arg

Tyr

Lys

60

FPhe

Asp

val

Cys

Arg
140

Leu

Glu
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Glu Gly Cys

Ala Phe Leu

Lys Ala Lys
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Asn
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Tyr
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<400> 4
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Trp
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Lys

Ile

Trp

Phe

225

Leu

Phe

Glu
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Glu

Thr
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Glu
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290

Arg

Trp
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<220>
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340

Glu
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245
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Gln
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Arg
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Glu
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Leu
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Met
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Phe

Ser

280
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Ile
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Vval
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Gln

Ser
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Gly
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Thr

Arg

330

Ser

Lys

Leu

Cys

Thr

Ser

235

Cys

Gly

Pro

Ser

Lys

315

Gly
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His

Leu

Gly

220

Thr

Lys

Tyr

His

Trp
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Val

Leu

Leu
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Leu

Pro

205

Ile

Arg

Leu
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285

Gly

Thr

Pro

Lys

Arg

Lys

190

Glu
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Leu
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Thr

270

Thr

Glu
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Lys
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Thr

Arg
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Asp Gly Asp Gln Cys Glu Thr Ser Pro Cys Gln Asn Gln Gly Lys Cys
1

5

55

10

15



Lys
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Gly

Ser

65

Pro

Gly

Ile

Phe

Lys

145
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Glu

Thr

Ala

Gly

225

Glu

Ile
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Lys

Asp

50

Cys
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Gly
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Tyr

130

Val
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Thr

Phe
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Ile

Gly
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Ala
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Thr

Leu
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<211> 393
5 <212>PRT
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Thr
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Lys
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Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

10 <400>6
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Met

Asp
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Trp
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Thr

220

Pro

Asp

Gly

Met

Ser

300

Gln

Phe

Cys

Leu

Lys
380

Val

Leu

Glu
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Leu Leu Ile Asn Glu Glu Asn Glu Gly Phe Cys Gly Gly Thr Ile Leu
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Ser Glu Phe Tyr Ile Leu Thr Ala Ala His Cys Leu Tyr Gln Ala Lys
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Arg Phe Lys Val Arg Val Gly Asp Arg Asn Thr Glu Gln Glu Glu Gly
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Gly Glu Ala Val His Glu Val Glu Val Val Ile Lys His Asn Arg Phe
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Thr Lys Glu Thr Tyr Asp Phe Asp Ile Ala Val Leu Arg Leu Lys Thr
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Pro Ile Thr Phe Arg Met Asn Val Ala Pro Ala Cys Leu Pro Glu Arg
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Asp Trp Ala Glu Ser Thr Leu Met Thr Gln Lys Thr Gly Ile Val Ser
115 120 125

Gly Phe Gly Arg Thr His Glu Lys Gly Arg Gln Ser Thr Arg Leu Lys
130 135 140

Met Leu Glu Val Pro Tyr Val Asp Arg Asn Ser Cys Lys Leu Ser Ser
145 150 155 160

Ser Phe Ile Ile Thr Gln Asn Met Phe Cys Ala Gly Tyr Asp Thr Lys
165 170 175

Gln Glu Asp Ala Cys Gln Gly Asp Ser Gly Gly Pro His Val Thr Arg
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Phe Lys Asp Thr Tyr Phe Val Thr Gly Ile Val Ser Trp Gly Glu Gly
195 200 205

Cys Ala Arg Lys Gly Lys Tyr Gly Ile Tyr Thr Lys Val Thr Ala Phe
210 215 220

Leu Lys Trp Ile Asp Arg Ser Met Lys Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala
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Lys Ser His Ala Pro Glu Val Ile Thr Ser Ser Pro Leu Lys
245 250
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Glu Tyr Thr Cys
35

Leu Phe Thr Arg
50

Phe Cys His Glu
65

Tyr Thr Leu Ala

Pro Cys Gly Lys
100

Val Gly Gly Gln
115

Leu Ile Asn Glu
130

Glu Phe Tyr Ile
145

Leu

Cys

Thr

Lys

Glu

Asp

85

Gln

Glu

Glu

Leu

Phe

Gln

Cys

Leu

Gln

70

Asn

Thr

Cys

Asn

Thr
150

Trp

Asn

Leu

Cys

55

Asn

Gly

Leu

Lys

Glu

135

Ala

Asn

Gln

Glu

40

Ser

Ser

Lys

Glu

Asp

120

Gly

Ala

Ile Thr Ser Ser

345

Lys

Gly

25

Gly

val

Ala

Arg

105

Gly

Phe

His

67

Lys

Gly
330

Pro

Tyr

10

Lys

Phe

Asp

Val

Cys

90

Arg

Glu

Cys

Cys

Val Thr Ala Phe Leu Lys

315

320

Leu Pro Lys Ala Lys Sar
335

Leu Lys

Lys

Cys

Glu

Asn

Cys

75

Ile

Lys

Cys

Gly

Leu
155

Asp

Lys

Gly

Gly

60

Ser

Pro

Pro

Gly
140

Tyr

Gly

Asp

Lys

45

Asp

Cys

Thr

Arg

Trp

125

Thr

Gln

Asp

Gly

Asn

Cys

Ala

Gly

Lys

110

Gln

Ile

Ala

Gln

15

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro

95

Arg

Ala

Leu

Lys

Cys

Gly

Glu

Gln

Gly

Tyr

Ile

Leu

Ser

Arg
160



10

<210>13
<211> 359
<212> PRT

Phe

Glu

Lys

Ile

Trp

225

Phe

Leu

Phe

Glu

Lys

305

Ala

Lys

Ser

Lys

Ala

Glu

Thr

210

Ala

Gly

Glu

Ile

Asp

290

Asp

Arg

Trp

His

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 13

Val

val

Thr

195

Phe

Glu

Arg

val

Ile

275

Ala

Thr

Lys

Ile

Ala
355

Arg

His

180

Tyr

Arg

Ser

Thr

Pro

260

Thr

Cys

Tyr

Gly

Asp

340

Pro

Val

165

Glu

Asp

Met

Thr

His

245

Tyr

Gln

Gln

Phe

Lys

325

Arg

Glu

ES 2796 623 T3

Gly

Val

Phe

Asn

Leu

230

Glu

Val

Asn

Gly

Val

310

Tyr

Ser

Val

Asp

Glu

Asp

Vval

215

Met

Lys

Asp

Met

Asp

295

Thr

Gly

Met

Ile

Arg

val

Ile

200

Ala

Thr

Gly

Arg

FPhe

280

Ala

Gly

Ile

Lys

Thr
360

Asn

Val

185

Ala

Pro

Gln

Arg

Asn

265

Cys

Gly

Ile

Tyr

Thr

345

Ser

Thr

170

Ile

val

Ala

Lys

Gln

250

Ser

Ala

Gly

Vval

Thr

330

Arg

Ser

Glu

Lys

Cys

Thr

235

Ser

Cys

Gly

Pro

Ser

315

Lys

Gly

Pro

Gln

His

Arg

Leu

220

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

300

Trp

Val

Leu

Leu

Glu

Asn

Leu

205

Pro

Ile

Arg

Leu

Asp

285

Vval

Gly

Thr

Pro

Lys
365

Glu

Arg

190

Lys

Glu

val

Leu

Ser

270

Thr

Thr

Glu

Ala

Lys
350

Gly

175

Phe

Thr

Arg

Ser

Lys

255

Ser

Lys

Arg

Gly

Fhe

335

Ala

Gly

Thr

Pro

Asp

Gly

240

Met

Ser

Gln

Phe

Cys

320

Leu

Lys

Ala Asn Ser Phe Leu Phe Trp Asn Lys Tyr Lys Asp Gly Asp Gln Cys

68
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Glu Thr Ser Pro Cys Gln Asn Gln Gly Lys Cys Lys Asp Gly Leu Gly
20 25 30

Glu Tyr Thr Cys Thr Cys Leu Glu Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys Glu
35 40 45

Leu Phe Thr Arg Lys Leu Cys Ser Leu Asp Asn Gly Asp Cys Asp Gln
50 55 60

Phe Cys His Glu Glu Gln Asn Ser Val Val Cys Ser Cys Ala Arg Gly
65 70 75 80

Tyr Thr Leu Ala Asp Asn Gly Lys Ala Cys Ile Pro Thr Gly Pro Tyr
85 90 95

Pro Cys Gly Lys Gln Thr Leu Glu Arg Ile Val Gly Gly Gln Glu Cys
100 105 110

Lys Asp Gly Glu Cys Pro Trp Gln Ala Leu Leu Ile Asn Glu Glu Asn
115 120 125

Glu Gly Phe Cys Gly Gly Thr Ile Leu Ser Glu Phe Tyr Ile Leu Thr
130 135 140

Ala Ala His Cys Leu Tyr Gln Ala Lys Arg Phe Lys Val Arg Val Gly
145 150 155 160

Asp Arg Asn Thr Glu Gln Glu Glu Gly Gly Glu Ala Val His Glu Val
165 170 175

Glu Val Val Ile Lys His Asn Arg Phe Thr Lys Glu Thr Tyr Asp Fhe
180 185 190

Asp Ile Ala Val Leu Arg Leu Lys Thr Pro Ile Thr Phe Arg Met Asn
195 200 205

Val Ala Pro Ala Cys Leu Pro Glu Arg Asp Trp Ala Glu Ser Thr Leu
210 215 220

Met Thr Gln Lys Thr Gly Ile Val Ser Gly Phe Gly Arg Thr His Glu
225 230 235 240

Lys Gly Arg Gln Ser Thr Arg Leu Lys Met Leu Glu Val Pro Tyr Val
245 250 255

69



10

<210> 14
<211>105
<212> PRT

Asp Arg

Met Phe

Asp Ala

290

Thr Gly

305

Gly Ile

Met Lys

Ile Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 14

Ala Asn

Glu Thr

Glu Tyr

Leu Phe

50

Phe Cys
65

Tyr Thr

Pro Cys

Asn

Cys

275

Gly

Ile

Tyr

Thr

Ser
355

Ser

Ser

Thr

35

Thr

His

Leu

Gly

Ser

260

Ala

Gly

Val

Thr

Arg

340

Ser

Phe

Pro

20

Cys

Arg

Glu

Ala

Lys

Cys

Gly

Pro

Ser

Lys

325

Gly

Pro

Leu

Cys

Thr

Lys

Glu

Asp

85

Gln

ES 2796 623 T3

Lys

Tyr

His

Trp

310

Val

Leu

Leu

Phe

Gln

Cys

Leu

Gln

70

Asn

Thr

Leu

Asp

Val

295

Gly

Thr

Pro

Lys

Trp

Asn

Leu

Cys

55

Asn

Gly

Leu

Ser

Thr

280

Thr

Glu

Ala

Lys

Asn

Gln

Glu

40

Ser

Ser

Lys

Glu

Ser

265

Lys

Arg

Gly

Phe

Ala
345

Lys

Gly

25

Gly

Leu

Val

Ala

Arg

70

Ser

Gln

Phe

Cys

Leu

330

Lys

Tyr

10

Lys

Phe

Asp

Vval

Cys
90

FPhe

Glu

Lys

Ala

315

Lys

Ser

Lys

Cys

Glu

Asn

Cys

75

Ile

Ile

Asp

Asp

300

Arg

Trp

His

Asp

Lys

Gly

Gly

60

Ser

Pro

Ile

Ala

285

Thr

Lys

Ile

Ala

Gly

Asp

Lys

45

Asp

Cys

Thr

Thr

270

Cys

Tyr

Gly

Asp

Pro
350

Asp

Gly

30

Asn

Cys

Ala

Gly

Gln

Gln

Fhe

Lys

Arg

335

Glu

Gln

15

Leu

Cys

Asp

Arg

Pro
95

Asn

Gly

Val

Tyr

320

Ser

Val

Cys

Gly

Glu

Gln

Gly

Tyr



10

<210> 15
<211> 254
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético

<400> 15

Ile vVal Gly

1

Leu

Ser

Gly
65

Thr

Pro

Gly

Met

145

Ser

Gln

Phe

Leu

Glu

Phe

50

Glu

Lys

Ile

Trp

Phe

130

Leu

Phe

Glu

Lys

Ile

Phe

35

Lys

Ala

Glu

Thr

Ala

115

Gly

Glu

Ile

Asp

Asp
195

Gly

Asn

20

Tyr

Val

Vval

Thr

Phe

100

Glu

Arg

Val

Ile

Ala

180

Thr

Gln

Glu

Ile

Arg

His

Tyr

85

Arg

Ser

Thr

Pro

Thr

165

Cys

Tyr

ES 2796 623 T3

100

Glu

Glu

Leu

val

Glu

70

Asp

Met

Thr

His

Tyr

150

Gln

Gln

Phe

Cys

Asn

Thr

Gly

55

val

Phe

Asn

Leu

Glu

135

Val

Asn

Gly

Val

Lys

Glu

Ala

40

Asp

Glu

Asp

Vval

Met

120

Lys

Asp

Met

Asp

Thr
200

Asp

Gly

25

Ala

Arg

val

Ile

Ala

105

Thr

Gly

Arg

Phe

Ala

185

Gly

71

Gly

Phe

His

Asn

Vval

Ala

90

Pro

Gln

Arg

Asn

Cys

170

Gly

Ile

105

Glu

Cys

Cys

Thr

Ile

75

Val

Ala

Lys

Gln

Ser

155

Ala

Gly

Val

Cys

Gly

Leu

Glu

60

Lys

Leu

Cys

Thr

Ser

140

Cys

Gly

Pro

Ser

Pro

Gly

Tyr

45

Gln

His

Arg

Leu

Gly

125

Thr

Lys

Tyr

His

Trp
205

Trp

Thr

30

Gln

Glu

Asn

Leu

Pro

110

Ile

Arg

Leu

Asp

Val

190

Gly

Gln

15

Ile

Ala

Glu

Arg

Lys

95

Glu

val

Leu

Ser

Thr

175

Thr

Glu

Ala

Leu

Lys

Gly

Phe

80

Thr

Arg

Ser

Lys

Ser

160

Lys

Arg

Gly
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Cys Ala Arg Lys Gly Lys Tyr Gly Ile Tyr Thr Lys Val Thr Ala Phe
210 215 220

Leu Lys Trp Ile Asp Arg Ser Met Lys Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala
225 230 235 240

Lys Ser His Ala Pro Glu Val Ile Thr Ser Ser Pro Leu Lys
245 250
<210> 16
<211>1218
5 <212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Polipéptido sintético
10

<220>

<221> CDS

<222>(1)..(1215)

15 <400> 16

atg ggg cgc cca ctg cac ctc gtec ctg cte agt gee tee ctg get gge 48
Met Gly Arg Pro Leu His Leu Val Leu Leu Ser Ala Ser Leu Ala Gly

ctec ctg ctg cte ggg gaa agt ctg tte atec cge agg gag cag gcc aac 96
Leu Leu Leu Leu Gly Glu Ser Leu Phe Ile Arg Arg Glu Gln Ala Asn
20 25 30

aac atc ctg geg agg gtc acg agg gecc aat tee ttt ctt tte tgg aat 144
Asn Ile Leu Ala Arg Val Thr Arg Ala Asn Ser Phe Leu Phe Trp Asn
35 40 45

aaa tac aaa gat ggc gac cag tgt gag acc agt cct tgc cag aac cag 192
Lys Tyr Lys Asp Gly Asp Gln Cys Glu Thr Ser Pro Cys Gln Asn Gln
50 55 60

ggc aaa tgt aaa gac ggc ctc ggg gaa tac acc tge acc tgt tta gaa 240
Gly Lys Cys Lys Asp Gly Leu Gly Glu Tyr Thr Cys Thr Cys Leu Glu

gga ttc gaa ggc aaa aac tgt gaa tta ttc aca cgg aag ctc tgc agce 288
Gly Phe Glu Gly Lys Asn Cys Glu Leu Phe Thr Arg Lys Leu Cys Ser
85 90 95

ctg gac aac ggg gac tgt gac cag ttc tgc cac gag gaa cag aac tct 336
Leu Asp Asn Gly Asp Cys Asp Gln Phe Cys His Glu Glu Gln Asn Ser
100 105 110

gtg gtg tgc tee tge gee cge ggg tac ace ctg get gac aac gge aag 384
Val val Cys Ser Cys Ala Arg Gly Tyr Thr Leu Ala Asp Asn Gly Lys
115 120 125

gce tge att cee aca ggg ccc tac cce tgt ggg aaa cag acc ctg gaa 432

Ala Cys Ile Pro Thr Gly Pro Tyr Pro Cys Gly Lys Gln Thr Leu Glu
130 135 140

72



cge
Arg
145

999
Gly

tte
FPhe

cac
His

aac
Asn

gte
val
225

gce
Ala

cct
Pro

cag
Gln

cgg
Arg

aac
Asn
305

tgt
Cys

999
Gly

atec
Ile

tac
Tyr

acc
Thr

agg
Arg

gag
Glu

tgt
Cys

tgt
Cys

acg
Thr
210

ate
Ile

gtg
val

gce
Ala

aag
Lys

cag
Gln
290

age
Ser

gce
Ala

ggc
Gly

gtc
vVal

acc
Thr
370

agg
Arg

aag
Lys

tgt
Cys

ggt
Gly

cte
Leu
195

gag
Glu

aag
Lys

cte
Leu

tge
Cys

acg
Thr
275

tee
Ser

tge
Cys

ggc
Gly

ccg
Pro

agc
Ser
355

aag

Lys

ggce
Gly

agg
Arg

ccc
Pro

gga
Gly
180

tac
Tyr

cag
Gln

cac
His

cgg
Arg

ctec
Leu
260

999
Gly

acc
Thr

aag
Lys

tac
Tyr

cac
His
340

tgg
Trp

gtc
Vval

ttg
Leu

agg
Arg

tgg
165

acc
Thr

caa
Gln

gag
Glu

aac
Asn

cte
Leu
245

ccc
Pro

att
Ile

agg
Arg

ctg
Leu

gac
Asp
325

gte
val

gga
Gly

acc
Thr

ccc
Pro

aag
Lys
150

cag
Gln

att
Ile

gce
Ala

gag
Glu

cgg
Arg
230

aag
Lys

gag
Glu

gtg
Val

cte
Leu

tecc
Ser
310

acc
Thr

acc
Thr

gag
Glu

gce
Ala

aag
Lys

ES 2796 623 T3

agg
Arg

gce
Ala

ctg
Leu

aag
Lys

ggc
Gly
215

ttc
Phe

acc
Thr

cgt
Arg

agc
Ser

aag
Lys
295

agc

Ser

aag
Lys

cge

ggc
Gly

tte
Phe
375

gcc
Ala

ate
Ile

ctg
Leu

agc
Ser

aga
Arg
200

ggt
Gly

aca
Thr

cce
Pro

gac
Asp

ggc
Gly
280

atg
Met

agce
Ser

cag
Gln

tte
Phe

tgt
Cys
360

cte
Leu

aag
Lys

gtg
val

ctc
Leu

gag
Glu
185

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys

atc
Ile

tgg
Trp
265

tte
Phe

ctg
Leu

tte
Phe

gag
Glu

aag
Lys
345

gcc
Ala

aag
Lys

age
Ser

gga
Gly

atc
Ile
170

tte
Fhe

aag
Lys

gcg
Ala

gag
Glu

ace
Thr
250

gcc

Ala

g99
Gly

gag
Glu

atc
Ile

gat
Asp
330

gac
Asp

egt
Arg

tgg
Trp

cat
His

73

ggc
Gly
155

aat
Asn

tac
Tyr

gtg
val

gtg
Val

acc
Thr
235

tte
Phe

gag
Glu

cge
Arg

gtg
Val

atec
Ile
315

gcc
Ala

acc
Thr

aag
Lys

atc
Ile

gce
Ala

cag
Gln

gag
Glu

atec
Ile

agg
Arg

cac
His
220

tat
Tyr

cge
Arg

tece
Ser

acc
Thr

cee
Pro
300

acc
Thr

tgce
Cys

tac
Tyr

gg9g
Gly

gac
Asp
380

ccg
Pro

gaa
Glu

gaa
Glu

cta
Leu

gta
Val
205

gag
Glu

gac
Asp

atg
Met

acg
Thr

cac
His
285

tac
Tyr

cag
Gln

cag
Gln

tte
Phe

aag
Lys
365

agg
Arg

gag
Glu

tgc
Cys

aac
Asn

acg
Thr
190

ggg
Gly

gtg
Val

ttc
Phe

aac
Asn

ctg
Leu
270

gag
Glu

gtg
Val

aac
Asn

999
Gly

gtg
val

350
tac

Tyr

tce
Ser

gtec
val

aag
Lys

gag
Glu
175

gca
Ala

gac
Asp

gag
Glu

gac
Asp

gtg
val

255

atg
Met

aag
Lys

gac
Asp

atg
Met

gac
Asp
335

aca

Thr

gg9g
Gly

atg
Met

ata
Ile

gac
Asp
160

ggt
Gly

gcc
Ala

cgg
Arg

gtg
val

ate
Ile
240

gcg
Ala

acg
Thr

ggc
Gly

cge
Arg

tte
Phe
320

gca

Ala

gge
Gly

atec
Ile

aaa
Lys

acg
Thr

480

528

576

624

672

720

768

816

864

912

960

1008

1056

1104

1152

1200
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15

20
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385 390
tce tet cca tta aag tga
Ser Ser Pro Leu Lys
405
<210> 17
<211>6
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 17

395

Arg Lys Arg Arg Lys Arg

1

<210> 18

<211> 7303

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Polipéptido sintético

<400> 18

tctagacaca
cteceectgget
caacatcctg
tggcgaccag
ggaatacacc
gaagctctge
tgtggtgtge
cacagggccc
cgtgggagge
ggaaaacgag
ccactgtcte
ggaggagggc
aaaggagacc
catgaacgtg
gcagaagacg
caggctcaag

cttcatcatc

gtacteggee
ggcctectge
gcgagggtcea
tgtgagacca
tgcacctgtt
agcctggaca
tcetgegece
taccecetgtg
caggaatgca
ggtttctgtg
taccaagcca
ggtgaggcgg
tatgactteg
gcgectgect
gggattgtga
atgctggagg

acccagaaca

acaccatggg
tgctcgggga
cgagggccaa
gtccttgeca
tagaaggatt
acggggactg
gcgggtacac
ggaaacagac
aggacgggga
gtggaaccat
agagattcaa
tgcacgaggt
acatecgcegt
gccteecega
gcggettegg
tgececctacgt

tgttetgtge

5

gcgeccactg
aagtctgttc
ttcctttett
gaaccagggc
cgaaggcaaa
tgaccagtte
cctggetgac
cctggaacge
gtgtececctgg
tctgagcegag
ggtgagggta
ggaggtggte
gcteeggete
gcgtgactgg
gcgcacccac
ggaccgcaac

cggctacgac

74

cacctegtece
atccgecaggg
ttctggaata
aaatgtaaag
aactgtgaat
tgccacgagyg
aacggcaagg
aggaagagga
caggcectge
ttctacatce
ggggaccgga
atcaagcaca
aagaccccca
gcegagteca
gagaagggcc
agctgecaage

accaagcagg

400

tgctcagtge
agcaggccaa
aatacaaaga
acggcctegg
tattcacacg
aacagaactc
cctgcattce
ggaagaggat
tcatcaatga
taacggcage
acacggagca
accggtteac
tcaccttecg
cgctgatgac
ggcagtccac
tgtccagecag

aggatgcetg

1218

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

960

1020



ccagggggac
catcgtcage
caccgecctte
gagccatgee
tattctatag
ttgcecageca
tecccactgte
ttectattetg
caggcatgct
ctcgageggce
gtgtggaaag
gtcagcaacc
gcatctcaat
tececgeccagt
ggccgaggec
cctaggettt
atcgtcgecg
ctcaggaacg
cagaatctgg
ttaaaggaca
cattttettg
agtaaagtag
caaccaggce
tttttcccag
tectgaggtee
taacaggaag
ccatgggact
tgagtttgga
tgatgctatt
ttgecattecat

aaacctctac

gcagggggcc
tggggagagg
ctcaagtgga
ccggaggtca
tgtcacctaa
tetgttgttt
ctttecctaat
g9999tgggg
ggggatgegg
cgcececttet
tccecagget
aggtgtggaa
tagtcagcaa
teccgeccatt
gecteggect
tgcaaaaaag
tgtcccaaaa
agttcaagta
tgattatggg
gaattaatat
ccaaaagttt
acatggtttg
accttagact
aaattgattt
aggaggaaaa
atgectttcaa
tttgctggcet
caaaccacaa
gctttatttg
tttatgttte

aaatgtggta

ES 2796 623 T3

cgcacgtcac
gctgtgeceg
tcgacaggtc
taacgteccte
atgctagagce
gccecteecee
aaaatgagga
tggggcagga
tgggctctat
gaggcggaaa
ccccagcagg
agtccccagg
ccatagtecece
ctececgeeccea
ctgagctatt
ctagcttecce
tatggggatt
ctteccaaaga
taggaaaacc
agttctcagt
ggatgatgece
gatagtecgga
ctttgtgaca
ggggaaatat
aggcatcaag
gttectetget
ttagatcceg
ctagaatgca
taaccattat
aggttcaggg

tggctgatta

ccgcttcaag
taaggggaag
catgaaaacc
tccattaaag
tecgctgatea
cgtgeettee
aattgcatcg
cagcaagggg
ggcttetgag
gaaccagctg
cagaagtatg
ctccecagea
gcccctaact
tggctgacta
ccagaagtag
gctgcecatca
ggcaagaacg
atgaccacaa
tggttctcca
agagaactca
ttaagactta
ggcagttctg
aggatcatgc
aaacttctec
tataagtttg
cecectectaa
cggagatcca
gtgaaaaaaa
aagctgcaat
ggaggtgtgg

tgagcteccag

75

gacacctact
tacgggatct
aggggcttge
tgagatccea
gcectcgactg
ttgaccctgg
cattgtctga
gaggattggg
gcggaaagaa
tggaatgtgt
caaagcatgc
ggcagaagta
cegeccatee
atttttttta
tgaggaggct
tggttecgace
gagacctace
cctetteagt
ttcctgagaa
aagaaccacc
ttgaacaacc
tttaccagga
aggaatttga
cagaataccc
aagtctacga
agctatgceat
gacatgataa
tgectttattt
aaacaagtta
gaggtttttt

cttttgttee

tcgtgacagg
acaccaaggt
ccaaggccaa
cteggatcce
tgeccttetag
aaggtgccac
gtaggtgtca
aagacaatag
ccagctgggg
gtcagttagg
atctcaatta
tgcaaagcat
cgeccctaac
tttatgcaga
tttttggagg
attgaactgce
ctggccteeg
ggaaggtaaa
gaatcgacct
acgaggagct
ggaattggca
agccatgaat
aagtgacacg
aggecgtccte
gaagaaagac
ttttataaga
gatacattga
gtgaaatttg
acaacaacaa
aaagcaagta

ctttagtgag

1080
1140
1200
1260
1320
1380
1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820

2880



ggttaattge
cgctcacaat
aatgagtgag
acctgtegtg
ttgggcgete
gagcggtatc
caggaaagaa
tgectggegtt
gtcagaggtg
ccctegtgeg
cttecgggaag
tegttegete
tatccggtaa
cagccactag
agtggtggee
agccagttac
gtagcggtgg
aagatccttt
ggattttggt
gaagttttaa
taatcagtga
tccecegtegt
tgataccgeg
gaagggccga
gttgccggga
ttgctacagg
cccaacgate
teggteectee
cagcactgca
agtactcaac
cgtcaatacg

aacgttette

gcgettggeg
tccacacaac
ctaactcaca
ccagctgeat
ttecegettee
agctcactca
catgtgagca
tttececatagg
gcgaaacccg
ctctectgtt
cgtggegett
caagctgggce
ctatcgtett
taacaggatt
taactacgge
cttceggaaaa
tttttttgtt
gatcttttct
catgagatta
atcaatctaa
ggcacctatc
gtagataact
agacccacgce
gcgcagaagt
agctagagta
catcgtggtg
aaggcgagtt
gatcgttgte
taattctctt
caagtcatte

ggataatacc

ggggcgaaaa
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taatcatggt
atacgagceg
ttaattgegt
taatgaateg
tcgectcactg
aaggcggtaa
aaaggccagc
cteoegecece
acaggactat
ccgaccctge
tctcataget
tgtgtgcacg
gagtccaacc
agcagagcga
tacactagaa
agagttggta
tgcaagcagc
acggggtctg
tcaaaaagga
agtatatatg
tcagcgatct
acgatacggg
tcaceggetce
ggtectgeaa
agtagttcge
tcacgectegt
acatgateccc
agaagtaagt
actgtcatge
tgagaatagt
gcgccacata

ctectcaagga

catagctgtt
gaagcataaa
tgegetcact
gccaacgege
actcgctgeg
tacggttatc
aaaaggccag
ctgacgagca
aaagatacca
cgcttaccgg
cacgctgtag
aaccccccgt
cggtaagaca
ggtatgtagg
ggacagtatt
gctettgate
agattacgeg
acgctcagtg
tcttcaccta
agtaaacttg
gtctattteg
agggcttacc
cagatttatc
ctttateccge
cagttaatag
cgtttggtat
ccatgttgtg
tggcegeagt
catccgtaag
gtatgcggeg
gcagaacttt

tettaceget

76

tcctgtgtga
gtgtaaagcce
gceegettte
ggggagaggce
ctcoggtogtt
cacagaatca
gaaccgtaaa
tcacaaaaat
ggegttteee
atacctgtec
gtatctcagt
tcagccecgac
cgacttatecg
cggtgctaca
tggtatctge
cggcaaacaa
cagaaaaaaa
gaacgaaaac
gatcctttta
gtctgacagt
ttcatccata
atctggcecec
agcaataaac
ctecatcecag
tttgcgcaac
ggcttecatte
caaaaaagcg
gttatcacte
atgcttttect
accgagttge
aaaagtgecte

gttgagatce

aattgttate
tggggtgcect
cagtcgggaa
ggtttgegta
cggetgegge
ggggataacg
aaggccgegt
cgacgctcaa
cctggaaget
gecctttetee
teggtgtagg
cgctgegect
ccactggcag
gagttcttga
gctetgetga
accaccgectg
ggatctcaag
tcacgttaag
aattaaaaat
taccaatget
gttgcctgac
agtgctgcaa
cagccagccg
tctattaatt
gttgttgceca
agcteceggtt
gttagctect
atggttatgg
gtgactggtg
tettgecegy
atcattggaa

agttegatgt

2940

3000

3060

3120

3180

3240

3300

3360

3420

3480

3540

3600

3660

3720

3780

3840

3500

3960

4020

4080

4140

4200

4260

4320

4380

4440

4500

4560

4620

4680

4740

4800



aacccactcg
gagcaaaaac
gaatactcat
tgagcggata
ttececcgaaa
aaatttttgt
taaatcaaaa
actattaaag
cccactacgt
aaatcggaac
ggcgagaaag
ggtcacgctg
gcgecatteg
gctattacge
agggttttece
actatagggc
ggatttgtee
aggtacacce
tctgcacgtc
agctgagagt
gttaaactec
gctctegtea
cagagcgcac
gtgcctagag
ttttteccega
ttegeaacgg
gcctectttac
tacgtgatte
gcttaaggag
cgegtgegaa

atttaaaatt

tgcacccaac
aggaaggcaa
actcttectt
catatttgaa
agtgccacct
taaatcagcet
gaatagaccg
aacgtggact
gaaccatcac
cctaaaggga
gaagggaaga
cgcgtaacca
ccattcagge
cagctggega
cagtcacgac
gaattggaat
cggactageg
taatctcaat
ccttcecagge
aattcataca
cactaacgta
tcactgaggt
atcgcccaca
aaggtggecge
gggtggggga
gtttgcegee
gggttatgge
ttgatcecega
ccecettegee
tetggtggea

tttgatgacc
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tgatcttcag
aatgccgcaa
tttcaatatt
tgtatttaga
gggaaattgt
cattttttaa
agatagggtt
ccaacgtcaa
cctaatcaag
gcccccgatt
aagcgaaagg
ccacacccgce
tgegcaactg
aagggggatg
gttgtaaaac
taattecgectg
agatggcaag
acaacccttg
ggcctoccoeg
aaaggactcg
gaacccagag
ggagaagagc
gtcceccgaga
ggggtaaact
gaaccgtata
agaacacagg
ccttgegtge
gcttegggtt
tegtgettga
ccttegegee

tgctgegacy

catcttttac
aaaagggaat
attgaagcat
aaaataaaca
aaacgttaat
ccaataggcce
gagtgttgtt
agggcgaaaa
ttttttgggg
tagagcttga
agcgggcgcet
cgcgettaat
ttgggaaggg
tgctgecaagg
gacggccagt
ggctgagacc
gctgaggacg
gagctaagece
tcaccaccca
ccecectgectt
atcgetgegt
atgcgtgagg
agttgggggg
gggaaagtga
taagtgcagt
taagtgcegt
cttgaattac
gaaagtgggt
gttgaggecct
tatctegetg

ctttttttet

77

tttcaccage
aagggcgaca
ttatcagggt
aataggggtt
attttgttaa
gaaatcggca
ccagtttgga
accgtectate
tecgaggtgee
cggggaaagc
agggcgetgg
gcgeccgctac
cgatcggtge
cgattaagtt
gagcgegegt
cgcagaggaa
ggaggctgat
agcaatggta
ccccaacccg
ggggaatcce
teccegeceoce
cteceggtgee
aggggtcgge
tgtegtgtac
agtcgeegtyg
gtgtggttce
tteccacgece
gggagagttc
ggcttgggeg
ctttegataa

ggcaagatag

gtttctgggt
cggaaatgtt
tattgtctca
ccgegcacat
aattegegtt
aaatccctta
acaagagtcc
agggcgatgg
gtaaagcact
cggcgaacgt
caagtgtagc
agggcgegte
gggectette
gggtaacgce
aatacgactc
gacgctctag
tgagaggcga
gagggaagat
ccccgaccgg
agggaccgtce
tcaccegece
cgtcagtggg
aattgaaccg
tggctecgee
aacgttcttt
cgcgggectg
ctggctgcag
gaggccttge
ctggggccge
gtctectagece

tettgtaaat

4860
4920
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
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<210> 19

gcgggccaag
cgtgegtcce
ggacgggggt
atcgceeege
tggeccgette
cgggcgggtyg
tgtgactcca
agtacgtcgt
tgggtggaga
ctttttgagt

cttccattte

<211> 405
<212> PRT
<213> Secuencia artificial

<220>

atctgecacac
agcgcacatg
agtctcaagce
cctgggegge
cecggcectge
agtcacccac
cggagtaccg
ctttaggttg
ctgaagttag
ttggatcttg

aggtgtcgtg

<223> Polipéptido sintético

<400> 19

Met Gly

1

Leu

Asn

Lys

Leu

Ile

Tyr

Arg Pro

Leu
20

Leu
Ala

Leu

Lys Asp

50

Gly

Gly

Leu

Val

Lys

Phe

Asp

Val

Cys Lys

Glu Gly

Asn Gly

100

Cys Ser

115
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tggtattteg
ttcggcgagg
tggeceggect
aaggctggec
tgcagggage
acaaaggaaa
ggcgccgtee
g9999agg9gg
gccagettgg
gttcattcte

aaaactaccc

Leu His Leu

Gly Glu Ser

Arg Val Thr

Gln
55

Gly Asp

Asp Gly Leu

70

Lys Asn

85

Cys

Asp Cys Asp

Cys Ala Arg

gtttttgggg
cggggcctge

gctetggtge

cggtcggeac
tcaaaatgga
agggccttte
aggcaccteg
ttttatgcga
cacttgatgt
aagcctcaga

ctaaaagcca

Val Leu

10

Phe
25

Leu

Arg Ala

Cys Glu

Gly Glu

Glu Leu

920

Gln Phe

105

Gly
120

Tyr

78

Leu

Ile

Asn

Thr

Tyr

Phe

Cys

Thr

aat

Ser

Arg

Ser

Ser

Thr

75

Thr

His

Leu

ccgegggcgyg
gagcgcggcec
ctggectege
cagttgegtg
ggacgcggceg
cgtecteage
attagttctec
tggagtttcec
aattctcctt

cagtggttca

Ala

Arg

Phe

Pro

60

Cys

Arg

Glu

Ala

Ser

Glu

Leu

Cys

Thr

Lys

Glu

Asp
125

Leu

Gln

30

Phe

Gln

Cys

Leu

Gln

110

Asn

cgacggggcece
accgagaatc
gcecgeegtgt
agcggaaaga
ctcgggagag
cgtegettea
gagcttttgg
ccacactgag
ggaatttgee

aagttttttt

Ala
15

Ala

Trp

Asn

Leu

Cys

95

Asn

Gly

Gly

Asn

Asn

Gln

Glu

Ser

Ser

Lys

6720

6780

6840

6900

6960

7020

7080

7140

7200

7260

7303



Ala

Arg

145

Gly

Phe

His

Asn

Val

225

Ala

Pro

Gln

Arg

Asn

305

Cys

Gly

Ile

Tyr

Cys

130

Arg

Glu

Cys

Cys

Thr

210

Ile

val

Ala

Lys

Gln

290

Ser

Ala

Gly

Val

Thr

Ile

Lys

Cys

Gly

Leu

195

Glu

Lys

Leu

Cys

Thr

275

Ser

Cys

Gly

Pro

Ser

355

Lys

Pro

Arg

Pro

Gly

180

Tyr

Gln

His

Arg

Leu

260

Gly

Thr

Lys

Tyr

His

340

Trp

Val

Thr

Arg

Trp

165

Thr

Gln

Glu

Asn

Leu

245

Pro

Ile

Arg

Leu

Asp

325

Val

Gly

Thr
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Gly

Lys

150

Gln

Ile

Ala

Glu

Arg

230

Lys

Glu

Val

Ser

310

Thr

Thr

Glu

Ala

Pro

135

Arg

Ala

Leu

Lys

Gly

215

Phe

Thr

Arg

Ser

Lys

295

Ser

Lys

Arg

Gly

Phe

Tyr

Ile

Leu

Ser

Arg

200

Gly

Thr

Fro

Asp

Gly

280

Met

Ser

Gln

Fhe

Cys

360

Leu

Pro

Val

Leu

Glu

185

FPhe

Glu

Lys

Ile

Trp

265

Phe

Leu

Phe

Glu

Lys

345

Ala

Lys

79

Cys

Gly

Ile

170

Phe

Lys

Ala

Glu

Thr

250

Ala

Gly

Glu

Ile

Asp

330

Asp

Arg

Trp

Gly

Gly

155

Asn

Tyr

Val

val

Thr

235

Phe

Glu

Arg

Val

Ile

315

Ala

Thr

Lys

Ile

Lys

140

Gln

Glu

Ile

Arg

His

220

Tyr

Arg

Ser

Thr

Pro

300

Thr

Cys

Tyr

Gly

Asp

Gln

Glu

Glu

Leu

Val

205

Glu

Asp

Met

Thr

His

285

Tyr

Gln

Gln

Phe

Lys
365

Thr

Cys

Asn

Thr

190

Gly

Vval

Phe

Asn

Leu

270

Glu

Val

Asn

Gly

Val

350

Tyr

Ser

Leu

Lys

Glu

175

Ala

Asp

Glu

Asp

val

255

Met

Lys

Asp

Met

Asp

335

Thr

Gly

Met

Glu

Asp

160

Gly

Ala

Arg

Vval

Ile

240

Ala

Thr

Gly

Arg

Phe

320

Ala

Gly

Ile

Lys
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370 375 380

Thr Arg Gly Leu Pro Lys Ala Lys Ser His Ala Pro Glu Val Ile Thr
385 3590 395 400

Ser Ser Pro Leu Lys
405

80
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REIVINDICACIONES

1. Una composicién farmacéutica que comprende un transportador y un polipéptido para uso en terapia
donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ

ID NO. 12,
donde el polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida;

(i) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa; y

(i) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa.
2. Una composicion farmacéutica que comprende un transportador y un polipéptido bicatenario para uso
en terapia donde el polipéptido bicatenario comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de
homologia con la SEQ ID NO.13,
donde el polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida;

(i) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa; y

(iii) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa.
3. La composicién farmacéutica para el uso de la reivindicacion 2, donde el polipéptido bicatenario
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 90% de homologia con la SEQ ID NO: 13.
4. La composicion farmacéutica para el uso de la reivindicacién 2, donde el polipéptido bicatenario
comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 95% de homologia con la SEQ ID NO: 13.
5. Una composicién farmacéutica que comprende un transportador y un polipéptido para uso en terapia
donde el polipéptido comprende una secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ
ID NO. 15, y que no incluye una cadena ligera de factor Xa pero contiene un dominio catalitico de serina proteasa
presente en la cadena pesada, donde el polipéptido (i) tiene actividad catalitica reducida; y (ii) es capaz de unirse a
un inhibidor del factor Xa.
6. Una composicion farmacéutica que comprende un transportador y un polipéptido para uso en terapia
donde el polipéptido comprende un fragmento de cadena ligera de fXa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ
ID NO.14 y un fragmento de cadena pesada de fXa que tiene la secuencia de aminoacidos de SEQ ID NO. 15.
7. Un polipéptido adecuado para uso en administracion parenteral que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ ID NO. 12, donde el polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida;

(ii) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa;

(i) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa; y

(iv) comprende un dominio Gla modificado que carece de los residuos de aminoacidos 6-39 de la SEQ ID NO. 3.
8. Un polipéptido bicatenario adecuado para uso en administracion parenteral que comprende una
secuencia de aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ ID NO. 13, donde el polipéptido:

(i) tiene actividad catalitica reducida;

(ii) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa;

(iif) no puede ensamblarse en el complejo de protrombinasa; y

(iv) comprende un dominio Gla modificado que carece de los residuos de aminoacidos 6-39 de la SEQ ID NO. 3.
9. El polipéptido de la reivindicacién 8, donde el polipéptido bicatenario comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 90% de homologia con la SEQ ID NO: 13.
10. El polipéptido de la reivindicaciéon 8, donde el polipéptido bicatenario comprende una secuencia de

aminoacidos que tiene al menos el 95% de homologia con la SEQ ID NO: 13.

11. Un polipéptido adecuado para uso en administracion parenteral que comprende una secuencia de
aminoacidos que tiene al menos el 80% de homologia con la SEQ ID NO. 15, y que no incluye una cadena ligera de
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factor Xa pero contiene un dominio catalitico de serina proteasa presente en la cadena pesada, donde el polipéptido
(i) tiene actividad catalitica reducida; y (ii) es capaz de unirse a un inhibidor del factor Xa.

12. Un polipéptido bicatenario que comprende un fragmento de cadena ligera de fXa que tiene la secuencia
de aminoacidos de la SEQ ID NO.14 y un fragmento de cadena pesada de fXa que tiene la secuencia de aminoacidos
de la SEQ ID NO. 15.

13. La composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o el polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 7-12, para uso en un procedimiento de prevencion o reduccion de hemorragia en
un sujeto sometido a una terapia anticoagulante con un inhibidor del factor Xa.

14. La composicion para el uso de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6, o el polipéptido de una
cualquiera de las reivindicaciones 7-12 para uso en un procedimiento de unién selectivamente e inhibicion de un
inhibidor del factor Xa administrado de forma exdgena en un sujeto sometido a terapia anticoagulante.

15. La composicién para uso o el polipéptido de la reivindicacion 13 o 14, donde el inhibidor del factor Xa
es un inhibidor del factor Xa directo.

16. La composicion para uso o el polipéptido de la reivindicacion 13 o 14, donde el inhibidor del factor Xa
es un inhibidor del factor Xa indirecto.

17. La composicién para uso o el polipéptido de la reivindicacion 15 o 16, donde el inhibidor del factor Xa
se selecciona de entre el grupo que consiste en fondaparinux, idraparinux, idraparinux biotinilado, enoxaparina,
fragmina, NAP-5, rNAPc2, inhibidor de la ruta del factor tisular, DX-9065a, YM-60828, YM-150, apixaban, rivaroxaban,
PD-348292, otamixaban, DU-176b, LY517717, GSK913893, razaxaban, heparina de bajo peso molecular, betrixaban
o0 una sal farmacéuticamente aceptable del mismo, y combinaciones de los mismos.

18. La composicion para uso o el polipéptido de la reivindicaciéon 17, donde el inhibidor del factor Xa es
apixaban, rivaroxaban o betrixaban.
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FIGURA 23 (cont.)
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