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DESCRIPCION
Glicoproteina V soluble para el tratamiento de enfermedades trombéticas
Antecedentes

La activacion plaquetaria y la posterior formacion de trombos en sitios de lesiones vasculares es crucial para la
hemostasia normal, pero también puede causar infarto de miocardio y accidente cerebrovascular (Coughlin SR.
Nature. 2000; 407: 258-64). La adhesion y activacion plaquetaria es un proceso de multiples etapas que involucra
multiples interacciones receptor de plaquetas-ligando. Tras la lesién de la pared de un vaso, las plaquetas
circulantes se desaceleran rapidamente por interacciones transitorias del complejo de glicoproteina (GP) Ib-V-IX con
el factor de von Willebrand (vVWF) inmovilizado sobre la matriz extracelular subendotelial expuesta (por ejemplo, en
colageno) (Shapiro MJ, et al., The Journal of Biological Chemistry, 2000; 275: 25216-21). Esta interaccion retiene las
plaquetas cerca de la pared del vaso y facilita el contacto entre GPVI y colageno (Nieswandt B, et al. Blood. 2003;
102: 449-61). Las interacciones GPVI-colageno inducen una cascada de sefalizacion intracelular que conduce a la
activacion plaquetaria y la liberacion de agonistas plaquetarios secundarios, tales como el tromboxano A, (TxAz) y €l
difosfato de adenosina (ADP). Estos agonistas solubles junto con la trombina producida localmente contribuyen adn
mas a la activacion plaquetaria a través de receptores acoplados a la proteina G (Gi, Gg, G12/13) (Offermanns S.
Circulation Research. 2006; 99: 1293-304). Todas estas vias de sefializacion se sinergizan para inducir respuestas
celulares complejas, tales como la activacion de integrinas, la liberacion de contenidos granulados y la provision de
una superficie procoagulante para la activacion de la cascada de coagulacion (Nakanishi-Matsui M, et al., Nature.
2000; 404: 609-13; Cunningham MA, et al., The Journal of experimental medicine. 2000; 191: 455-62). El trombo
final esta incrustado en una red de fibrina para resistir las fuerzas de corte generadas por el flujo sanguineo. La
estabilizacion de un trombo recién formado es esencial para detener el sangrado en los sitios de lesion vascular. Sin
embargo, si este proceso ocurre de manera incontrolada, también puede provocar eventos trombéticos que causan
estados de enfermedad potencialmente mortales, tales como infarto de miocardio o accidente cerebrovascular
isquémico. En consecuencia, los farmacos antiplaquetarios y anticoagulantes, utilizados solos o en combinacion, son
de gran importancia en el tratamiento de enfermedades cardiovasculares y cerebrovasculares (May F, et al., Blood.
2009; 114: 3464-72; Schroder J, et al., Mol Cell Biol . 2009; 29: 1083-94; Braun A, et al., Blood. 2009; 113: 2056-63).
Si bien las terapias antiplaquetarias actuales reducen la recurrencia de los eventos vasculares, el mayor riesgo de
sangrado debido a la inhibicion plaquetaria es una preocupacion particular para los pacientes que han
experimentado un accidente cerebrovascular, y un subconjunto adicional de pacientes sigue siendo refractario a los
enfoques antiplaquetarios (Pleines |, et al., Pflugers Archiv: European Journal of Physiology. 2009; 457: 1173-85),
subrayando la necesidad de nuevas estrategias antiplaquetarias.

Su papel central en la adhesién de plaquetas pone dos complejos receptores en el foco de la investigacion de
plaquetas: i) el complejo GPIb-V-IX que interactua con el vVWF inmovilizado en la pared del vaso lesionado o en las
plaquetas activadas y por lo tanto recluta plaquetas del torrente sanguineo a la superficie reactiva en condiciones de
cizallamiento elevado. ii) GPIIb/llla (integrina allbB3), un receptor para fibrinbgeno y vVWF que requiere activacion de
adentro hacia afuera mediada por receptores agonistas, contribuye a la adhesién firme de plaquetas resistente al
cizallamiento y es esencial para la formacion de agregados. El complejo GPIb-V-IX esta compuesto por 4 GP
transmembrana relacionadas: GPIba, GPIbB, GPV y GPIX, que estan asociadas en una estequiometria de 2:4:2:1
(Luo SZ et al., Blood. 2007; 109 (2 ): 603-9). Dentro de este complejo, GPIba y GPIb estan unidos por disulfuro y
estan asociados de forma no covalente con GPIX. GPV se asocia de forma no covalente con GPIb-IX (Nieswandt B,
et al., Journal of Thrombosis and Haemostasis. 2009; 7: 206-9). Se encuentran aproximadamente 30.000 copias del
complejo GPIb-IX en la superficie de las plaquetas humanas (Varga-Szabo D, et al., Journal of Thrombosis and
Haemostasis. 2009; 7: 1057-66). La pérdida de la funcion de GPIlb-V-IX causa el sindrome de Bernard-Soulier
(BSS), un trastorno hemorragico grave. El BSS se caracteriza por plaquetas circulantes gigantes anormales con
adhesioén defectuosa al vVWF y capacidad de respuesta reducida a la trombina (Canobbio I, et al., Cellular Signaling.
2004; 16: 1329-44). Si bien la falta o la disfuncién de GPIb o GPIX se asocian con BSS, no se ha informado de
ninguna mutacion de pérdida de funcion en GP5 y la falta de GPV en ratones no conduce a un fenotipo BSS
(Ramakrishnan V, et al. PNAS. 1999; 96: 13336-41; Kahn ML, et al. Blood. 1999; 94: 4112-21). GPV es la Unica
subunidad que no se requiere para la correcta expresion del complejo (Dong J, et al., Journal of Biological
Chemistry. 1998; 273: 31449-54). Los documentos WO 95/02054 A2, US 6.005.089 y Lanza F, et al., Journal of
Biological Chemistry. 1993; 268: 20801-20807 divulgan la secuencia y estructura del gen de GPV humana y la
secuencia de aminoacidos de la GPV humana. GPV esta altamente glicosilada y contiene un sitio de escision de
trombina que conduce a la eliminacion cuantitativa de GPV de la superficie de las plaquetas y la generacion de GPV
soluble (sGPV) en presencia de trombina (Ravanat C, et al. Blood. 1997; 89: 3253-62; Azorsa DO, et al., Thrombosis
and Haemostasis.1999; 81: 131-8; White GC, et al., Thrombosis Research. 38: 641-648). la GPV humana soluble
generada por la escision de trombina tiene la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 10. Es
de destacar que este sitio de escision de trombina se conserva en la proteina de ratén, rata y humano (Ravanat C, et
al., Blood. 1997; 89: 3253-62). Sin embargo, a diferencia de los ratones deficientes en el receptor 4 activado por
proteasa (PAR), que no responde a la estimulacién de trombina (Kahn ML, et al., Blood. 1999; 94: 4112-21; Kahn
ML, et al., Nature. 1998 ; 394: 690-4), los ratones Gp5<~> muestran una funcionalidad plaquetaria extremadamente
normal. Ademas de la trombina, la GPV puede, como GPlba o GPVI, ser escindida por sheddasas de la familia de
desintegrina a y metaloproteinasa' (ADAM), especialmente ADAM17 (también conocida como la enzima convertidora
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del factor de necrosis tumoral, TACE) y ADAM10 (Garton KJ, et al., Journal of Biological Chemistry. 2001; 276:
37993-8001; Gardiner EE, et al., Blood. 2004; 104: 3611-7; Bergmeier W, et al., Thrombosis and Haemostasis. 2004;
91: 951-8), lo que resulta en una variante ligeramente mas larga de sGPV. Sin embargo, la trombina se considera
como el principal regulador de la expresion superficial de GPV. Los niveles de sGPV difieren enormemente entre
plasma y suero (17,3 + 6,3 ng/ml frente a 1,2 + 0,17 yg/ml, respectivamente) (Azorsa DO, et al., Thrombosis and
Haemostasis. 1999; 81: 131-8) y los niveles de sGPV son ligeramente elevados bajo ciertas condiciones patologicas,
tal como el accidente cerebrovascular isquémico (39,4 ng/ml en comparacion con 28,1 ng/ml en los controles) (Wolff
V, et al., Stroke. 2005; 36: e17-9). Hasta la fecha, no se ha descrito ninglin papel para sGPV en la trombosis o la
hemostasia.

Sumario de la invencién

Los inventores encontraron sorprendentemente que la GPV soluble tiene un efecto antitrombético, sin afectar el
tiempo de sangrado. Por lo tanto, la presente invencidon proporciona un agente antitrombotico que comprende GPV
soluble. La presente invencion se refiere a las siguientes realizaciones (1) a (34):

(1) Un polipéptido soluble que comprende una glicoproteina V (GPV) modificada que carece de un dominio
transmembrana funcional para su uso en el tratamiento y/o prevencion de una enfermedad trombdtica en un
sujeto, dicho tratamiento y/o prevencion comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de dicho
polipéptido soluble, en el que el polipéptido soluble es incapaz de integrarse en una membrana celular a través
de dicho dominio transmembrana, en el que el término GPV denota una proteina que tiene una identidad de
secuencia de al menos 70% con la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3.

(2) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con el punto (1), en el que la enfermedad trombotica se selecciona
del grupo que consiste en afecciones tromboinflamatorias, trombosis venosa, trombosis arterial, trombosis
capilar, trombosis de la vena porta, trombosis de la vena renal, trombosis de la vena yugular, trombosis del seno
venoso cerebral, formacién de trombos durante o después del contacto de la sangre con una superficie artificial,
en particular oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO), aterosclerosis, artritis, coagulopatia, trombosis
venosa profunda (DVT), coagulopatia intravascular diseminada (DIC), tromboembolismo crénica o agudo,
tromboembolia pulmonar, sindrome de Budd-Chiari, enfermedades de Paget-Schroetter, accidente
cerebrovascular e infarto de miocardio.

(3) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada es una GPV truncada.

(4) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada o GPV truncada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativa, dicho
fragmento tiene una longitud de al menos 6 aminoacidos.

(5) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada o GPV truncada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativa, dicho
fragmento tiene una longitud de al menos 8 aminoacidos.

(6) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada o GPV truncada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativo, dicho
fragmento tiene una longitud de al menos 30 aminoacidos.

(7) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada o GPV truncada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativa, dicho
fragmento tiene una longitud de al menos 100 aminoacidos.

(8) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada o GPV truncada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativa, dicho
fragmento tiene una longitud de al menos 250 aminoacidos.

(9) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicha GPV
modificada o GPV truncada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativa, dicho
fragmento tiene una longitud de al menos 400 aminoacidos.

(10) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (4) a (9), en el que dicho
fragmento tiene actividad antitrombadtica.

(11) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (4) a (10), en el que dicho
fragmento no afecta sustancialmente el tiempo de sangrado tras la administracion.
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(12) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (4) a (11), en el que dicha GPV
nativa consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3, y el dominio extracelular
consiste sustancialmente en los aminoacidos 1-503 de la SEQ ID NO: 3.

(13) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (4) a (11), en el que dicha GPV
nativa consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 7, y el dominio extracelular
consiste sustancialmente en los aminoacidos 1-502 de la SEQ ID NO: 7.

(14) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicho
polipéptido soluble es un polipéptido que no se produce de forma natural.

(15) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con el punto (14), que comprende ademas un resto que prolonga
la semivida.

(16) El polipéptido soluble para su uso de acuerdo con el punto (15), en el que dicho resto que prolonga la
semivida se conjuga con dicha GPV modificada, ya sea directamente o mediante un conector.

(17) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con el punto (16), en el que dicho resto que prolonga la semivida
se selecciona del grupo que consiste en hidroxietilalmidon (HES), polietilenglicol (PEG), acidos polisialicos (PSA)
y ligandos de unién a albumina, por ejemplo, cadenas de acidos grasos.

(18) El polipéptido soluble para su uso de acuerdo con el punto (15), en el que dicho resto que prolonga la
semivida es una secuencia de aminoacidos heterdloga fusionada a dicha GPV modificada, ya sea directamente o
mediante un conector.

(19) El polipéptido soluble para su uso de acuerdo con el punto (18), en el que la secuencia de aminoacidos
heteréloga que prolonga la semivida comprende o consiste en un polipéptido seleccionado del grupo que
consiste en albumina y un fragmento de la misma que tiene una longitud de al menos 100 amino acidos, regiones
constantes de inmunoglobulina y fragmentos de las mismas, por ejemplo, el fragmento Fc, la transferrina y sus
fragmentos, el péptido del terminal C de la gonadotropina coridnica humana, cadenas aleatorias solvatadas con
gran volumen hidrodinamico (XTEN), repeticiones de homoaminoacidos (HAP), repeticiones de prolina-alanina-
serina (PAS), afamina, alfafetoproteina, proteina de unién a vitamina D, polipéptidos capaces de unirse en
condiciones fisioldgicas a regiones constantes de albumina o inmunoglobulina, y combinaciones de los mismos.

(20) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicho
polipéptido soluble se puede obtener mediante expresién recombinante en células eucariotas.

(21) El polipéptido soluble para su uso de acuerdo con el punto (20), en el que dichas células eucariotas son
células de mamifero.

(22) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con el punto (21), en el que dichas células de mamifero son
células CHO.

(23) El polipéptido soluble para su uso de acuerdo con el punto (20), en el que dichas células eucariotas son
células de insecto, por ejemplo, células Sf9.

(24) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a (19), en el que dicho
polipéptido soluble se puede obtener mediante expresion recombinante en células procariotas, por ejemplo, en
células bacterianas

(25) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicho
polipéptido soluble tiene actividad antitrombética.

(26) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicho
polipéptido soluble no afecta sustancialmente el tiempo de sangrado tras la administracion.

(27) El polipéptido soluble para uso de acuerdo con uno cualquiera de los puntos anteriores, en el que dicho
tratamiento y/o prevencion comprende ademas administrar a dicho sujeto un farmaco antiplaquetario o
anticoagulante.

(28) Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido soluble como se define en uno cualquiera de
los puntos (1) a (26), y un excipiente farmacéuticamente aceptable.

(29) La composicion farmacéutica del punto (28), en la que el polipéptido soluble no consiste en la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 10.
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(30) Un procedimiento para preparar el polipéptido soluble de acuerdo con uno cualquiera de los puntos (1) a
(26), que comprende expresar un acido nucleico que codifica el polipéptido soluble como se define en uno
cualquiera de los puntos (1) a (26) en una célula de mamifero, y recuperar el polipéptido soluble del medio de
cultivo.

(31) Un polipéptido de origen no natural como se define en el punto (14), en el que la glicoproteina V modificada
(GPV) es una GPV soluble de origen no natural.

(32) La GPV soluble no natural del punto (31), que no consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra
en la SEQ ID NO: 10.

(33) Un kit farmacéutico que comprende (i) un polipéptido soluble de acuerdo con uno cualquiera de los puntos
(1) a (26), y (ii) un farmaco antiplaquetario o anticoagulante distinto de dicho polipéptido soluble.

(34) EIl kit farmacéutico del punto (33), en el que el polipéptido soluble no consiste en la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 10.

Breve descripcion de los dibujos

Figura 1: La GPV soluble tiene un efecto antitrombético en un modelo de lesion aértica. La aorta
abdominal fue lesionada mecanicamente por una Unica compresion firme con pinzas y el flujo sanguineo se
controlé con un medidor de flujo Doppler. Se muestra el tiempo hasta la oclusion final. A, B) Tiempos de oclusion
después de la inyeccion de GPV humana soluble (A: shGPV; B: shGPV-proteina de fusién a albumina (AFP)) o
GPV murina soluble (C: smGPV). Cada simbolo representa un ratén individual. En los casos en que los ratones
no pudieron formar trombos oclusivos, se utilizé la prueba exacta de Fisher para calcular los valores P. * P <0,05;
** P <0,01; *** P <0,001

Figura 2: La GPV humana soluble protege del accidente cerebrovascular isquémico. Los ratones fueron
sometidos a 60 minutos de oclusion transitoria de la arteria cerebral media (tMCAO). Los volumenes de infarto
cerebral de ratones de tipo silvestre (barra negra) y de tipo silvestre pretratados con shGPV-AFP (barra gris) se
midieron por planimetria 24 h después de tMCAO. Los resultados representan la media + DE.

Figura 3: La GPV soluble no tiene ningun efecto en los tiempos de sangrado de la cola. Se muestran los
tiempos de sangrado de la cola de las lineas de ratén indicadas que reciben vehiculo o GPV humana soluble (A:
shGPV; B: shGPV-AFP). Cada simbolo representa un animal.

Figura 4: El tratamiento con GPV soluble da como resultado una cobertura superficial reducida y un
volumen de trombos en colageno por debajo del flujo in vitro. A) La sangre humana se traté con shGPV-
AFP y se perfundié sobre una superficie recubierta de colageno a una velocidad de cizallamiento de 1000 s™'. B)
La sangre de ratones de tipo silvestre se incubd con smGPV y se perfundio sobre una superficie recubierta de
colageno a una velocidad de cizallamiento de 1700 s™'. Los resultados se muestran como media + DE.

Descripcion detallada

La presente invencion se refiere a un polipéptido soluble que comprende una glicoproteina V modificada (GPV) que
carece de un dominio transmembrana funcional para su uso en el tratamiento o prevenciéon de una enfermedad
trombdtica en un sujeto, dicho tratamiento o prevencion comprende administrar al sujeto una cantidad eficaz de
dicho polipéptido soluble, en el que el polipéptido soluble es incapaz de integrarse en una membrana celular a través
de dicho dominio transmembrana, en el que el término GPV denota una proteina que tiene una identidad de
secuencia de al menos 70% con respecto a la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3.
Preferiblemente, la GPV modificada es una GPV truncada.

El término "soluble" como se usa en el presente documento se refiere a un polipéptido que no esta unido a una
membrana celular. El polipéptido soluble es incapaz de integrarse en una membrana celular a través de un dominio
transmembrana. Tipicamente, el polipéptido soluble carece de un dominio transmembrana funcional.
Preferiblemente, los polipéptidos solubles son solubles en agua o un tampén, tal como PBS.

Glicoproteina V

El término "Glicoproteina V" o "GPV", de acuerdo con la invencién, denota una proteina que tiene una identidad de
secuencia de al menos 70% con respecto a la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3.
Preferiblemente, la GPV tiene una identidad de aminoacidos de al menos 80%, o al menos 90%, o al menos 95%
con la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3. De acuerdo con la presente invencion, una
secuencia que se esta evaluando (la "Secuencia Comparada") tiene un cierto "ldentidad Porcentual”, o es un cierto
"porcentaje idéntica a" una secuencia reivindicada o descrita (la "Secuencia de Referencia") después de la
alineacion de las dos secuencias. La "ldentidad Porcentual" se determina de acuerdo con la siguiente formula:
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Identidad Porcentual = 100[1-(C/R)]

En esta formula, C es el nimero de diferencias entre la Secuencia de Referencia y la Secuencia Comparada sobre
la longitud de alineacion entre las dos secuencias en la que (i) cada base en la Secuencia de Referencia que no
tiene una base alineada correspondiente en la Secuencia Comparada, y (ii) cada espacio en la Secuencia de
Referencia, y (iii) cada base alineada en la Secuencia de Referencia que es diferente de una base alineada en la
Secuencia Comparada constituye una diferencia. R es el nimero de bases de la Secuencia de Referencia sobre la
longitud de la alineacion con la Secuencia Comparada con cualquier espacio creado en la Secuencia de Referencia
que también se cuenta como una base.

Si existe una alineacion entre la Secuencia Comparada y la Secuencia de Referencia para la cual la Identidad
Porcentual (calculada como anteriormente) es aproximadamente igual o mayor que un minimo especificado, la
Secuencia Comparada tiene esa ldentidad Porcentual minima especificada incluso si las alineaciones pueden existir
en otra parte de la secuencia que muestre una Identidad Porcentual inferior que la especificada.

En una realizacion preferida, la longitud de la secuencia alineada para fines de comparacion es al menos 30%,
preferiblemente al menos 40%, mas preferiblemente al menos 50%, incluso mas preferiblemente al menos 60% e
incluso mas preferiblemente al menos 70%, 80% o 90% de la longitud de la Secuencia de Referencia.

La comparacioén de las secuencias y la determinacion de la identidad porcentual (y la similitud porcentual) entre dos
secuencias de aminoacidos se puede lograr usando cualquier programa adecuado, por ejemplo, el programa
"SECUENCIAS BLAST 2 (blastp)" (Tatusova et al., FEMS Microbiol. Lett. 1999. 174: 247-250) con los siguientes
parametros: Matriz BLOSUMG62; Penalizaciones por espacio abierto 11 y extensién de espacio 1; disminucion x de
espacio 50; esperado 10,0; tamafio de palabra 3; Filtro: ninguno. De acuerdo con la presente invencion, la
comparacién de secuencias cubre al menos 40 aminoacidos, preferiblemente al menos 80 aminoacidos, mas
preferiblemente al menos 100 aminoacidos, y lo mas preferiblemente al menos 120 aminoacidos.

Normalmente, la GPV es GPV plaquetaria, y la GPV modificada es GPV plaquetaria modificada.

La GPV nativa (es decir, no modificada) comprende un dominio transmembrana funcional, es decir, comprende una
secuencia de aminoacidos capaz de conferir integracion en una membrana celular (por ejemplo, una membrana
plasmatica) durante la expresion.

La GPV nativa es una GPV natural. Preferiblemente, la GPV nativa es de origen mamifero. En una realizacion, la
GPV es una GPV humana. De acuerdo con esta realizacién, la GPV nativa comprende o consiste preferiblemente en
la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3. En otra realizacién, la GPV nativa es una GPV
murina. De acuerdo con esta realizacion, la GPV nativa comprende o consiste preferiblemente en la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 7. El término GPV nativa como se usa en el presente documento
incluye, pero no se limita a, homologos y ortélogos de GPV humana representados por la SEQ ID NO: 2 (con péptido
sefal) y SEQ ID NO: 3 (sin péptido sefial). A menos que se indique lo contrario, el término GPV se refiere al
polipéptido maduro que carece del péptido seial.

Mas preferiblemente, la GPV nativa comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en la
SEQ ID NO: 3.

GPV modificada

La GPV modificada de acuerdo con esta invencion difiere de la GPV nativa de la que se deriva (también denominada
como la "GPV original" o la "GPV no modificada") al menos en que el dominio transmembrana ya no es funcional,
debido a una mutacién o cualquier otro medio. Por ejemplo, la secuencia de aminoacidos que representa el dominio
transmembrana en la GPV modificada puede tener una o mas sustituciones, eliminaciones y/o inserciones en
relacion con la GPV original. En una realizacion, la secuencia de aminoacidos de la GPV modificada carece al
menos del dominio transmembrana completo de la GPV original. En otra realizacion, la GPV modificada es una GPV
truncada. El dominio transmembrana de la GPV humana se prolonga desde las posiciones de los aminoacidos 504 a
527 de la SEQ ID NO: 3. El dominio transmembrana de GPV murina se prolonga desde las posiciones de los
aminoacidos 503 a 526 de la SEQ ID NO: 7.

Los 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 o 24 aminoacidos del dominio
transmembrana de la GPV pueden eliminarse o sustituirse en la GPV modificada. En una realizacion, los 1, 2, 3, 4,
5,6,7,8,9,10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 0 24 aminoacidos del dominio transmembrana de la
GPV humana (aminoacidos 504 a 527 de la SEQ ID NO: 3) pueden eliminarse o sustituirse. En otra realizacion, los
1,2, 3,4,5,6,7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19, 20, 21, 22, 23 o 24 aminoacidos del dominio
transmembrana de GPV murina (aminoacidos 503 a 526 de la SEQ ID NO: 7) pueden eliminarse o sustituirse.
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La GPV modificada, preferiblemente la GPV truncada, tiene actividad antitrombética. La actividad antitrombotica se
puede determinar como se muestra en el experimento descrito en el Ejemplo 1 (Véase también "Lesion Mecanica de
la Aorta Abdominal" en la seccion de "Materiales y Procedimientos” de los Ejemplos). Existe actividad antitrombotica
si el compuesto probado (por ejemplo, 20 ug) es capaz de retrasar o prevenir la formacion de trombos oclusivos
arteriales en ratones. Preferiblemente, la formacién de trombos oclusivos arterial se retrasa en al menos 1 minuto,
mas preferiblemente al menos 5 minutos, lo mas preferiblemente al menos 10 minutos.

GPV truncada

Una GPV truncada consiste en un fragmento de GPV. El truncamiento tipicamente esta en el extremo terminal C de
la GPV. El extremo terminal N puede estar truncado o no puede estar truncado.

El fragmento de GPV tiene una longitud de al menos 6 aminoacidos. Preferiblemente, la longitud del fragmento de
GPV es al menos de 7, al menos de 8, al menos de 9, al menos de 10, al menos de 15, al menos de 20, al menos de
50, al menos de 100, al menos de 200, al menos de 300, o al menos de 400 aminoacidos. En ciertas realizaciones,
la GPV truncada consiste en un fragmento de la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3, en
la que dicho fragmento tiene una longitud minima de 6 aminoacidos, preferiblemente de al menos 7, al menos 8, al
menos 9 , al menos 10, al menos 15, al menos 20, al menos 50, al menos 100, al menos 200, al menos 300 o al
menos 400 aminoacidos.

En una realizacion, la GPV truncada tiene un truncamiento en el terminal C y carece del dominio transmembrana
completo de la GPV del que se deriva. En ofra realizacion, la GPV truncada tiene un truncamiento en el terminal C y
carece del dominio transmembrana de tal manera que la GPV truncada no esta unida a la membrana.

Las GPV truncadas preferidas consisten en una secuencia de aminoacidos seleccionada de las siguientes
secuencias de aminoacidos, en las que todas las posiciones de aminoacidos se refieren a la SEQ ID NO: 3
(realizaciones 1-71) o la SEQ ID NO: 7 (realizaciones 72-141) , respectivamente, como se indica:

Tabla 1.
Realizacion No. | desde | hasta Realizacién No. desde | hasta
de la SEQID NO: 3 de la SEQID NO: 3
1 1 520 72 1 520
2 2 519 73 2 519
3 3 518 74 3 518
4 4 517 75 4 517
5 5 516 76 5 516
6 6 515 "7 6 515
7 7 514 78 7 514
8 8 513 79 8 513
9 9 512 80 9 512
10 10 511 81 10 511
11 11 510 82 11 510
12 12 509 83 12 509
13 13 508 84 13 508
14 14 507 85 14 507
15 15 506 86 15 506
16 16 505 87 16 505
17 17 504 88 17 504
18 18 503 89 18 503
19 19 502 90 19 502
20 20 501 91 20 501
21 21 500 92 21 500
22 22 499 93 22 499
23 23 498 94 23 498
24 24 497 95 24 497
25 25 496 96 25 496
26 26 495 97 26 495
27 27 494 98 27 494
28 28 493 99 28 493
29 29 492 100 29 492
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30 | 30 [ 491 | | 101 | 30 | 491 |
(continuacion)
Realizacion No. | desde | hasta Realizacién No. desde | hasta
de la SEQID NO: 3 de la SEQID NO: 3

30 30 491 101

31 31 490 102 31 490
32 32 489 103 32 489
33 33 488 104 33 488
34 34 487 105 34 487
35 35 486 106 35 486
36 36 485 107 36 485
37 37 484 108 37 484
38 38 483 109 38 483
39 39 482 110 39 482
40 40 481 111 40 481
41 41 480 112 41 480
42 42 479 113 42 479
43 43 478 114 43 478
44 44 477 115 44 477
45 45 476 116 45 476
46 46 475 117 46 475
47 47 474 118 47 474
48 48 473 119 48 473
49 49 472 120 49 472
50 50 471 121 50 471
51 51 470 122 51 470
52 52 469 123 52 469
53 53 468 124 53 468
54 54 467 125 54 467
55 55 466 126 55 466
56 56 465 127 56 465
57 57 464 128 57 464
58 58 463 129 58 463
59 59 462 130 59 462
60 60 461 131 60 461
61 61 460 132 61 460
62 62 459 133 62 459
63 63 458 134 63 458
64 64 457 135 64 457
65 65 456 136 65 456
66 66 455 137 66 455
67 67 454 138 67 454
68 68 453 139 68 453
69 69 452 140 69 452
70 70 451 141 70 451
71 71 450 142 71 450

Los limites superior e inferior de las secuencias de aminoacidos de las realizaciones anteriores se pueden combinar
entre si.

En particular, las realizaciones preferidas de la GPV truncada consisten en los aminoacidos 1-516 de la SEQ ID NO:
3 0 en los aminoacidos 1-502 de la SEQ ID NO: 7.

En otras realizaciones, la GPV truncado comprende o consiste en las siguientes secuencias.

Tabla 2.
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Realizacion No.| La GPV truncada comprende o consiste en los siguiente aminoacidos de la SEQ ID NO: 3
143 1-15
144 16-30
145 31-45
146 46-60
147 61-75
148 76-90
149 91-105
150 106-120
151 121-135
152 136-150
153 151-165
154 166-180
155 181-195
156 196-205
157 211-225
158 226-240
159 241-255
160 256-270
161 271-285
162 286-300
163 301-315
164 316-330
165 331-345
166 346-360
167 361-365
168 376-390
169 391-405
170 406-420
171 421-435
172 436-450
173 451-465
174 466-480
175 481-500

En una realizaciéon especifica de la presente invencion, el polipéptido soluble para uso como se describe en el
presente documento comprende o consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 10.

En ofra realizacion especifica, el polipéptido soluble de la invencion es un polipéptido de origen no natural. En otra
realizacion especifica mas, el polipéptido soluble de la invencion no consiste en la secuencia de aminoacidos como
se muestra en la SEQ ID NO: 10. En otra realizacion especifica mas, el polipéptido soluble de la invenciéon es un
polipéptido de origen no natural y no consiste en la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO:
10.

Componentes adicionales del polipéptido

El polipéptido soluble de la invencién puede comprender aminoacidos adicionales distintos de los derivados de GPV
u otros restos que prolongan la semivida.

En una realizacion de la invencion, la semivida del polipéptido soluble de la invencién se prolonga por modificacion
quimica, por ejemplo, union, ya sea directamente o por medio de un conector, de un resto que prolonga la semivida
tal como polietilenglicol (PEGilacion), PEG glicosilado, hidroxietil almidén (HESilacion), acidos polisialicos,
polipéptidos similares a elastina, polimeros de heparosano o acido hialurénico. En otra realizacion, el polipéptido
soluble, preferiblemente la GPV modificada, se conjuga con una proteina que prolonga la semivida (HLEP) tal como
la albumina a través de un conector quimico. El principio de esta tecnologia de conjugacion ha sido descrito a
manera de ejemplo por Conjuchem LLC (véase, por ejemplo, la patente de los Estados Unidos No. 7.256.253).

En oftra realizacion de la invencion, el polipéptido soluble comprende una secuencia de aminoacidos heterdloga, es
decir, heterdloga a la GPV respectiva utilizada, que se fusiona a dicha GPV directamente o mediante un conector.
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Las secuencias heterélogas pueden ser secuencias de etiquetas que son reconocidas por anticuerpos u otras
moléculas que tienen una alta afinidad por la etiqueta. Los ejemplos incluyen, pero no se limitan a, etiquetas de
polihistidina, etiqueta FLAG, etiqueta myc, etiqueta GST, etc. Las secuencias de etiqueta generalmente facilitan la
purificacién del polipéptido tras la expresion en células huésped.

En una realizacion preferida, el polipéptido soluble comprende ademas una proteina que prolonga la semivida
(HLEP). Preferiblemente, la HLEP es una albumina o un fragmento de la misma. El terminal N de la albumina puede
fusionarse con el terminal C de la GPV modificada. Una o mas HLEP pueden fusionarse a la parte del terminal N o C
de la GPV modificada, siempre que no interfieran o eliminen la actividad antitrombética de la GPV modificada.

En una realizacion, el polipéptido tiene la siguiente estructura:
mGPV - L1-H, [férmula 1]
en la que mGPV es la GPV modificada, L1 es un enlace quimico o una secuencia conectora, y H es una HLEP.

L1 puede ser un enlace quimico o una secuencia conectora que consiste en uno o mas aminoacidos, por ejemplo,
de1a50,1a30,1a20,1a15,1a10,1a501 a3 (porejemplo, 1, 2 o 3) aminoacidos y que pueden ser iguales o
diferentes entre si. Por lo general, las secuencias conectoras no estan presentes en la posiciéon correspondiente en
la GPV de tipo silvestre. Los ejemplos de aminoacidos adecuados presentes en L1 incluyen Gly y Ser. El conector
debe ser no inmunogénico y puede ser un conector no escindible o escindible. Los conectores no escindibles
pueden estar constituidos por residuos alternos de glicina y serina como se ejemplifica en el documento
WO2007/090584. En otra realizacion de la invencion, el conector peptidico entre el resto de GPV modificado y rl
resto de albumina consiste en secuencias peptidicas, que sirven como conectores de interdominios naturales en
proteinas humanas. Preferiblemente, tales secuencias de péptidos en su entorno natural estan ubicadas cerca de la
superficie de la proteina y son accesibles para el sistema inmune, de modo que se puede asumir una tolerancia
natural contra esta secuencia. Se dan ejemplos en el documento WO2007/090584. Se describen secuencias
conectoras escindibles, por ejemplo, en el documento WO 2013/120939 A1.

Las secuencias de HLEP preferidas se describen a continuacién. Del mismo modo, la invencion abarca fusiones al
"aminoacido del terminal N" exacto de la HLEP respectiva, o fusiones a la "parte del terminal N" de la HLEP
respectiva, que incluye eliminaciones del terminal N de uno o mas aminoacidos de la HLEP. El polipéptido puede
comprender mas de una secuencia de HLEP, por ejemplo, dos o tres secuencias de HLEP. Estas mdultiples
secuencias de HLEP pueden fusionarse a la parte del terminal C de GPV modificada en tandem, por ejemplo, como
repeticiones sucesivas.

Polipéptidos que prolongan la semivida (HLEP)

Preferiblemente, el resto que prolonga la semivida es un polipéptido que prolonga la semivida (HLEP), mas
preferiblemente HLEP se selecciona de albumina o fragmentos de la misma, region constante de inmunoglobulina y
fragmentos de la misma, por ejemplo, el fragmento Fc, cadenas aleatorias solvatadas con gran volumen
hidrodinamico (por ejemplo, XTEN (Schellenberger et al. Nature Biotechnol. 2009. 27: 1186-1190), repeticiones de
homo aminoacidos (HAP) o repeticiones de prolina-alanina-serina (PAS)), afamina, alfa-fetoproteina, proteina de
union a la vitamina D, transferrina o variantes de la misma, péptido del terminal carboxilo (CTP) de la subunidad de
gonadotropina B coridénica humana, polipéptidos o lipidos capaces de unirse en condiciones fisioldgicas a la region
constante de albumina o inmunoglobulina.

Un "polipéptido que prolonga la semivida" como se usa en el presente documento se selecciona preferiblemente del
grupo que consiste en albdimina, un miembro de la familia de la albumina, la regién constante de inmunoglobulina G
y fragmentos de la misma, region y polipéptidos capaces de unirse bajo condiciones fisioldgicas, a la albumina, a
miembros de la familia de la albumina, asi como a fragmentos de una region constante de inmunoglobulina. Puede
ser una proteina que prolonga la semivida de longitud completa descrita en el presente documento (por ejemplo,
albumina, un miembro de la familia de la albumina o la regidon constante de inmunoglobulina G) o uno o mas
fragmentos de la misma que son capaces de estabilizar o prolongar la actividad terapéutica o la actividad bioldgica
de la GPV modificada. Dichos fragmentos pueden tener 10 o mas aminoacidos de longitud o pueden incluir al menos
aproximadamente 15, al menos aproximadamente 20, al menos aproximadamente 25, al menos aproximadamente
30, al menos aproximadamente 50, al menos aproximadamente 100 o mas aminoacidos contiguos de la secuencia
de HLEP o puede incluir parte o la totalidad de los dominios especificos de la HLEP respectiva, siempre que el
fragmento de HLEP proporcione una prolongacion de semivida funcional de al menos 25% en comparacion con el
polipéptido respectivo sin la HLEP.

El fragmento de HLEP de los constructos de insercion del factor de coagulacion propuesto de la invenciéon puede ser
una variante de una HLEP normal. El término "variantes" incluye inserciones, eliminaciones y sustituciones, ya sean
conservadoras o no conservadoras, en las que dichos cambios no alteran sustancialmente el sitio activo o el dominio
activo que confiere las actividades bioldgicas de la GPV modificada.
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En particular, los constructos de fusién GPV-HLEP modificados propuestos de la invencion pueden incluir variantes
polimérficas naturales de HLEP y fragmentos de HLEP. La HLEP puede derivarse de cualquier vertebrado,
especialmente cualquier mamifero, por ejemplo humano, mono, vaca, oveja o cerdo. Las HLEP no de mamiferos
incluyen, entre otros, gallina y salmon.

Albumina como HLEP

Los términos "albumina de suero humano" (HSA) y "albumina humana" (HA) y "albdmina" (ALB) se usan
indistintamente en esta solicitud. Los términos "albimina" y "albumina de suero" son mas amplios y abarcan la
albumina de suero humana (y sus fragmentos y variantes), asi como la albumina de otras especies (y sus
fragmentos y variantes).

Como se usa en el presente documento, "albumina" se refiere colectivamente a un polipéptido de albimina o
secuencia de aminoacidos, o un fragmento o variante de albumina, que tiene una o mas actividades funcionales (por
ejemplo, actividades bioldgicas) de albumina. En particular, "albimina" se refiere a albimina humana o fragmentos
de la misma, especialmente la forma madura de albumina humana o albumina de otros vertebrados o fragmentos de
la misma, o analogos o variantes de estas moléculas o fragmentos de las mismas.

En particular, los constructos de fusién de GPV modificados propuestos de la invencién pueden incluir variantes
polimérficas de albumina humana y fragmentos de albumina humana que se producen naturalmente. En términos
generales, un fragmento o variante de albumina tendra al menos 10, preferiblemente al menos 40, lo mas
preferiblemente mas de 70 aminoacidos de longitud.

El fragmento de albumina de los constructos de fusion de GPV modificados propuestos de la invencién pueden
comprender al menos un subdominio o dominio de HA o modificaciones conservadoras del mismo.

Inmunoglobulinas como HLEP

En una realizacién preferida, el polipéptido soluble de la invencién comprende o consiste en la secuencia de
aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 9.

Inmunoglobulinas como HLEP

Las regiones constantes de inmunoglobulina G (IgG) (Fc) son conocidas en la técnica por aumentar la semivida de
las proteinas terapéuticas (Dumont JA, et al., BioDrugs. 2006; 20: 151-160). La region constante de IgG de la
cadena pesada consta de 3 dominios (CH1-CH3) y una region bisagra. La secuencia de inmunoglobulina puede
derivarse de cualquier mamifero, o de las subclases 1gG1, IgG2, IgG3 o IgG4, respectivamente. IgG y los fragmentos
de IgG sin un dominio de unién a antigeno también se pueden usar como HLEP. El fragmento de polipéptido
terapéutico esta conectado a la IgG o a los fragmentos de IgG preferiblemente a través de la region bisagra del
anticuerpo o un conector peptidico, que incluso puede ser escindible. Varias patentes y solicitudes de patentes
describen la fusién de proteinas terapéuticas con regiones constantes de inmunoglobulina para mejorar las
semividas in vivo de las proteinas terapéuticas. Los documentos US 2004/0087778 y WO 2005/001025 describen
proteinas de fusién de dominios Fc o al menos fragmentos de regiones constantes de inmunoglobulina con péptidos
biolégicamente activos que aumentan la semivida del péptido, que de otro modo se eliminarian rapidamente in vivo.
Se describieron las proteinas de fusion Fc-IFN-f que lograron una mayor actividad biolégica, una semivida en
circulacién prolongada y una mayor solubilidad (documento WO 2006/000448). Se divulgaron proteinas Fc-EPO con
una semivida en suero prolongada y una mayor potencia in vivo (documento WO 2005/063808), asi como fusiones
de Fc con G-CSF (documento WO 2003/076567), péptido 1 tipo glucagon (documento WO 2005/000892), factores
de coagulacion (documento WO 2004/101740) e interleucina 10 (documento US 6.403.077), todos con propiedades
de prolongacion de la semivida.

En ciertas realizaciones, la proteina de fusién Fc es monomérica. En otras realizaciones, la proteina de fusién Fc es
dimérica.

En el documento WO 2013/120939 se describen en detalle varias HLEP que se pueden usar de acuerdo con esta
invencion.

Acido Nucleico y Expresién

El acido nucleico que codifica el polipéptido a expresar puede prepararse de acuerdo con procedimientos conocidos
en la técnica. Sobre la base de la secuencia de ADNc de GPV humana (SEQ ID NO: 1) o de GPV murina (SEQ ID
NO: 5), se puede disefiar y generar ADN recombinante que codifica los constructos de GPV modificados
mencionadas anteriormente. En la tabla 3 se resumen mas detalles de las secuencias humanas y de raton.

Tabla 3: Detalles de secuencias de GPV de tipo silvestre de raton y humano
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Ratén Humano
Entrez 14729 2814
Ensembl ENSMUSG00000047953 ENSG00000178732
Uniprot Q3TAG6 P40197
RefSeq de ARNm NM_008148 NM_004488
RefSeq Proteina NP_032174 NP_004479
Ubicacién Crom. 16: 30.23 - 30.23 Mb  [Crom. 3: 195.6 - 195.6 Mb
Masa molecular [Da] [63251 60828

Los constructos en los que el ADNc contiene el marco de lectura abierto completo insertado en la orientacion
correcta en un plasmido de expresion se pueden usar para la expresion de proteinas. Los vectores de expresion
tipicos contienen promotores que dirigen la sintesis de grandes cantidades de ARNm correspondientes al acido
nucleico insertado en las células portadoras de plasmido. También pueden incluir una secuencia de origen de
replicacion que permita su replicacién auténoma dentro del organismo huésped y secuencias que aumenten la
eficiencia con la que se traduce el ARNm sintetizado. Los vectores estables a largo plazo pueden mantenerse como
entidades que se replican libremente mediante el uso de elementos reguladores de, por ejemplo, virus (por ejemplo,
las secuencias OriP del genoma del virus de Epstein Barr). También se pueden producir lineas celulares que han
integrado el vector en el ADN gendmico, y de esta manera el producto génico se produce de forma continua.

Normalmente, las células a proporcionar se obtienen mediante la introducciéon del acido nucleico que codifica un
polipéptido que comprende la GPV modificada en células huésped de mamifero.

Células huésped

De acuerdo con la presente invencion, se puede utilizar cualquier célula huésped susceptible al cultivo celulary a la
expresion de polipéptidos, preferiblemente polipéptidos glicosilados. En ciertas realizaciones, la célula huésped es
de mamifero. Los ejemplos no limitantes de células de mamifero que se pueden usar de acuerdo con la presente
invencion incluyen la linea de mieloma de ratén BALB/c (NSO/1, ECACC No: 85110503); retinoblastos humanos
(PER.C6 (CruCell, Leiden, Paises Bajos)); linea CV1 de rifion de mono transformada por SV40 (COS-7, ATCC CRL
1651); linea de rifidn embrionario humano (células HEK293 o HEK293 subclonadas para crecimiento en cultivo en
suspension, Graham et al., J. Gen Virol., 36:59, 1977); células de rifidn de hamster bebé (BHK, ATCC CCL10);
células de ovario de hamster chino +/- DHFR (CHO, Urlaub y Chasin, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 77: 4216, 1980);
células de Sertoli de raton (TM4, Mather, Biol. Reprod., 23: 243 251, 1980); células de rifion de mono (CV1 ATCC
CCL 70); células de rifion de mono verde africano (VERO-76, ATCC CRL-1 587); células de carcinoma cervical
humano (HeLa, ATCC CCL 2); células de rifion canino (MDCK, ATCC CCL 34); células de higado de rata bufalo
(BRL 3A, ATCC CRL 1442); células de pulmén humano (W138, ATCC CCL 75); células hepaticas humanas (HepG2,
HB 8065); tumor mamario de raton (MMT 060562, ATCC CCL51); células TRI (Mather et al., Annals NY. Acad. Sci.,
383: 44-68, 1982); células MRC 5; células PS4; células de amniocitos humanos (CAP); y una linea de hepatoma
humano (Hep G2). Preferiblemente, la linea celular es una linea celular humana o de roedor, especialmente una
linea celular de hamster tal como CHO.

Se conocen en la técnica procedimientos adecuados para introducir acidos nucleicos suficientes para lograr la
expresion de una glicoproteina de interés en células huésped de mamifero. Véase, por ejemplo, Gething, et al.,
Nature. 1981; 293: 620-625; Mantei, et al., Nature. 1979; 281: 40-46; Levinson et al., EP 117.060; y EP 117.058.
Para las células de mamiferos, los procedimientos comunes para introducir material genético en las células de
mamiferos incluyen el procedimiento de precipitacion con fosfato de calcio de Graham y van der Erb (Virology. 1978;
52: 456-457) o el procedimiento lipofectaminaMR (Gibco BRL) de Hawley-Nelson (Focus.1993; 15: 73). Axel ha
descrito aspectos generales de las transfecciones del sistema de células huésped de mamiferos en el documento
US 4.399.216. Para diversas técnicas para introducir material genético en células de mamiferos, véase Keown et al.,
(Methods in Enzymology, 1989), Keown et al., (Methods in Enzymology. 1990; 185: 527-537), y Mansour et al.,
(Nature, 1988; 336: 348-352).

El medio basal elegido para cultivar la linea celular huésped no es critico para la presente invencién y puede ser uno
cualquiera o una combinacion de los conocidos en la técnica que son adecuados para cultivar células de mamifero.
Medios tales como el medio Eagle modificado de Dulbecco, el medio F-12 de Ham, el medio esencial minimo de
Eagle y el medio RPMI-1640 y similares estan disponibles comercialmente. La adiciéon de factores de crecimiento
como la insulina recombinante es opcional. En una realizacién, el medio de produccién esta libre de componentes
derivados de animales. En una realizacion preferida, el medio esta "libre de proteinas" en el sentido de que esta
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completamente libre de cualquier proteina o al menos libre de cualquier proteina que no se produzca de forma
recombinante. La albumina de suero humano puede usarse como un suplemento de cultivo sin suero para la
produccion de la glicoproteina. Opcionalmente, el medio contiene un inhibidor de proteasa, tal como un inhibidor de
serina proteasa, que es adecuado para el cultivo de tejidos y que es de origen sintético o vegetal.

En general, la presente invencion puede usarse con cualquier procedimiento de cultivo celular que sea susceptible a
la expresion de glicoproteinas. Por ejemplo, las células se pueden cultivar en cultivos discontinuos o alimentados por
lotes, en los que el cultivo se termina después de una expresion suficiente de la glicoproteina, después de lo cual se
cosecha la glicoproteina expresada. Preferiblemente, las células se pueden cultivar en cultivos continuos (por
ejemplo, cultivos de perfusién), en los que el medio fresco se agrega periddica o continuamente al cultivo, y la
glicoproteina expresada se cosecha periodica o continuamente. El cultivo puede ser de cualquier tipo convencional
de cultivo, tal como discontinuo, alimentado por lotes o continuo, pero preferiblemente es continuo. Cultivos
continuos adecuados incluyen cultivo de perfusion.

Un experto habitual en la técnica podra adaptar condiciones especificas de cultivo celular para optimizar ciertas
caracteristicas del cultivo celular que incluyen, pero no se limitan a, velocidad de crecimiento, viabilidad celular,
densidad celular final del cultivo celular, concentracion final de subproductos metabdlicos perjudiciales tales como
lactato y amonio, titulo de la glicoproteina expresada, extension y composicion de las cadenas laterales de
oligosacaridos o cualquier combinacion de estas u otras condiciones consideradas importantes por el profesional.

Aislamiento del polipéptido soluble expresado

En general, tipicamente sera deseable aislar y/o purificar las glicoproteinas expresadas de acuerdo con la presente
invencion. En ciertas realizaciones, la glicoproteina expresada se secreta en el medio y, por lo tanto, las células y
otros solidos pueden eliminarse, tal como por centrifugacion o filtracion, por ejemplo, como una primera etapa en el
proceso de purificacion.

La glicoproteina expresada puede aislarse y purificarse mediante procedimientos estandar que incluyen, pero no se
limitan a, cromatografia (por ejemplo, intercambio iénico, afinidad, exclusién por tamafio y cromatografia de
hidroxiapatita), filtracion en gel, centrifugacion o solubilidad diferencial, precipitacion con etanol y/o por cualquier otra
técnica disponible para la purificacion de proteinas (véase, por ejemplo, Scopes, Protein Purification Principles and
Practice 2a Edicion, Springer-Verlag, New York, 1987; Higgins SJ y Hames BD (eds.), Protein Expression: A
Practical Approach, Oxford Univ. Press, 1999; y Deutscher MP, Simon MI, Abelson JN (eds.), Guide to Protein
Purification: Methods in Enzymology (Methods in Enzymology Series, Vol. 182), Academic Press, 1997, cada uno de
los cuales se incorpora en el presente documento como referencia). Para la cromatografia de inmunoafinidad en
particular, la glicoproteina puede aislarse uniéndola a una columna de afinidad que comprende anticuerpos que se
generaron contra esa glicoproteina y se fijaron a un soporte estacionario. Alternativamente, las etiquetas de afinidad
tales como una secuencia de capa de influenza, polihistidina o glutation-S-transferasa se pueden unir a la
glicoproteina mediante técnicas recombinantes estandar para permitir una facil purificacion pasando por la columna
de afinidad apropiada. Si la GPV soluble a purificar comprende una HLEP, los anticuerpos dirigidos contra la HLEP u
otros compuestos capaces de unirse a la HLEP pueden fijarse a una columna de afinidad para realizar una
cromatografia de afinidad. Los inhibidores de la proteasa como el fluoruro de fenil metil sulfonilo (PMSF), leupeptina,
pepstatina o aprotinina pueden agregarse en una cualquiera o en todas las etapas para reducir o eliminar la
degradacion de la glicoproteina durante el proceso de purificacion. Los inhibidores de la proteasa son
particularmente ventajosos cuando las células deben lisarse para aislar y purificar la glicoproteina expresada.
Adicional o alternativamente, se pueden agregar inhibidores de la glicosidasa en cualquiera o en todas las etapas
para reducir o eliminar el recorte enzimatico de las cadenas de oligosacaridos unidas covalentemente.

Un experto habitual en la materia apreciara que la técnica de purificacién exacta variara dependiendo del caracter
del polipéptido a purificar, el caracter de las células a partir de las cuales se expresa el polipéptido y/o la
composicion del medio en el que se cultivaron las células.

Composiciones y kits

Otro aspecto de la invencién es una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido soluble de la invencién,
y un excipiente o vehiculo farmacéuticamente aceptable. La composicién farmacéutica puede comprender un
polipéptido soluble en una cantidad eficaz para tratar o prevenir una enfermedad trombdtica en un sujeto. La
composicion farmacéutica puede comprender aproximadamente 10 pg - 1.000 mg, preferiblemente
aproximadamente 100 pg - 500 mg, mas preferiblemente 1 mg - 100 mg del polipéptido soluble. La composicion
farmacéutica puede comprender aproximadamente 0,01 - 20.000 pg/ml, preferiblemente aproximadamente 0,1 -
1.000 pg/ml, mas preferiblemente 0,5 - 500 pg/ml, lo mas preferiblemente aproximadamente 100 pg/ml del
polipéptido soluble. La composicion farmacéutica puede comprender ademas un vehiculo o diluyente
farmacéuticamente aceptable. Los portadores y diluyentes adecuados en la composicion farmacéutica son bien
conocidos en la técnica.
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Las formulaciones terapéuticas de las glicoproteinas de la invenciéon adecuadas en los procedimientos descritos en
el presente documento pueden prepararse para almacenamiento como formulaciones liofilizadas o soluciones
acuosas mezclando la glicoproteina que tiene el grado deseado de pureza con vehiculos, excipientes o
estabilizadores farmacéuticamente aceptables tipicamente empleados en la técnica (todos los cuales se denominan
en el presente documento como "portadores"), es decir, agentes tamponantes, agentes estabilizantes, conservantes,
isotonificadores, detergentes no idnicos, antioxidantes y otros aditivos miscelaneos, véase Remington's
Pharmaceutical Sciences, 16a edicion (Osol, ed.) 1980. Dichos aditivos deben ser no tdxicos para los receptores a
las dosis y concentraciones empleadas. Los agentes tamponantes ayudan a mantener el pH en el intervalo que se
aproxima a las condiciones fisioldgicas. Pueden presentarse en concentraciones que varian de aproximadamente 2
mM a aproximadamente 50 mM. Los agentes tamponantes adecuados incluyen acidos organicos e inorganicos y
sales de los mismos, tales como tampones de citrato (por ejemplo, mezcla de citrato monosddico-citrato disédico,
mezcla de acido citrico-citrato trisddico, mezcla de acido citrico-citrato monosédico, etc.), tampones de succinato
(por ejemplo, acido succinico mezcla de acido succinico- succinato monosoédico, mezcla de acido succinico-
hidréxido de sodio, mezcla de acido succinico-succinato disédico, etc.), tampones de tartrato (por ejemplo, mezcla
de acido tartarico-tartrato de sodio, mezcla de acido tartarico-tartrato de potasio, mezcla de acido tartarico-hidréxido
de sodio, etc.), tampones de fumarato (por ejemplo, mezcla de acido fumarico-fumarato monosddico, mezcla de
acido fumarico-fumarato disédico, mezcla de fumarato monosddico-fumarato disédico, etc.), tampones de gluconato
(por ejemplo, mezcla de acido gluconico-gluconato de sodio, mezcla de acido gluconico-hidréxido de sodio, mezcla
de acido gluconico - gluconato de potasio, etc.), tampdn de oxalato (por ejemplo, mezcla de acido oxalico-oxalato de
sodio, mezcla de acido oxalico-hidroxido de sodio, mezcla de acido oxalico-oxalato de potasio etc.), tampones de
lactato (por ejemplo, mezcla de acido lactico-lactato de sodio, mezcla de acido lactico-hidroxido de sodio, mezcla de
acido lactico-lactato de potasio, etc.) y tampones de acetato (por ejemplo, mezcla de acido acético-acetato de sodio,
mezcla de acido acético-hidroxido de sodio, etc.). Ademas, se pueden usar tampones de fosfato, tampones de
histidina y sales de trimetilamina tales como Tris.

Se pueden agregar conservantes para retardar el crecimiento microbiano, y se pueden agregar en cantidades que
varian de 0,2% a 1% (p/v). Los conservantes adecuados incluyen fenol, alcohol bencilico, meta-cresol, metil
parabeno, propil parabeno, cloruro de octadecildimetilbencilamonio, haluros de benzalconio (por ejemplo, cloruro,
bromuro y yoduro), cloruro de hexametonio y alquil parabenos tales como metil o propil parabeno, catecol,
resorcinol, ciclohexanol y 3-pentanol. Se pueden agregar isotonificadores a veces conocidos como "estabilizadores"
para asegurar la isotonicidad de las composiciones liquidas e incluyen alcoholes de azucar polihidricos,
preferiblemente alcoholes de azucar trihidricos o superiores, tales como glicerina, eritritol, arabitol, xilitol, sorbitol y
manitol. Los estabilizadores se refieren a una amplia categoria de excipientes que pueden variar en funciéon de un
agente de carga a un aditivo que solubiliza el agente terapéutico o ayuda a prevenir la desnaturalizacion o la
adherencia a la pared del recipiente. Los estabilizadores tipicos pueden ser alcoholes de azucar polihidricos
(enumerados anteriormente); aminoacidos tales como arginina, lisina, glicina, glutamina, asparagina, histidina,
alanina, ornitina, L-leucina, 2-fenilalanina, acido glutamico, treonina, etc., azlicares organicos o alcoholes de azucar,
tales como lactosa, trehalosa, estaquiosa, manitol, sorbitol, xilitol, ribitol, mioinositol, galactitol, glicerol y similares,
incluidos los ciclitoles tales como el inositol; polietilenglicol; polimeros de aminoacidos; agentes reductores que
contienen azufre, tales como urea, glutatiéon, acido tidctico, tioglicolato de sodio, tioglicerol, a-monotioglicerol y tio
sulfato de sodio; polipéptidos de bajo peso molecular (por ejemplo, péptidos de 10 residuos o menos); proteinas
tales como albumina de suero humano, albumina de suero bovino, gelatina o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilicos, tales como monosacaridos de polivinilpirrolidona, tales como xilosa, manosa, fructosa, glucosa;
disacaridos tales como lactosa, maltosa, sacarosa y trisacaridos tales como rafinosa; y polisacaridos tales como el
dextrano. Los estabilizadores pueden estar presentes en el intervalo de 0,1 a 10.000 pesos por parte de proteina
activa en peso.

Se pueden agregar tensioactivos o detergentes no iénicos (también conocidos como "agentes humectantes") para
ayudar a solubilizar el agente terapéutico asi como para proteger la proteina terapéutica contra la agregacion
inducida por la agitacion, que también permite que la formulacion se exponga a superficies de cizallamiento
estresadas sin causar desnaturalizacién de la proteina. Los tensioactivos no iénicos adecuados incluyen
polisorbatos (20, 80, etc.), polioxameros (184, 188, etc.), polioles plurénicos, monoéteres de polioxietilensorbitan
(TWEEN®-20, TWEEN®-80, etc.). Los tensioactivos no idnicos pueden estar presentes en un intervalo de
aproximadamente 0,05 mg/ml a aproximadamente 1,0 mg/ml, o en un intervalo de aproximadamente 0,07 mg/ml a
aproximadamente 0,2 mg/ml.

Los excipientes miscelaneos adicionales incluyen agentes de carga (por ejemplo, almidén), agentes quelantes (por
ejemplo, EDTA), antioxidantes (por ejemplo, acido ascdérbico, metionina, vitamina E) y codisolventes.

La composicion farmacéutica puede tener un pH de aproximadamente 5,0-10,0, preferiblemente aproximadamente
5,6-9,0, mas preferiblemente aproximadamente 6,0-8,8, lo mas preferiblemente aproximadamente 6,5-8,0. Por
ejemplo, el pH puede ser de aproximadamente 6,2, 6,5, 6,75, 7,0 0 7,5.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencion pueden formularse para administracion oral, sublingual,
intranasal, intraocular, rectal, transdérmica, mucosal, tépica o parenteral. La administraciéon parenteral puede incluir
inyeccion o infusién intradérmica, subcutanea, intramuscular (im), intravenosa (iv), intraperitoneal (ip), intraarterial,
intramedular, intracardiaca, intraarticular (articulacion), intrasinovial, intracraneal, intraespinal e intratecal (fluidos
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espinales), preferiblemente inyeccion intraperitoneal (ip) en ratéon e intravenosa (iv) o subcutanea (sc) en humano.
Se puede usar cualquier dispositivo adecuado para inyeccion o infusion parenteral de formulaciones de farmacos
para dicha administracion. Por ejemplo, la composicion farmacéutica puede estar contenida en una jeringa
precargada estéril.

Otro aspecto de la presente invencion es un kit farmacéutico que comprende (i) un polipéptido soluble como se
definié anteriormente y (ii) un farmaco anticoagulante o antiplaquetario distinto de dicho polipéptido soluble. En una
realizacion, el polipéptido soluble y el farmaco anticoagulante o antiplaquetario estan contenidos en composiciones
separadas.

El término "farmaco anticoagulante o antiplaquetario" se refiere a heparinas, inhibidores directos de la trombina
(DTI), inhibidores directos o selectivos del Factor Xa (xaban) y antagonistas de la vitamina K (VKA). Por lo tanto, los
"farmacos anticoagulantes o antiplaquetarios" pueden incluir heparinas naturales o sintéticas. El término "farmaco
anticoagulante o antiplaquetario” también significa que incluye sustancias que evitan la coagulaciéon de la sangre
mediante la inhibicion directa o selectiva de la trombina o el Factor Xa. En otra realizacién, la sustancia
anticoagulante es un antagonista de la vitamina K.

En algunas realizaciones, el farmaco anticoagulante o antiplaquetario se selecciona de

(i) una heparina, en particular una heparina no fraccionada (UFH) o una heparina de bajo peso molecular
(LMWH),

(i) un inhibidor directo de la trombina (DTI), en particular dabigatran, melagatran, argatroban, hirudina, lepirudina,
bivalirudina, ximelagatran o desirrudina (Di Nisio et al. N Engl J Med. 2005; 353: 1028-40),

(iii) un inhibidor directo o selectivo del Factor Xa (xaban), en particular rivaroxaban (Eriksson et al., Circulation.
114: 2374-81), apixaban (Arterioscler. Thromb. Vasc. Biol. 27: 1238-47), betrixaban, edoxaban, otamixaban
(Cohen et al., Circulation 115: 2642-51) o fondaparinux (Peters et al., Eur. Heart J. 29: 324-31) y,

(iv) un antagonista de la vitamina K (VKA), en particular fenprocumoén, acenocumarol o warfarina y moléculas
relacionadas que contienen 4-hidroxicumarina, cumatetralilo, dicumarol, biscumacetato de etilo, clorindiona,
difenandiona, fenandiona o tioclomarol (véase, por ejemplo, Ansell et al., 2008, "Pharmacology and management
of the vitamin K antagonists”, American College of Chest Physicians Evidence-Based Clinical Practice Guidelines
el American College of Chest Physicians (82 edicion). Chest 133 (Suplemento): 160S-198S).

Otro aspecto de la presente invencion es un kit farmacéutico que comprende (i) un polipéptido soluble como se
definio anteriormente y (ii) un farmaco antiplaquetario o anticoagulante distinto de dicho polipéptido soluble, para uso
simultaneo, separado o secuencial en el tratamiento de un enfermedad trombdtica

Tratamiento de enfermedad trombdética
El polipéptido soluble de la invencién puede usarse para tratar o prevenir enfermedades trombéticas.

Un "trastorno trombético” o "enfermedad trombética" usado en el presente documento es cualquier trastorno o
enfermedad caracterizada por la formacion de un trombo (coagulo sanguineo) que obstruye o disminuye el flujo
sanguineo. El trombo puede permanecer local en el lugar donde se formo, o puede desprenderse para ocluir el flujo
sanguineo mas adelante (tromboembolismo). En algunas realizaciones, puede ocurrir una trombosis en una vena
(trombosis venosa) o en una arteria (trombosis arterial) en cualquier parte del cuerpo, incluidos el corazén y el
cerebro. Cuando la trombosis ocurre en la circulaciéon coronaria, se conoce como trombosis coronaria. Cuando la
trombosis ocurre en la circulacion cerebral, se conoce como trombosis cerebral.

Un trastorno trombético puede incluir una trombosis venosa, arterial o capilar, formacién de trombos en el corazon,
tromboembolismo crénico y/o agudo (por ejemplo, embolia pulmonar, tromboembolismo cerebral después de la
formacion de trombo inducido por fibrilacién auricular (por ejemplo, prevencion de accidente cerebrovascular en
fibrilacion auricular (SPAF)), formacién de trombos como resultado del contacto de la sangre de un sujeto humano o
animal con una superficie artificial (por ejemplo, en pacientes con reemplazos valvulares, en particular una valvula
cardiaca mecanica, canulas intraluminales, intervencion coronaria percutanea (PCI), oxigenacion de la membrana
extracorporea (ECMO) o padecer una cirugia de derivacion cardiopulmonar (cirugia CPB). El trombo puede causar o
aumentar el riesgo de accidente cerebrovascular, accidente cerebrovascular isquémico agudo, infarto de miocardio,
angina inestable, trombosis venosa profunda (DVT), trombosis de la vena porta, tromboembolismo, trombosis de la
vena renal, trombosis de la vena yugular, trombosis del seno venoso cerebral, sindrome de Budd-Chiari,
enfermedades de Paget-Schroetter o isquemia cerebral silenciosa (SBI). Una enfermedad trombética de acuerdo
con esta invencion puede incluir ademas embolia pulmonar, aterosclerosis, factor V de Leiden, deficiencia de
antitrombina Ill, deficiencia de proteina C, deficiencia de proteina S, mutacion del gen de protrombina (G20210A),
hiperhomocisteinemia, sindrome de anticuerpo antifosfolipido, anticuerpo anticardiolipina, sindrome de trombosis,
sindrome de lupus anticoagulante, neoplasia maligna, cirugia mayor, inmovilizacién, uso de anticonceptivos orales,
uso de talidomida, especialmente en combinacién con dexametasona, trombocitopenia inducida por heparina,
embarazo, trastornos mieloproliferativos, enfermedad inflamatoria intestinal, sindrome nefrético, hemoglobinuria
paroxistica nocturna, sindrome de hiperviscosidad, macroglobulinemia de Waldenstrom, y trauma. El término
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enfermedad trombdtica también se refiere a trombosis inducida por el cancer, por ejemplo, mieloma mudltiple y otros
canceres hematoldgicos, adenocarcinoma, cancer de pancreas, estdmago, ovarios, prostata, colon, pulmon,
cerebro, mama, rifidn, piel, cuello uterino y cancer de oido-nariz-garganta.

El término "enfermedad trombética" incluye particularmente afecciones tromboinflamatorias. Trombo-inflamacion
significa estados de enfermedad, en los que las cascadas protrombdticas y proinflamatorias actdan en conjunto y
estan mecanicamente vinculadas para promover la progresion de la enfermedad y el dafio a los érganos. Los
estados de enfermedad trombo-inflamatoria incluyen afecciones de dafio organico postisquémico, tal como lesion
por isquemia/reperfusion (lesion I/R) del cerebro (en accidente cerebrovascular isquémico agudo), pulmoén, higado,
colon, miocardio o musculo esquelético, pero también afecciones inflamatorias sistémicas tales como sepsis o
choque séptico.

Preferiblemente, la enfermedad trombdtica se selecciona del grupo que consiste en afecciones tromboinflamatorias,
trombosis venosa, trombosis arterial, trombosis capilar, trombosis de vena porta, trombosis de vena renal, trombosis
de vena yugular, trombosis de seno venoso cerebral, formaciéon de trombo durante o después de contactar sangre
con una superficie artificial, en particular oxigenacion de membrana extracorpérea (ECMO), aterosclerosis, artritis,
coagulopatia, trombosis venosa profunda (DVT), coagulopatia intravascular diseminada (DIC), tromboembolismo
cronico o agudo, tromboembolismo pulmonar, sindrome de Budd-Chiari, Enfermedades de Paget-Schroetter,
accidente cerebrovascular e infarto de miocardio.

La determinacion de la dosificacion efectiva, el nUmero total de dosis y la duracion del tratamiento con un polipéptido
soluble de la invencion esta dentro de las capacidades de los expertos en la materia, y puede determinarse usando
un estudio de aumento de dosis estandar. La dosificacion de un polipéptido soluble de la invencién a administrar
variara de acuerdo con el polipéptido soluble particular, el sujeto y la naturaleza y gravedad de la enfermedad, la
condicion fisica del sujeto, el régimen terapéutico (por ejemplo, si un segundo agente terapéutico se usa), y la ruta
de administracion seleccionada; la dosis apropiada puede ser determinada facilimente por un experto en la materia.

El programa de dosificacion puede variar de una vez al mes a diariamente dependiendo de una serie de factores
clinicos, que incluyen el tipo particular de enfermedad, la gravedad de la enfermedad y la sensibilidad del paciente al
polipéptido soluble de la invencidon. En realizaciones especificas, se administra un polipéptido soluble de la
invencion, dos veces a la semana, cada 5 dias, una vez a la semana, cada 10 dias, cada dos semanas, cada tres
semanas, cada cuatro semanas o una vez al mes, o en cualquier intervalo entre dos de los valores anteriores, por
ejemplo, de cada semana a cada mes, de cada 10 dias a cada dos semanas, o de dos a tres veces por semana, etc.

Un experto en la materia reconocera que la cantidad 6ptima y el espaciamiento de las dosificaciones individuales de
un polipéptido soluble de la invencion estaran determinadas por la naturaleza y el grado de la afeccion a tratar, la
forma, la ruta y el sitio de administracioén, y la edad y el estado del sujeto particular que se esta tratando, y que un
médico determinara en ultima instancia las dosis apropiadas que se utilizaran. Esta dosis puede repetirse tantas
veces como sea apropiado. Si se desarrollan efectos secundarios, la cantidad y/o frecuencia de la dosis puede
alterarse o reducirse, de acuerdo con la practica clinica normal.

Tabla 4: Resumen de las secuencias que se muestran en el listado de secuencias

SEQ ID NO: |Descripcion
1 ADNCc que codifica GPV humana
2 Secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO: 1; los aminoacidos 1-16 representan el
péptido sefial
3 Secuencia de aminoacidos de GPV humana sin péptido seial
4 Secuencia de aminoacidos de GPV humana soluble con etiqueta poli-His (sin péptido sefial)
5 ADNCc que codifica GPV murina
6 Secuencia de aminoacidos codificada por la SEQ ID NO: 5; los aminoacidos 1-16 representan el
péptido sefal
7 Secuencia de aminoacidos de GPV murina sin péptido sefial
8 Secuencia de aminoacidos de GPV murina soluble con etiqueta flag (sin péptido sefal)
9 Secuencia de aminoacidos de GPV humana soluble fusionada a albumina a través de un conector (sin
péptido sefial)
10 Secuencia de aminoacidos del producto de escisién de trombina natural de GPV humana
Ejemplos
Resultados

Ejemplo 1: La GPV soluble tiene un efecto antitromboético
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Con el fin de investigar un posible efecto de sGPV sobre la formaciéon de trombos in vivo en un modelo de lesion
mecanica de la aorta abdominal, se inyectaron 20 ug de sGPV humana (shGPV) por via intravenosa en ratones de
tipo silvestre directamente antes del experimento. Dentro de los 8 minutos posteriores a la lesion adrtica, el flujo
sanguineo se detuvo debido a la formacién de trombos oclusivos en ratones de control inyectados con PBS (Figura
1). El tratamiento previo con ratones de tipo silvestre protegidos con sGPV contra la formacién de trombos oclusivos
arteriales indica que el shGPV tiene un efecto antitrombdético (Figura 1).

Ejemplo 2: La GPV humana soluble protege del accidente cerebrovascular isquémico

Para evaluar el papel de la GPV soluble en el infarto cerebral después de la isquemia cerebral focal, los ratones
fueron sometidos a una oclusion transitoria de la arteria cerebral media de 60 minutos (tMCAOQ), y el volumen del
infarto se evalud después de 24 horas. Sorprendentemente, los volimenes de infarto en ratones de tipo silvestre
tratados con shGPV-AFP se redujeron significativamente en comparacion con los ratones de tipo silvestre (Figura 2).
Por lo tanto, el tratamiento previo con GPV humana soluble proporciona proteccion contra la progresion del infarto
cerebral.

Ejemplo 3: La GPV humana soluble no tiene efecto sobre los tiempos de sangrado de la cola

Para evaluar el papel de la GPV soluble en la hemostasia, los ratones tratados con vehiculo o 20 pg de GPV
humana soluble (shGPV) se sometieron al ensayo del tiempo de sangrado de la cola. Se extrajo un segmento de 2
mm de la punta de la cola con un bisturi. El sangrado de la cola se controlé absorbiendo suavemente sangre con
papel de filtro a intervalos de 20 segundos sin contactar directamente el sitio de la herida. Cuando no se observo
sangre en el papel, se determind que el sangrado habia cesado (Figura 3). Estos datos demuestran que las dosis de
shGPV que ejercen efectos antitrombdticos (Figura 1) no afectan la hemostasia, lo que indica que shGPV es un
agente antitrombatico seguro.

Ejemplo 4: Adhesion a colageno bajo flujo in vitro

Para evaluar el papel de la GPV soluble en la formacion de trombos en el colageno bajo flujo en un ensayo in vitro,
se incubd sangre completa anticoagulada con 20 ug de GPV soluble durante 5 minutos y se perfundié sobre una
superficie recubierta de colageno. La sangre humana tratada previamente con shGPV-AFP (A) o la sangre de tipo
silvestre tratada previamente con GPV murina soluble (B) exhibié una cobertura superficial significativamente
reducida y una formacion de trombo reducida. Por lo tanto, el ensayo de adhesion de flujo in vitro modela las
condiciones in vivo en gran medida y reproduce el fenotipo in vivo.

Materiales y Procedimientos para los Ejemplos 1-4

Ratones

Los estudios en animales fueron aprobados por el gobierno del distrito de la Baja Franconia (Bezirksregierung
Unterfranken).

GPV soluble

1. GPV humana soluble (shGPV)

La GPV humana soluble (aa 1-518 de GPV humana madura) se expres6 de forma recombinante en células de
insecto transfectadas con baculovirus, se purific6 usando una columna de acido nitrilotriacético estandar (Ni-NTA) y
se resolvié en tampoén PBS. La pureza se verificé utilizando SDS PAGE estandar.

Secuencia de aminoacidos de shGPV madura (péptido sefial no mostrado):

QPFPCPPACKCVFRDAAQCSGGDVARISALGLPTNLTHILLEFGMGRGVLOSQSFSGMTVLOQRLMISDSHISAVAP
GTFSDLIKLKTLRLSRNKITHLPGALLDKMVLLEQLFLDHNALRGIDONMFOKLVNLOELALNONQLDFLPASLE
TNLENLKLLDLSGNNLTHLPKGLLGAQAKLERLLLHSNRLVSLDSGLLNSLGALTELQFHRNHIRSIAPGAFDRL
PNLSSLTLSRNHLAFLPSALFLHSHNLTLLTLFENPLAELPGVLFGEMGGLQELWLNRTQLRTLPAAAFRNLSRL
RYLGVTLSPRLSALPQGAFQGLGELOQVLALHSNGLTALPDGLLRGLGKLRQVSLRRNRLRALPRALFRNLSSLES
VOLDHNQLETLPGDVFGALPRLTEVLLGHNSWRCDCGLGPFLGWLRQHLGLVGGEEPPRCAGPGAHAGLPLWALP
GGDAECPGPRGPPPRPAADSSSEAPVHPALAPNSSEPWVWAQPVTTGKGODHSPFWGEFYFLLLAVQAHHHHHHHA
HH (SEQ ID NO:4)
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(Cursiva: etiqueta poli-His)

2. GPV humana soluble fusionada a albumina (shGPV-AFP)

La shGPV-AFP se expreso en células CHO K1 y se produjo en un sistema de fermentacion de perfusion. La cosecha
libre de células se concentré6 30 veces usando un sistema TFF (por ejemplo, Centramate 500 S Pall) con una
membrana de 30 kD (por ejemplo, Centramate OS030T12). Ese concentrado se enriquecié con NaCl y EDTA hasta
una concentracion final de 0,75 mol/l de NaCl y 5 mmol/l de EDTA y se cargd durante la noche en una columna
CaptureSelect de Albumina humana (Life Technologies) que se equilibré previamente con tampén Tris 20 mM, pH
7,4. Después de lavar la columna con tampon de equilibrio, se eluyd la shGPV-AFP con Tris 20 mM mas tampon de
MgCl 2 M pH 7,4. El eluato se concentré y se dializd contra Tris 50 mM + NaCl 150 mM, pH 7,4 usando filtros de
ultrafiltracion con un corte de 30 kD (por ejemplo, Amicon Ref. UFC903024).

Secuencia de aminoacidos de shGPV-AFP madura (péptido sefial no mostrado):

QPFPCPPACKCVFRDAAQCSGGDVARI SALGLPTNLTHILLEFGMGRGVLQSQSFSGMTVLORLMISDSHI SAVAP
GTFSDLIKLKTLRLSRNKITHLPGALLDKMVLLEQLFLDHNALRGIDONMFQKLVNLOQELATLNONQLDFLPASLE
TNLENLKLLDLSGNNLTHLPKGLLGAQAKLERLLLHSNRLVSLDSGLLNSLGALTELQFHRNHIRSIAPGAFDRL
PNLSSLTLSRNHILAFLPSALFLHSHNLTLLTLFENPLAELPGVLFGEMGGLOQELWLNRTQLRTLPAAAFRNLSRL
RYLGVTLSPRLSALPQGAFQGLGELOQVLALHSNGLTALPDGLLRGLGKLRQVSLRRNRLRALPRALFRNLSSLES
VOLDHNQLETLPGDVFGALPRLTEVLLGHNSWRCDCGLGPFLGWLROQHLGLVGGEEPPRCAGPGAHAGLPLWALP
GGDAECPGPRAVGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGGSGSDARKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQ

QCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLEGDKLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKD
DNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYETARRHPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCOAADKAACLLPKL
DELRDEGRASSAKORLKCASLOKFGERAFKAWAVARLSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTRKVHTECCHGDLLECADDR
ADLARYICENQDSISSKLKECCEKPLLERSHCIAEVENDEMPADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVELGMFLY
EYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAADPHECYARVEFDEFKPLVEEPONLIKONCELFEQLGEYKFONAL
LVRYTKRKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKCCKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLV
NRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFHADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEK
CCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAALGL (SEQ ID NO:9)

(Subrayado: sitio de escision de trombina y conector de GGS; cursiva: secuencia de albimina humana)

3. GPV murina soluble (smGPV)

La GPV murina soluble (aa 1-519 de GPV murina madura) se expresé recombinantemente en células CHO, se
purificé usando una columna anti-Flag y se resolvié en tampdn de PBS. La pureza se verificé utilizando SDS PAGE
estandar.

Secuencia de aminoacidos de smGPV madura (péptido sefial no mostrado):

QPFPCPKTCKCVVRDAAQCSGGSVAHIAELGLPTNLTHILLFRMDQGILRNHSEFSGMTVLOROMLSDSHISAIDP
GTFNDLVKLKTLRLTRNKISRLPRATILDKMVLLEQLFLDHNALRDLDONLEFQOLRNLOQELGLNONQLSFLPANLE
SSLRELKLLDLSRNNLTHLPKGLLGAQVKLEKLLLY SNQLTSVDSGLLSNLGALTELRLERNHLRSVAPGAFDRL
GNLSSLTLSGNLLESLPPALFLHVSSVSRLTLFENPLEELPDVLFGEMAGLRELWLNGTHLSTLPAAAFRNLSGL
QTLGLTRNPRLSALPRGVFQGLRELRVLGLHTNALAELRDDALRGLGHLROVSLRHNRLRALPRTLFRNLSSLES
VOLEHNQLETLPGDVFAALPQLTOVLLGHNPWLCDCGLWRFLOWLRHHPDILGRDEPPQCRGPEPRASLSEFWELL

OGDPWCPDPRSLPLDPPTENALEAPVPSWLPNSWOSOTWAQLVARGESPNNRLECGRNPAFLYKVVLEMDYKDDD
DK (SEQ ID NO:8)
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(Cursiva: etiqueta Flag)
Lesion mecanica de la aorta abdominal

Para abrir la cavidad abdominal de ratones anestesiados (10-16 semanas de edad), se realizé una incision
longitudinal en la linea media y se expuso la aorta abdominal. Se colocé una sonda de flujo ultrasénico Doppler
(Transonic Systems, Maastricht, Paises Bajos) alrededor de la aorta y se indujo la trombosis mediante una lesion
mecanica con una unica compresion firme (15 s) de un férceps mas delante de la sonda de flujo. Se control6 el flujo
sanguineo hasta que se produjo la oclusiéon completa o transcurrieron 30 minutos.

Oclusion transitoria de la arteria cerebral media (tMICAO)

La isquemia cerebral focal se indujo en ratones de 8 a 12 semanas de edad por una oclusién transitoria de la arteria
cerebral media (tMCAOQ). La anestesia por inhalacion fue inducida mediante isoflurano al 2% en una mezcla de 70%
de N2/30% de O2 y se utilizé6 un dispositivo de calentamiento servocontrolado para registrar y mantener la
temperatura corporal durante el procedimiento quirdrgico. La duraciéon del procedimiento quirdrgico por animal se
mantuvo por debajo de 15 minutos. Se hizo avanzar un monofilamento de nailon 6.0 recubierto con goma de silicona
(6021PK10, Doccol, Redlands, CA, EE. UU.) a través de la arteria carétida hasta el origen de la arteria cerebral
media (MCA) que causa un infarto de la MCA. Después de un tiempo de oclusion de 60 minutos, se retiro el
filamento permitiendo la reperfusion. Los animales se sacrificaron 24 h después de la reperfusion y se verificaron los
cerebros en busca de hemorragias intracerebrales. El grado del infarto se evalué cuantitativamente 24 horas
después de la reperfusion en secciones de cerebro tefiidas con cloruro de 2,3,5-trifeniltetrazolio (TTC, Sigma-
Aldrich) (solucion al 2% (p/v)). Las mediciones planimétricas de las areas infartadas (software ImageJ, NIH,
Bethesda, MD, EE. UU.) corregidas por el edema cerebral se realizaron de forma ciega.

Ensayo de tiempo de sangrado

Los ratones se anestesiaron mediante inyeccion intraperitoneal de anestesia triple y se extrajo un segmento de 2
mm de la punta de la cola con un bisturi. El sangrado de la cola se controlé absorbiendo suavemente sangre con
papel de filtro a intervalos de 20 s sin contactar directamente el sitio de la herida. Cuando no se observd sangre en
el papel, se determiné que el sangrado habia cesado. El experimento se detuvo manualmente después de 20
minutos por cauterizacion.

Formacion de trombos en colageno bajo flujo in vitro

Para la adhesion al colageno, los cubreobjetos se recubrieron con 200 ug ml' de colageno | a 37 °C y/o y se
bloquearon durante 1 h con BSA al 1% en PBS. La sangre entera (700 pl + 300 pl de heparina (20 U/ml en TBS, pH
7,3)) se diluyo 2:1 en el tampén de Tyrode que contenia Ca®* y se introdujo en una jeringa de 1 ml. Antes de la
perfusion, la sangre anticoagulada se incubd con derivado anti-GPIX conjugado con Dylight-488 (0,2 ug/ml) a 37 °C
durante 5 minutos. Las camaras de flujo transparentes con una profundidad de corte de 50 pm, equipadas con
cubreobjetos recubiertos, se conectaron a una jeringa que se llend con sangre entera diluida. La perfusion se realizé
usando una bomba sin pulsos bajo alto estrés por cizallamiento equivalente a una velocidad de cizallamiento de la
pared de 1.000 s™' o0 1.700 s™'. La formacion de agregados se visualizé con un microscopio invertido Zeiss Axiovert
200 (objetivo 40x/0,60). Las imagenes de contraste de fase y fluorescencia se grabaron con una camara CoolSNAP-
EZ y se analizaron fuera de linea utilizando el software MetaVue.

Analisis estadistico

Los resultados se muestran como media + DE de al menos tres experimentos individuales por grupo. Cuando fue
aplicable, se utilizd la prueba exacta de Fisher para el analisis estadistico. De lo contrario, la prueba t de Welch se
realizé para el andlisis estadistico. Los valores p <0,05 se consideraron estadisticamente significativos.

Listado de secuencias

<110> Julius-Maximilians-Universitat Wirzburg

<120> Glicoproteina V soluble como agente antitrombadtico

<130> 2015_M002_A251

<150> EP15202530.0
<151>2015-12-23
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<160> 10

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1

<211> 3493

<212> ADN
<213> Homo sapiens

<220>
<221> CDS
<222> (32)..(1714)

<400> 1
agttactttg gagtgcagaa ccatttcaga ¢ atg ctg agg ggg act cta ctg 52
Met Leu Arg Gly Thr Leu Leu
1 5
tgc geg gtg cte ggg ctt ctg cge geec cag cce tte cece tgt ccg ceca 100
Cys Ala Val Leu Gly Leu Leu Arg Ala Gln Pro Phe Pro Cys Pro Pro
10 15 20
gct tge aag tgt gtc tte cgg gac gecec geg cag tge tecg ggg gge gac 148
Ala Cys Lys Cys Val Phe Arg Asp Ala Ala Gln Cys Ser Gly Gly Asp
25 30 35

gtg gcg cge atc tce geg cta gge ctg cce acc aac cte acg cac atc 196
Val Ala Arg Ile Ser Ala Leu Gly Leu Pro Thr Asn Leu Thr His Ile

40 45 50 55

ctg ctec ttc gga atg ggc cge gge gte ctg cag age cag agce tte age 244
Leu Leu Phe Gly Met Gly Arg Gly Val Leu Gln Ser Gln Ser Phe Ser

60 65 70
ggc atg acc gtc ctg cag cgc cte atg atc tece gac age cac att tcece 292
Gly Met Thr Val Leu Gln Arg Leu Met Ile Ser Asp Ser His Ile Ser
75 80 85
gce gtt geec cce gge ace tte agt gac ctg ata aaa ctg aaa acc ctg 340
Ala Val Ala Pro Gly Thr Phe Ser Asp Leu Ile Lys Leu Lys Thr Leu
90 95 100
agg ctg tcg cgc aac aaa atc acg cat ctt cca ggt gcg ctg ctg gat 388
Arg Leu Ser Arg Asn Lys Ile Thr His Leu Pro Gly Ala Leu Leu Asp
105 110 115

aag atg gtg ctc ctg gag cag ttg ttt ttg gac cac aat gcg cta agg 436
Lys Met Val Leu Leu Glu Gln Leu Phe Leu Asp His Asn Ala Leu Arg

120 125 130 135

ggc att gac caa aac atg ttt cag aaa ctg gtt aac ctg cag gag ctc 484
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Gly

gct
Ala

aat
Asn

cac
His

ctg
Leu
200

agc
Ser

tcec
Ser

acg
Thr

cat
His

gag
Glu
280

tgg
Trp

aac
Asn

agc
Ser

cte
Leu

cge
Arg
360

cge
Arg

Ile

ctg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
185

ctc
Leu

ctg
Leu

atc
Ile

ctt
Leu

tcg
Ser
265

cte
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

gcg
Ala

gce
Ala
345

ggc
Gly

gce
Ala

Asp

aac
Asn

gag
Glu
170

cce
Pro

cac
His

ggc
Gly

gca
Ala

tcg
Ser
250

cac
His

ccg
Pro

aac
Asn

agc
Ser

ctt
Leu
330

ctg
Leu

cte
Leu

ctg
Leu

Gln

cag
Gln
155

aac
Asn

aag
Lys

tcg
Ser

gcc
Ala

ccc
Pro
235

aga
Arg

aat
Asn

999
Gly

cgc
Arg

cgce
Arg
315

ccg
Pro

cac
His

ggc
Gly

ccc
Pro

Asn
140

aat
Asn

ctg
Leu

ggg9
Gly

aac
Asn

ctg
Leu
220

gg99
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

gtg
vVal

acc
Thr
300

ctg
Leu

cag
Gln

tce
Ser

aag
Lys

cgt
Arg
380

Met

cag
Gln

aag
Lys

ttg
Leu

cge
205
acg

Thr

gcc
Ala

cac
His

act
Thr

ctc
Leu
285

cag
Gln

cgg
Arg

ggc
Gly

aac
Asn

ctg
Leu
365

gcc
Ala
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Phe

cte
Leu

ttg
Leu

ctt
Leu
190

ctt
Leu

gag
Glu

ttc
Phe

ctt
Leu

ctg
Leu
270

ttc
Phe

ctg
Leu

tac
Tyr

gcc
Ala

ggc
Gly
350

cgc

Arg

cte
Leu

Gln

gat
Asp

ttg
Leu
175

gga
Gly

gtg
val

ctg
Leu

gac
Asp

gcg
Ala
255

ttg
Leu

999
Gly

cgc
Arg

tta
Leu

tte
Phe
335

ctg
Leu

cag
Gln

ttc
Phe

Lys

ttc
Phe
160

gat
Asp

gca
Ala

tct
Ser

cag
Gln

cgg
Arg
240

ttt
Phe

act
Thr

gag
Glu

acc
Thr

ggg
Gly
320

cag
Gln

acc
Thr

gtg
Val

cge
Arg

Leu
145

ctt
Leu

tta
Leu

cag
Gln

ctg
Leu

ttc
Phe
225

ctc
Leu

cte
Leu

ctg
Leu

atg
Met

ctg
Leu
305

gtg
Val

ggc
Gly

gcc
Ala

tce
Ser

aat
Asn
385

21

Val

cct
Pro

tcg
Ser

gct
Ala

gat
Asp
210

cac
His

CcCa
Pro

cce
Pro

tte
Phe

999
Gly
290

ccc
Pro

act
Thr

ctt
Leu

ctce
Leu

ctg
Leu
370

ctc
Leu

Asn

gce
Ala

gga
Gly

aag
Lys
195

tecg
Ser

cga
Arg

aac
Asn

tct
Ser

gag
Glu
275

gge
Gly

gcc
Ala

ctg
Leu

ggc
Gly

cce
Pro
355

cgc

Arg

agc
Ser

Leu

agt
Ser

aac
Asn
180

cte
Leu

999
Gly

aat
Asn

ctc
Leu

gcg
Ala
260

aac
Asn

ctg
Leu

gcc
Ala

agc
Ser

gag
Glu
340

gac
Asp

cgc
Arg

agc
Ser

Gln

cte
Leu
165

aac
Asn

gag
Glu

ctg
Leu

cac
His

agt
Ser
245

ctc
Leu

ccg
Pro

cag
Gln

gcc
Ala

ccg
Pro
325

ctc

Leu

ggc
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

Glu
150

ttc
Phe

ctg
Leu

aga
Arg

ttg
Leu

atc
Ile
230

tct
Ser

ttt
Phe

ctg
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
310

cgg
Arg

cag
Gln

ttg
Leu

agg
Arg

gag
Glu
390

Leu

acg
Thr

acc
Thr

ctt
Leu

aac
Asn
215

cgt
Arg

ttg
Leu

ctt
Leu

gca
Ala

ctg
Leu
295

cgc
Arg

ctg
Leu

gtg
val

ctg
Leu

ctg
Leu
375

agce
Ser

532

580

628

676

724

772

820

868

916

964

1012

1060

1108

1156
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cte
Leu

gte
Val

cag
Gln

gct
Ala

ctg
Leu
410

999
Gly

cgc
Arg

tgc
Cys
425

gac
Asp

cte
Leu

cta
Leu
440

ggce
Gly

cac
His

gcg
Ala

gce
Ala

tgec
Cys

ceg
Pro

gge
Gly

teg
Ser

gaa
Glu

gce
Ala
490

tagg
Trp

gtg
val
505

tgg
Trp

tte
Phe

ccg
Pro
520

tgg
Trp

atc
Ile

acc
Thr

gtg
val

tta
Leu

atc
Ile

aaa
Lys
attacttaga
tecteocectece
ctttcecctece
tecectetetgt
gcetgecette
gttggaccca
tcagtgtcta
gccggtaaat

atggctttte

ttggacagtc

cac
His

gac
Asp
395

cce
Pro

cgg
Arg

tgt
Cys

ggc
Gly

gtg
Val

ggc
Gly

aac
Asn

ctg
Leu

ctg
Leu

gg99
Gly
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cag
Gln

ctg
Leu

acg
Thr

gag
Glu
415

ccc
Pro

999
Gly
430

gaa
Glu

gag
Glu

445

ctg
Leu
460

ggc
Gly

cce
Pro
475

cgg
Arg

cct
Pro

gtc
Val

gce
Ala

cag
Gln

ttt
Phe

999
Gly

ccg
Pro

ggc
Gly

cac
His

ccg
Pro

tat
Tyr

cte
Leu

tgg
Trp

cct
Pro

ccg
Pro

cca
Pro

gcce
Ala
495

acc
Thr

gtg
val
510

ttt
Phe

ctg
Leu

525

atc
Ile

gtg
Val
540
aga gag
Arg Glu
555

acctgaccag
ctceccecacte
tccteceect
gtceceeccegee
cccagcetecece
tcegtgetece
ctgagtaagg
gtttgtgaaa
ctggagggaa

tagctetgtg

ttt
Phe

aga
Arg Ala

gct
Ala

atg
Met

ctt
Leu

gcc

atgtggctceg
ctcctetett
ctcecgetcetg
cgtteetgga
acgcgggtgt
getgtgectg
ggacagctcc
tcaatgecgtg
aggataggct

gceccaggetg

gag
Glu
400

gte
Val

ttec
Phe

cce
Pro

gcce
Ala

cce
Pro
480

ttg
Leu

acg
Thr

ctt
Leu

att
Ile

999
Gly
560

acc
Thr

ctg
Leu

ctg
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu

999
Gly

cca
Pro

cgg
Arg
450

ctg
Leu
465

ccg
Pro

cce
Pro

cge
Arg

cce
Pro

gct
Ala

aaa
Lys

ggce
Gly

tta
Leu

gct
Ala
530

att
Ile

aaa
Lys
545

taa

gaggggaatc

cttectette
tgctcttcat
aactgagcett
gcgctgacac
gcttggegte
aggccggggc
gataaaggaa

gttgctctat

gegtgeagtyg

22

cct
Pro

ggc
Gly

gac
Asp
405

cac
His
420

aac
Asn

999
Gly

ctg
Leu

tgg
Trp
435

cgg
Arg

tgc
Cys

gca
Ala

ggce
Gly

ggt
Gly

999
Gly

gac
Asp

gct
Ala

gcg
Ala

gac
Asp
485

tca
Ser

aac
Asn

agc
Ser
500

caa
Gln

gat
Asp

ggt
Gly
515

gtt
vVal

cag
Gln

gcc
Ala

cte
Leu

caa
Gln

ggc
Gly

cagacccgcet
tctetcactg
tctcacaggce
gacgtttgta
tgceggggge
tggtggagag
ctgtctcctg
cacatgccat
ctaatttttt

ggccegtcetea

ttt
Phe

gtg
Val

tce
Ser

tgg
Trp

cac
His

cag
Gln

cct
Pro

gg9g9
Gly
455

gcg
Ala
470

gag
Glu

tce
Ser

agce
Ser

cce
Pro

gaa
Glu

cat
His

agt
Ser

atc
Ile
535

atg
Met

ttt
Phe
550

cga
Arg

accaatggga aaatcttcta

gctgtettge
ccacgcectte
ccgcaacccc
aactgtggtt
gctggactgt
aggggcctcet
cacagagtaa
ccaagtgatg
gtttttgttt

gttcactgceca

1252

1300

1348

1396

1444

1492

1540

1588

1636

1684

1734

1794

1854

1914

1974

2034

2094

2154

2214

2274

2334



10

gcctecgect
gaggcgtgtg
gccatattgg
gceegecttg
ttcatcgaat
tcactttatg
tgagcatttt
tcecetecagg
tgctttacat
ctgccaccte
ataatgataa
aaagccgtaa
aaacaggggc
tgcatgggac
taaaacagga
gcatataatg
attactaaag
ggtatttttc
catcagtctg

aatccagagce

<210> 2

<211> 560

<212> PRT
<213> Homo sapiens

<400> 2

Met Leu

Gln Pro

Ala Gln

Pro Thr
50

cccaggttca
ccactacacc
cctggetgat
gcctcccaaa
tttatttgag
tctetetgac
caggataagc
tgcccagtgt
ccatgcaaca
atttcacaag
gcttgattct
aacctttgtt
tggcgagttg
tttgggtaag
taacatagta
acttagcecca
gatgagcaat
tctgtgtata
tctteeectg

aatggatcc

Arg Gly Thr
5

Phe
20

Cys
35

Asn

Pro Cys

Ser Gly

Leu Thr

ES 2805318 T3

agtgattctc
cggctaattt
ctcaaactce
gtgctgggat
aagtagagct
ctatgggcta
gacttctgtg
aggtccagcg
tgtcattttg
catttatgga
agttcagctg
gctttaattg
acaactgtgg
acacctgcett
cctgettegt
gcggectgea
tattattggce
agggtaagtc

cggatggcect

Leu Leu

Pro Pro

Gly Asp

His Ile
55

atgcctcage
ttgtactttt
tggtcttgaa
tacaggcgta
cttgccattt
cttgggagag
aggctgagag
tgtttcectga
aaactggatt
gcagttaaca
ctgtcacagt
aatgtctgtg
gttcaaatcc
acattctcta
agagtttttg
ggcaatacat
atcatgattt
cgaactttct

cagccctggg

gttctgagta
taaagtagag
ctecectggeca
agccactaca
tttcccettge
cactggactc
aggaagaaaa
gcctectgtg
gatttgcatt
tgtgactggt
ctcatttgtt
cttatgagag
cagctctacc
agccttggtt
tgagaattaa
gttaatgaat
ctaaagaaga
cagactggag

tggccagact

Cys Ala Val Leu Gly

10

Ala Cys Lys Cys Val

25

Val Ala Arg Ile Ser

40

Leu Leu Phe Gly Met

23

60

gctgggatta
acggggcttt
caagtgatct
cctggececte
tccattttte
cattcatgca
cacggagcct
agtttccact
tcectggaact
attcatgaat
cttccaactg
gcagtggtta
acttactaac
tcectgaacct
aggcaataaa
gttagectatt
gctttgagtt
gttacattca

ctgtgctcac

2394

2454

2514

2574

2634

2694

2754

2814

2874

2934

2994

3054

3114

3174

3234

3294

3354

3414

3474

3493

Leu Leu Arg Ala

15

Phe Arg Asp Ala

30

Ala Leu Gly Leu

45

Gly Arg Gly Val



Leu

65

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

145

Leu

Leu

Gln

Leu

Phe

225

Leu

Leu

Leu

Met

Leu

Gln

Ser

Ile

Pro

Asp

130

Val

Pro

Ser

Ala

Asp

210

His

Pro

Pro

Phe

Gly

290

Pro

Ser

Asp

Lys

Gly

115

His

Asn

Ala

Gly

Lys

195

Ser

Arg

Asn

Ser

Glu

275

Gly

Ala

Gln

Ser

Leu

100

Ala

Asn

Leu

Ser

Asn

180

Leu

Gly

Asn

Leu

Ala

260

Asn

Leu

Ala

Ser

His

85

Lys

Leu

Ala

Gln

Leu

165

Asn

Glu

Leu

His

Ser

245

Leu

Pro

Gln

Ala

ES 2805318 T3

Phe

70

Ile

Thr

Leu

Leu

Glu

150

Phe

Leu

Arg

Leu

Ile

230

Ser

Phe

Leu

Glu

Phe

Ser

Ser

Leu

Asp

Arg

135

Leu

Thr

Thr

Leu

Asn

215

Arg

Leu

Leu

Ala

Leu

295

Arg

Gly

Ala

Arg

Lys

120

Gly

Ala

Asn

His

Leu

200

Ser

Ser

Thr

His

Glu

280

Trp

Asn

Met

Val

Leu

105

Met

Ile

Leu

Leu

Leu

185

Leu

Leu

Ile

Leu

Ser

265

Leu

Leu

Leu

24

Thr

Ala

90

Ser

Val

Asp

Asn

Glu

170

Pro

His

Gly

Ala

Ser

250

His

Pro

Asn

Ser

Val

75

Pro

Arg

Leu

Gln

Gln

155

Asn

Lys

Ser

Ala

Pro

235

Arg

Asn

Gly

Arg

Arg

Leu

Gly

Asn

Leu

Asn

140

Asn

Leu

Gly

Asn

Leu

220

Gly

Asn

Leu

val

Thr

300

Leu

Gln

Thr

Lys

Glu

125

Met

Gln

Lys

Leu

Arg

205

Thr

Ala

His

Thr

Leu

285

Gln

Arg

Arg

Phe

Ile

110

Gln

Phe

Leu

Leu

Leu

190

Leu

Glu

Phe

Leu

Leu

270

Phe

Leu

Tyr

Leu

Ser

95

Thr

Leu

Gln

Asp

Leu

175

Gly

Val

Leu

Asp

Ala

255

Leu

Gly

Arg

Leu

Met

80

Asp

His

Phe

Lys

Phe

160

Asp

Ala

Ser

Gln

Arg

240

Phe

Thr

Glu

Thr

Gly



305

Val

Gly

Ala

Ser

Asn

385

Thr

Leu

Leu

Pro

Leu

465

Arg

Ala

Gly

Leu

Lys
545

Thr

Leu

Leu

Leu

370

Leu

Leu

Leu

Gly

Arg

450

Pro

Pro

Pro

Lys

Ala

530

Ile

Leu

Gly

Pro

355

Arg

Ser

Pro

Gly

Trp

435

Cys

Gly

Ala

Asn

Gly

515

Val

Gly

Ser

Glu

340

Asp

Arg

Ser

Gly

His

420

Leu

Ala

Gly

Ala

Ser

500

Gln

Gln

Gln

Pro

325

Leu

Gly

Asn

Leu

Asp

405

Asn

Arg

Gly

Asp

Asp

485

Ser

Asp

Ala

Leu

ES 2805318 T3

310

Arg

Gln

Leu

Arg

Glu

390

Val

Ser

Gln

Pro

Ala

470

Ser

Glu

His

Met

Phe
550

Leu

Val

Leu

Leu

375

Ser

Phe

Trp

His

Gly

455

Glu

Ser

Pro

Ser

Ile

535

Arg

Ser

Leu

Arg

360

Arg

Val

Gly

Arg

Leu

440

Ala

Cys

Ser

Trp

Pro

520

Thr

Lys

Ala

Ala

345

Gly

Ala

Gln

Ala

Cys

425

Gly

His

Pro

Glu

Val

505

Phe

Val

Leu

25

Leu

330

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

410

Asp

Leu

Ala

Gly

Ala

490

Trp

Trp

Ile

Ile

315

Pro

His

Gly

Pro

Asp

395

Pro

Cys

Val

Gly

Pro

475

Pro

Ala

Gly

Ile

Arg
555

Gln

Ser

Lys

Arg

380

His

Arg

Gly

Gly

Leu

460

Arg

Val

Gln

Phe

Val

540

Glu

Gly

Asn

Leu

365

Ala

Asn

Leu

Leu

Gly

445

Pro

Gly

His

Pro

Tyr

525

Phe

Arg

Ala

Gly

350

Arg

Leu

Gln

Thr

Gly

430

Glu

Leu

Pro

Pro

Val

510

Phe

Ala

Ala

Phe

335

Leu

Gln

Phe

Leu

Glu

415

Pro

Glu

Trp

Pro

Ala

495

Thr

Leu

Met

Leu

320

Gln

Thr

Val

Arg

Glu

400

Val

Phe

Pro

Ala

Pro

480

Leu

Thr

Leu

Ile

Gly
560



<210> 3
<211> 544
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3

Gln

Ala

Pro

Leu

Ile

65

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

145

Leu

Gln

Leu

Phe

Pro

Gln

Thr

Gln

50

Ser

Ile

Pro

Asp

Val

130

Pro

Ser

Ala

Asp

His
210

Phe

Cys

Asn

35

Ser

Asp

Lys

Gly

His

115

Asn

Ala

Gly

Lys

Ser

195

Arg

Pro

Ser

20

Leu

Gln

Ser

Leu

Ala

100

Asn

Leu

Ser

Asn

Leu

180

Gly

Asn

Cys

Gly

Thr

Ser

His

Lys

85

Leu

Ala

Gln

Leu

Asn

165

Glu

Leu

His

ES 2805318 T3

Pro

Gly

His

Phe

Ile

70

Thr

Leu

Leu

Glu

Phe

150

Leu

Arg

Leu

Ile

Pro

Asp

Ile

Ser

55

Ser

Leu

Asp

Arg

Leu

135

Thr

Thr

Leu

Asn

Arg
215

Ala

Val

Leu

40

Gly

Ala

Arg

Lys

Gly

120

Ala

Asn

His

Leu

Ser

200

Ser

Cys

Ala

25

Leu

Met

Val

Leu

Met

105

Ile

Leu

Leu

Leu

Leu

185

Leu

Ile

26

Lys

10

Arg

Phe

Thr

Ala

Ser

90

Val

Asp

Asn

Glu

Pro

170

His

Gly

Ala

Cys

Ile

Gly

Val

Pro

75

Arg

Leu

Gln

Gln

Asn

155

Lys

Ser

Ala

Pro

Val

Ser

Met

Leu

60

Gly

Asn

Leu

Asn

Asn

140

Leu

Gly

Asn

Leu

Gly
220

Phe

Ala

Gly

45

Gln

Thr

Lys

Glu

Met

125

Gln

Lys

Leu

Arg

Thr

205

Ala

Arg

Leu

Arg

Arg

Phe

Ile

Gln

110

Phe

Leu

Leu

Leu

Leu

190

Glu

Phe

Asp

15

Gly

Gly

Leu

Ser

Thr

95

Leu

Gln

Asp

Leu

Gly

175

Val

Leu

Asp

Ala

Leu

Val

Met

Asp

80

His

Phe

Lys

Phe

Asp

160

Ala

Ser

Gln

Arg



Leu

225

Leu

Leu

Met

Leu

Val

305

Gly

Ala

Ser

Asn

Thr

385

Leu

Leu

Pro

Leu

Arg
465

Pro

Pro

Phe

Gly

Pro

290

Thr

Leu

Leu

Leu

Leu

370

Leu

Leu

Gly

Arg

Pro

450

Pro

Asn

Ser

Glu

Gly

275

Ala

Leu

Gly

Pro

Arg

355

Ser

Pro

Gly

Trp

Cys

435

Gly

Ala

Leu

Ala

Asn

260

Leu

Ala

Ser

Glu

Asp

340

Arg

Ser

Gly

His

Leu

420

Ala

Gly

Ala

Ser

Leu

245

Pro

Gln

Ala

Pro

Leu

325

Gly

Asn

Leu

Asp

Asn

405

Arg

Gly

Asp

Asp

ES 2805318 T3

Ser

230

Phe

Leu

Glu

Phe

Arg

310

Gln

Leu

Arg

Glu

Val

390

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser
470

Leu

Leu

Ala

Leu

Arg

295

Leu

Val

Leu

Leu

Ser

375

Phe

Trp

His

Gly

Glu

455

Ser

Thr

His

Glu

Trp

280

Asn

Ser

Leu

Arg

Arg

360

Val

Gly

Arg

Leu

Ala

440

Cys

Ser

Leu

Ser

Leu

265

Leu

Leu

Ala

Ala

Gly

345

Ala

Gln

Ala

Cys

Gly

425

His

Pro

Glu

27

Ser

His

250

Pro

Asn

Ser

Leu

Leu

330

Leu

Leu

Leu

Leu

Asp

410

Leu

Ala

Gly

Ala

Arg

235

Asn

Gly

Arg

Arg

Pro

315

His

Gly

Pro

Asp

Pro

395

Cys

Val

Gly

Pro

Pro
475

Asn

Leu

Val

Thr

Leu

300

Gln

Ser

Lys

Arg

His

380

Arg

Gly

Gly

Leu

Arg

460

Val

His

Thr

Leu

Gln

285

Arg

Gly

Asn

Leu

Ala

365

Asn

Leu

Leu

Gly

Pro

445

Gly

His

Leu

Leu

Phe

270

Leu

Tyr

Ala

Gly

Arg

350

Leu

Gln

Thr

Gly

Glu

430

Leu

Pro

Pro

Ala

Leu

255

Gly

Arg

Leu

Phe

Leu

335

Gln

Phe

Leu

Glu

Pro

415

Glu

Trp

Pro

Ala

Phe

240

Thr

Glu

Thr

Gly

Gln

320

Thr

Val

Arg

Glu

Val

400

Phe

Pro

Ala

Pro

Leu
480
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<210> 4
<211> 527
<212> PRT

Ala Pro Asn Ser

Gly Lys Gly Gln
500

Leu Ala Val Gln
515

Lys Ile Gly Gln
530

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> GPV soluble con etiqueta de polihistidina en el terminal C

<400> 4

Ser

485

Asp

Ala

Leu

ES 2805318 T3

Glu Pro

His Ser

Met Ile

Phe Arg
535

Trp Val

Pro Phe
505

Thr Val
520

Lys Leu

28

Trp Ala Gln
490

Trp Gly Phe

Ile Ile Val

Ile Arg Glu
540

Pro Val Thr
495

Tyr Phe Leu
510

Phe Ala Met
525

Arg Ala Leu

Thr

Leu

Ile

Gly



Gln

Ala

Pro

Leu

Ile

65

Leu

Leu

Leu

Leu

Pro

Gln

Thr

Gln

50

Ser

Ile

Pro

Asp

val
130

Phe

Cys

Asn

35

Ser

Asp

Lys

Gly

His

115

Asn

Pro

Ser

20

Leu

Gln

Ser

Leu

Ala

100

Asn

Leu

Cys

Gly

Thr

Ser

His

Lys

85

Leu

Ala

Gln

ES 2805318 T3

Pro

Gly

His

Phe

Ile

70

Thr

Leu

Leu

Glu

Pro

Asp

Ile

Ser

55

Ser

Leu

Asp

Arg

Leu
135

Ala

Val

Leu

40

Gly

Ala

Arg

Lys

Gly

120

Ala

Cys

Ala

25

Leu

Met

Val

Leu

Met

105

Ile

Leu

29

Lys

10

Arg

Phe

Thr

Ala

Ser

90

Val

Asp

Asn

Cys

Ile

Gly

Val

Pro

75

Arg

Leu

Gln

Gln

Val

Ser

Met

Leu

60

Gly

Asn

Leu

Asn

Asn
140

Phe

Ala

Gly

45

Gln

Thr

Lys

Glu

Met

125

Gln

Arg

Leu

30

Arg

Arg

Phe

Ile

Gln

110

Phe

Leu

Asp

15

Gly

Gly

Leu

Ser

Thr

95

Leu

Gln

Asp

Ala

Leu

Val

Met

Asp

His

Phe

Lys

Phe



Leu

145

Leu

Gln

Leu

Phe

Leu

225

Leu

Leu

Met

Leu

Val

305

Gly

Ala

Ser

Asn

Thr
385

Pro

Ser

Ala

Asp

His

210

Pro

Pro

Phe

Gly

Pro

290

Thr

Leu

Leu

Leu

Leu

370

Leu

Ala

Gly

Lys

Ser

195

Arg

Asn

Ser

Glu

Gly

275

Ala

Leu

Gly

Pro

Arg

355

Ser

Pro

Ser

Asn

Leu

180

Gly

Asn

Leu

Ala

Asn

260

Leu

Ala

Ser

Glu

Asp

340

Arg

Ser

Gly

Leu

Asn

165

Glu

Leu

His

Ser

Leu

245

Pro

Gln

Ala

Pro

Leu

325

Gly

Asn

Leu

Asp

ES 2805318 T3

Phe

150

Leu

Arg

Leu

Ile

Ser

230

Phe

Leu

Glu

Phe

Arg

310

Gln

Leu

Arg

Glu

val
390

Thr

Thr

Leu

Asn

Arg

215

Leu

Leu

Ala

Leu

Arg

295

Leu

Val

Leu

Leu

Ser

375

Phe

Asn

His

Leu

Ser

200

Ser

Thr

His

Glu

Trp

280

Asn

Ser

Leu

Arg

Arg

360

Val

Gly

Leu

Leu

Leu

185

Leu

Ile

Leu

Ser

Leu

265

Leu

Leu

Ala

Ala

Gly

345

Ala

Gln

Ala

30

Glu

Pro

170

His

Gly

Ala

Ser

His

250

Pro

Asn

Ser

Leu

Leu

330

Leu

Leu

Leu

Leu

Asn

155

Lys

Ser

Ala

Pro

Arg

235

Asn

Gly

Arg

Arg

Pro

315

His

Gly

Pro

Asp

Pro
395

Leu

Gly

Asn

Leu

Gly

220

Asn

Leu

Val

Thr

Leu

300

Gln

Ser

Lys

Arg

His

380

Arg

Lys

Leu

Arg

Thr

205

Ala

His

Thr

Leu

Gln

285

Arg

Gly

Asn

Leu

Ala

365

Asn

Leu

Leu

Leu

Leu

190

Glu

Phe

Leu

Leu

Phe

270

Leu

Tyr

Ala

Gly

Arg

350

Leu

Gln

Thr

Leu

Gly

175

vVal

Leu

Asp

Ala

Leu

255

Gly

Arg

Leu

Phe

Leu

335

Gln

Phe

Leu

Glu

Asp

160

Ala

Ser

Gln

Arg

Phe

240

Thr

Glu

Thr

Gly

Gln

320

Thr

Val

Arg

Glu

Val
400
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<210>5

Leu

Leu

Pro

Leu

Arg

465

Ala

Gly

Leu

<211> 2215

<212> ADN

Leu

Gly

Arg

Pro

450

Pro

Pro

Lys

Ala

<213> Mus musculus

<220>
<221> CDS

<222> (30)..(1733)

<400> 5

Gly

Trp

Cys

435

Gly

Ala

Asn

Gly

vVal
515

His

Leu

420

Ala

Gly

Ala

Ser

Gln

500

Gln

Asn

405

Arg

Gly

Asp

Asp

Ser

485

Asp

Ala

ES 2805318 T3

Ser

Gln

Pro

Ala

Ser

470

Glu

His

His

Trp

His

Gly

Glu

455

Ser

Pro

Ser

His

Arg

Leu

Ala

440

Cys

Ser

Trp

Pro

His
520

31

Cys

Gly

425

His

Pro

Glu

Val

Phe

505

His

Asp

410

Leu

Ala

Gly

Ala

Trp

490

Trp

His

Cys

Val

Gly

Pro

Pro

475

Ala

Gly

His

Gly

Gly

Leu

Arg

460

Val

Gln

Phe

His

Leu

Gly

Pro

445

Gly

His

Pro

Tyr

His
525

Gly

Glu

430

Leu

Pro

Pro

Val

Phe

510

His

Pro

415

Glu

Trp

Pro

Ala

Thr

495

Leu

His

Phe

Pro

Ala

Pro

Leu

480

Thr

Leu



ES 2805318 T3

tcagtccagg gtgcagaact gcttcagac

gcg
Ala

tgc
Cys
25

gct
Ala

cte
Leu

gtg
val
10

aag

Lys

cac
His

tte
Phe

ctc
Leu

tgt
Cys

atc
Ile

cga
Arg

gca
Ala

gtg
val

gct
Ala

atg
Met

cte
Leu

gtc
Val

gag
Glu
45

gac
Asp

ttg
Leu

cge
Arg
30

cta
Leu

cag
Gln

cgt
Arg
15

gat
Asp

ggt
Gly

ggc
Gly

gce
Ala

gcc
Ala

ctg
Leu

ata
Ile

atg
Met

caa
Gln

gcg
Ala

cct
Pro

ttg
Leu
65

cta
Leu

cct
Pro

cag
Gln

acg
Thr
50

cgg
Arg

32

aga
Arg

ttt
Phe

tgc
Cys
35

aac
Asn

aac
Asn

agc
Ser

cce
Pro
20

tecg
Ser

ctc
Leu

cac
His

gcc
Ala

tgc
Cys

ggc
Gly

aca
Thr

agc
Ser

ctg
Leu

cce
Pro

ggc
Gly

cac
His

tte
Phe
70

ctg
Leu

aaa
Lys

agc
Ser

atc
Ile
55

agc
Ser

tcc
Ser

acc
Thr

gtg
Val
40

ctg

Leu

ggc
Gly

53

101

149

197

245



atg
Met

atc
Ile

ttg
Leu
105

atg
Met

ctt
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
185

ctc
Leu

ctg
Leu

gta
Val

cta
Leu

gtg
val
265

cte
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

aca
Thr

gac
Asp
90

acg
Thr

gta
val

gat
Asp

aac
Asn

aga
Arg
170

cce
Pro

tat
Tyr

ggc
Gly

gecce
Ala

tcc
Ser
250

agc

Ser

ccg
Pro

aac
Asn

agc
Ser

gtc
val
75

cce
Pro

cge
Arg

cte
Leu

caa
Gln

cag
Gln
155

gaa
Glu

aag
Lys

tca
Ser

gce
Ala

ccg
Pro
235

gga
Gly

agce
Ser

gac
Asp

ggc
Gly

gge
Gly

ctt
Leu

ggc
Gly

aac
Asn

ttg
Leu

aac
Asn
140

aat
Asn

ctg
Leu

gga
Gly

aac
Asn

ctg
Leu
220

ggt
Gly

aac
Asn

gtg
val

gtg
Val

acc
Thr
300

ttg
Leu

cag
Gln

acc
Thr

aaa
Lys

gaa
Glu
125

ctg
Leu

cag
Gln

aag
Lys

ctg
Leu

cag
Gln
205

act
Thr

gce
Ala

ctc
Leu

tct
Ser

ttg
Leu
285

cac

His

cag
Gln

cge
Arg

ttc
Phe

atc
Ile
110

cag
Gln

ttt
Phe

ctc
Leu

ttg
Leu

ctt
Leu
190

ctc
Leu

gag
Glu

ttce
Phe

ctg
Leu

cgg
Arg
270

ttc
Phe

ctg
Leu

acg
Thr
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ctg
Leu

aat
Asn
95

tct
Ser

ctg
Leu

cag
Gln

tct
Ser

ttg
Leu
175

999
Gly

acg
Thr

ctg
Leu

gac
Asp

gag
Glu
255

ctg

Leu

999
Gly

agc
Ser

ctg
Leu

atg
Met
80

gac
Asp

cgt
Arg

tte
Phe

caa
Gln

ttt
Phe
160

gat
Asp

gct
Ala

tct
Ser

cgg
Arg

cge
Arg
240

tct

Ser

act
Thr

gag
Glu

acg
Thr

999
Gly

cte
Leu

ctg
Leu

ctt
Leu

ttg
Leu

ctg
Leu
145

ctt
Leu

tta
Leu

caa
Gln

gtg
Val

ctg
Leu
225

cte
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

atg
Met

ctg
Leu
305

ctg
Leu

tca
Ser

gta
Val

cca
Pro

gac
Asp
130

cgt
Arg

cct
Pro

tecg
Ser

gtt
Val

gat
Asp
210

gag
Glu

gga
Gly

ccg
Pro

tte
Phe

gce
Ala
290

ccc
Pro

acg
Thr

33

gat
Asp

aaa
Lys

cgt
Arg
115

cac
His

aac
Asn

gct
Ala

cga

aag
Lys
195

tcg
Ser

cgg
Arg

aac
Asn

ccec
Pro

gag
Glu
275

ggc
Gly

gcce
Ala

cgg
Arg

agc
Ser

ctg
Leu
100

gcg
Ala

aat
Asn

ctt
Leu

aac
Asn

aac
Asn
180

ctt
Leu

g9g
Gly

aat
Asn

ctg
Leu

gcg
Ala
260

aac

Asn

ctg
Leu

gct
Ala

aac
Asn

cac
His
85

aaa
Lys

atc
Ile

gca
Ala

cag
Gln

ctt
Leu
165

aac
Asn

gag
Glu

ctg
Leu

cac
His

age
Ser
245

ctc
Leu

cce
Pro

cgg
Arg

gcc
Ala

ccg
Pro

att
Ile

acc
Thr

ctg
Leu

cta
Leu

gag
Glu
150

tte
Phe

ctg
Leu

aaa
Lys

ctg
Leu

cte
Leu
230

tce

Ser

ttc
Phe

ctg
Leu

gag
Glu

ttc
Phe
310

cgce

tcec
Ser

ctc
Leu

gat
Asp

agg
Arg
135

ctc
Leu

tcg
Ser

acc
Thr

ctg
Leu

agc
Ser
215

cge
Arg

ttg
Leu

ctt
Leu

gag
Glu

ctg
Leu
295

cgc

Arg

ctg
Leu

gce
Ala

agg
Arg

aag
Lys
120

gac
Asp

ggt
Gly

agc
Ser

cac
His

ctg
Leu
200

aac
Asn

tce
Ser

act
Thr

cac
His

gag
Glu
280

tgg
Trp

aac
Asn

agc
Ser

293

341

389

437

485

533

581

629

677

725

773

821

869

917

965

1013



gcg ctc
Ala Leu
330

geg ctg
Ala Leu
345

ggc ctc
Gly Leu

gece ctg
Ala Leu

cag cta
Gln Leu

gct ctg
Ala Leu
410

tgc gac
Cys Asp
425

gac atc
Asp Ile

cgc gcc
Arg Ala

ccg gat
Pro Asp

gaa gcc
Glu Ala
490

tgg gcc
Trp Ala
505

tgg ggt
Trp Gly

tte atce
Phe Ile

atc aga
Ile Arg

315

ccg
Pro

cac
His

999
Gly

cce
Pro

gag
Glu
395

cce
Pro

tgt
Cys

ctg
Leu

agc
Ser

cct
Pro
475

ccg
Pro

cag
Gln

ctt
Leu

gtg
Val

gag
Glu
555

cgce
Arg

acc
Thr

cac
His

cge
Arg
380

cac
His

cag
Gln

ggc
Gly

gge
Gly

ctg
Leu
460

cgc
Arg

gtt
vVal

ctg
Leu

tat
Tyr

ttt
Phe
540

aag
Lys

ggc
Gly

aac
Asn

ctg
Leu
365

acg
Thr

aac
Asn

ctg
Leu

ctg
Leu

cga
Arg
445

tcg
Ser

agc
Ser

ccg
Pro

gtg
val

att
Ile
525

gce

Ala

cte
Leu

gtg
Val

gce
Ala
350

cgc
Arg

cte
Leu

cag
Gln

acc
Thr

tgg
Trp
430

gac
Asp

ttc
Phe

ctg
Leu

tcc
Ser

gcce
Ala
510

ctg
Leu

atg
Met

ttg
Leu
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ttc
Phe
335

ctg
Leu

cag
Gln

ttc
Phe

ctg
Leu

cag
Gln
415

ccc
Pro

gag
Glu

tgg
Trp

cct
Pro

tgg
Trp
495

agg
Arg

ctt
Leu

att
Ile

tta
Leu

320

cag
Gln

gcg
Ala

gtg
Val

cge
Arg

gag
Glu
400

gte
Val

ttc
Phe

cce
Pro

gag
Glu

cte
Leu
480

ctg
Leu

ggt
Gly

cta
Leu

aaa
Lys

gag
Glu
560

ggc
Gly

gag
Glu

tcg
Ser

aac
Asn
385

acg
Thr

ctg
Leu

ctc
Leu

ccg
Pro

ctg
Leu
465

gac
Asp

cct
Pro

gaa
Glu

gta
val

atc
Ile
545

gca
Ala

cta
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu
370

cte
Leu

ctg
Leu

ctg
Leu

cag
Gln

cag
Gln
450

ctg
Leu

cct
Pro

aac
Asn

agt
Ser

gce
Ala
530

ggce
Gly

atg
Met

cgg
Arg

cgg
Arg
355

cge
Arg

agce
Ser

cca
Pro

ggt
Gly

tgg
Trp
435

tge
Cys

cag
Gln

cca
Pro

agc
Ser

cce
Pro
515

cag
Gln

cag
Gln

gga
Gly

tgaaactgac cagagcattg tggacggggc cccaaggaga

34

gag
Glu
340

gac
Asp

cac
His

agce
Ser

gga
Gly

cac
His
420

ctg
Leu

cgt
Arg

ggt
Gly

acc
Thr

tgg
Trp
500

aat

Asn

gce
Ala

ctg
Leu

aaa
Lys

atgcagtcag gatgctggeg

325

ctg
Leu

gac
Asp

aac
Asn

cte
Leu

gac
Asp
405

aac
Asn

cgg
Arg

ggce
Gly

gac
Asp

gaa
Glu
485

cag
Gln

aac
Asn

atc
Ile

ttt
Phe

tecg
Ser
565

cgce
Arg

gcg
Ala

cgg
Arg

gag
Glu
390

gtg
val

cce
Pro

cat
His

ceg
Pro

ccg
Pro
470

aat
Asn

tcc
Ser

agg
Arg

ata
Ile

cga
Arg
550

tgt
Cys

gtg
vVal

ctg
Leu

ctg
Leu
375

agce
Ser

ttc
Phe

tgg
Trp

cac
His

gag
Glu
455

tgg
Trp

gct
Ala

cag
Gln

cte
Leu

gce
Ala
535

aca

Thr

aac
Asn

ctc
Leu

cge
Arg
360

cgg
Arg

gtg
val

gcg
Ala

cte
Leu

ccg
Pro
440

cca

Pro

tgc
Cys

ctg
Leu

acg
Thr

tac
Tyr
520

gcg
Ala

tta
Leu

taa

1061

1109

1157

1205

1253

1301

1349

1397

1445

1493

1541

1589

1637

1685

1733

1793



tgccattaca
tceectetet
acctcctcetg
tcaggtccaa
gaatttgagg
taacatttgce
ttcccaaaat

aa

<210> 6

<211> 567

<212> PRT

<213> Mus musculus

<400> 6

ctatttccca
tcagaagtag
ctgttagttt
ctgtgcagceg
acacatcctg
tgaaggaaca

aaaggtggag
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ggccttttct
cttttgtaaa
caagggggct
ctgggtgcect
ccagtgggca
ccggcttaaa

tgttcttgte

ccteteeegt
tcgectactge
gagggtgggg
agtggagaga
agacctctcce
acgaacccta

cctttaccetg

35

gctcettagtg
tttctagect
gttcgacggg
ggagcccttt
gggacccagc
ggtccaagag

aaaggaaaaa

tctettette
ggcetgggtt
acttggctca
cttggtttct
aagggttgag
atgaaggctc

aaaaaaaaaa

1853

1913

1973

2033

2093

2153

2213

2215



Met

Gln

Ala

Pro

Leu

65

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu
145

Leu

Pro

Gln

Thr

50

Arg

Ser

val

Pro

Asp

130

Arg

Arg

Phe

Cys

35

Asn

Asn

Asp

Lys

Arg

115

His

Asn

Ser

Pro

20

Ser

Leu

His

Ser

Leu

100

Ala

Asn

Leu

Ala

Cys

Gly

Thr

Ser

His

85

Lys

Ile

Ala

Gln
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Leu

Pro

Gly

His

Phe

70

Ile

Thr

Leu

Leu

Glu
150

Leu

Lys

Ser

Ile

55

Ser

Ser

Leu

Asp

Arg

135

Leu

Ser

Thr

Val

40

Leu

Gly

Ala

Arg

Lys

120

Asp

Gly

Ala

Cys

25

Ala

Leu

Met

Ile

Leu

105

Met

Leu

Leu

36

Val

10

Lys

His

Phe

Thr

Asp

90

Thr

Val

Asp

Asn

Leu

Cys

Ile

Arg

Val

75

Pro

Arg

Leu

Gln

Gln
155

Ala

Val

Ala

Met

60

Leu

Gly

Asn

Leu

Asn

140

Asn

Leu

Val

Glu

45

Asp

Gln

Thr

Lys

Glu

125

Leu

Gln

Leu

Arg

Leu

Gln

Arg

Phe

Ile

110

Gln

Phe

Leu

Arg

15

Asp

Gly

Gly

Leu

Asn

95

Ser

Leu

Gln

Ser

Ala

Ala

Leu

Ile

Met

80

Asp

Arg

Phe

Gln

Phe
160



Leu

Leu

Gln

Val

Leu

225

Leu

Leu

Leu

Met

Leu

305

Leu

Gly

Glu

Ser

Asn

385

Thr

Pro

Ser

Val

Asp

210

Glu

Gly

Pro

Phe

Ala

290

Pro

Thr

Leu

Leu

Leu

370

Leu

Leu

Ala

Arg

Lys

195

Ser

Arg

Asn

Pro

Glu

275

Gly

Ala

Arg

Arg

Arg

355

Arg

Ser

Pro

Asn

Asn

180

Leu

Gly

Asn

Leu

Ala

260

Asn

Leu

Ala

Asn

Glu

340

Asp

His

Ser

Gly

Leu

165

Asn

Glu

Leu

His

Ser

245

Leu

Pro

Arg

Ala

Pro

325

Leu

Asp

Asn

Leu

Asp
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Phe

Leu

Lys

Leu

Leu

230

Ser

Phe

Leu

Glu

Phe

310

Arg

Arg

Ala

Arg

Glu

390

Val

Ser

Thr

Leu

Ser

215

Arg

Leu

Leu

Glu

Leu

295

Arg

Leu

Val

Leu

Leu

375

Ser

Phe

Ser

His

Leu

200

Asn

Ser

Thr

His

Glu

280

Trp

Asn

Ser

Leu

Arg

360

Arg

Val

Ala

Leu

Leu

185

Leu

Leu

Val

Leu

Val

265

Leu

Leu

Leu

Ala

Ala

345

Gly

Ala

Gln

Ala

37

Arg

170

Pro

Tyr

Gly

Ala

Ser

250

Ser

Pro

Asn

Ser

Leu

330

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

Glu

Lys

Ser

Ala

Pro

235

Gly

Ser

Asp

Gly

Gly

315

Pro

His

Gly

Pro

Glu

395

Pro

Leu

Gly

Asn

Leu

220

Gly

Asn

Val

Val

Thr

300

Leu

Arg

Thr

His

Arg

380

His

Gln

Lys

Leu

Gln

205

Thr

Ala

Leu

Ser

Leu

285

His

Gln

Gly

Asn

Leu

365

Thr

Asn

Leu

Leu

Leu

190

Leu

Glu

Phe

Leu

Arg

270

Phe

Leu

Thr

Val

Ala

350

Arg

Leu

Gln

Thr

Leu

175

Gly

Thr

Leu

Asp

Glu

255

Leu

Gly

Ser

Leu

Phe

335

Leu

Gln

Phe

Leu

Gln

Asp

Ala

Ser

Arg

Arg

240

Ser

Thr

Glu

Thr

Gly

320

Gln

Ala

Val

Arg

Glu

400

Val



Leu

Leu

Pro

Leu

465

Asp

Pro

Glu

Val

Ile

545

Ala

<210>7
<211> 551
<212> PRT

Leu

Gln

Gln

450

Leu

Pro

Asn

Ser

Ala

530

Gly

Met

<213> Mus musculus

<400> 7

Gly

Trp

435

Cys

Gln

Pro

Ser

Pro

515

Gln

Gln

Gly

His

420

Leu

Arg

Gly

Thr

Trp

500

Asn

Ala

Leu

Lys

405

Asn

Arg

Gly

Asp

Glu

485

Gln

Asn

Ile

Phe

Ser
565
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Pro

His

Pro

Pro

470

Asn

Ser

Arg

Ile

Arg

550

Cys

Trp

His

Glu

455

Trp

Ala

Gln

Leu

Ala

535

Thr

Asn

Leu

Pro

440

Pro

Cys

Leu

Thr

Tyr

520

Ala

Leu

Cys

425

Asp

Arg

Pro

Glu

Trp

505

Trp

Phe

Ile

38

410

Asp

Ile

Ala

Asp

Ala

490

Ala

Gly

Ile

Arg

Cys

Leu

Ser

Pro

475

Pro

Gln

Leu

val

Glu
555

Gly

Gly

Leu

460

Arg

Val

Leu

Tyr

Phe

540

Lys

Leu

Arg

445

Ser

Ser

Pro

val

Ile

525

Ala

Leu

Trp

430

Asp

Phe

Leu

Ser

Ala

510

Leu

Met

Leu

415

Pro

Glu

Trp

Pro

Trp

495

Arg

Leu

Ile

Leu

Phe

Pro

Glu

Leu

480

Leu

Gly

Leu

Lys

Glu
560



Gln

Ala

Pro

Leu

Pro Phe

Gln Cys

Thr Asn

35

Arg Asn

Pro

Ser

20

Leu

His
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Cys Pro

Gly Gly

Thr His

Ser Phe

Lys

Ser

Ile

Ser

Thr Cys

Val Ala
25

Leu Leu
40

Gly Met

39

Lys

10

His

Phe

Thr

Cys Val Val Arg Asp Ala
15

Ile Ala Glu Leu Gly Leu
30

Arg Met Asp Gln Gly Ile
45

Val Leu Gln Arg Leu Met



Leu

65

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

145

Leu

Gln

Val

Leu

Leu

225

Leu

Leu

Met

Leu

50

Ser

vVal

Pro

Asp

Arg

130

Pro

Ser

val

Asp

Glu

210

Gly

Pro

Phe

Ala

Pro
290

Asp

Lys

Arg

His

115

Asn

Ala

Arg

Lys

Ser

195

Arg

Asn

Pro

Glu

Gly

275

Ala

Ser

Leu

Ala

100

Asn

Leu

Asn

Asn

Leu

180

Gly

Asn

Leu

Ala

Asn

260

Leu

Ala

His

Lys

85

Ile

Ala

Gln

Leu

Asn

165

Glu

Leu

His

Ser

Leu

245

Pro

Arg

Ala
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Ile

70

Thr

Leu

Leu

Glu

Phe

150

Leu

Lys

Leu

Leu

Ser

230

Phe

Leu

Glu

Phe

55

Ser

Leu

Asp

Arg

Leu

135

Ser

Thr

Leu

Ser

Arg

215

Leu

Leu

Glu

Leu

Arg
295

Ala

Arg

Lys

Asp

120

Gly

Ser

His

Leu

Asn

200

Ser

Thr

His

Glu

Trp

280

Asn

Ile

Leu

Met

105

Leu

Leu

Leu

Leu

Leu

185

Leu

Val

Leu

Val

Leu

265

Leu

Leu

40

Asp

Thr

90

Val

Asp

Asn

Arg

Pro

170

Tyr

Gly

Ala

Ser

Ser

250

Pro

Asn

Ser

Pro

75

Arg

Leu

Gln

Gln

Glu

155

Lys

Ser

Ala

Pro

Gly

235

Ser

Asp

Gly

Gly

60

Gly

Asn

Leu

Asn

Asn

140

Leu

Gly

Asn

Leu

Gly

220

Asn

Val

Val

Thr

Leu
300

Thr

Lys

Glu

Leu

125

Gln

Lys

Leu

Gln

Thr

205

Ala

Leu

Ser

Leu

His

285

Gln

Phe

Ile

Gln

110

Phe

Leu

Leu

Leu

Leu

190

Glu

Phe

Leu

Arg

Phe

270

Leu

Thr

Asn

Ser

95

Leu

Gln

Ser

Leu

Gly

175

Thr

Leu

Asp

Glu

Leu

255

Gly

Ser

Leu

Asp

80

Arg

Phe

Gln

Phe

Asp

160

Ala

Ser

Arg

Arg

Ser

240

Thr

Glu
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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido soluble que comprende una glicoproteina V modificada (GPV) que carece de un dominio
transmembrana funcional para su uso en el tratamiento y/o prevencién de una enfermedad trombética en un sujeto,
dicho tratamiento o prevencion comprende administrar al sujeto una cantidad efectiva de dicho polipéptido soluble,
en el que el polipéptido soluble es incapaz de integrarse en una membrana celular a través de dicho dominio
transmembrana,

en el que el término GPV denota una proteina que tiene una identidad de secuencia de al menos 70% con respecto
a la secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID No: 3.

2. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que la enfermedad trombdtica se
selecciona del grupo que consiste en afecciones tromboinflamatorias, trombosis venosa, trombosis arterial,
trombosis capilar, trombosis de vena porta, trombosis de vena renal, trombosis de vena yugular, trombosis del seno
venoso cerebral, formacion de trombos durante o después de contactar sangre con una superficie artificial, en
particular oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO), aterosclerosis, artritis, coagulopatia, trombosis venosa
profunda (DVT), coagulopatia intravascular diseminada (DIC), un tromboembolismo cronico o agudo,
tromboembolismo pulmonar, sindrome de Budd-Chiari, enfermedades de Paget-Schroetter, accidente
cerebrovascular e infarto de miocardio.

3. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha
GPV modificada es una GPV truncada.

4. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicha
GPV modificada consiste en un fragmento del dominio extracelular de una GPV nativa, en el que dicho fragmento
carece del dominio transmembrana de dicha GPV nativa.

5. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 4, en el que dicha GPV nativa consiste en la
secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 3.

6. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho
polipéptido soluble es un polipéptido que no se produce naturalmente.

7. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicaciéon 6, que comprende ademas un resto que prolonga
la semivida.

8. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicha resto que prolonga la semivida
se conjuga con dicha GPV modificada.

9. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicacion 8, en el que dicho resto que prolonga la semivida
se selecciona del grupo que consiste en hidroxietilalmidon (HES), polietilenglicol (PEG), acidos polisialicos (PSA) y
ligandos de unién a albumina, por ejemplo, cadenas de acidos grasos.

10. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicacion 7, en el que dicho resto que prolonga la semivida
es una secuencia de aminoacidos heteréloga fusionada a dicha GPV modificada, ya sea directamente o mediante un
conector.

11. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con la reivindicacién 10, en el que la secuencia de aminoacidos
heteréloga que prolonga la semivida comprende o consiste en un polipéptido seleccionado del grupo que consiste en
albumina y un fragmento de la misma que tiene una longitud de al menos 100 aminoacidos, regiones constantes de
inmunoglobulina y fragmentos de la misma, en particular el fragmento Fc, la transferrina y sus fragmentos, el péptido
del terminal C de la gonadotropina coribnica humana, cadenas aleatorias solvatadas con gran volumen
hidrodinamico (XTEN), repeticiones de homo-aminoacidos (HAP), repeticiones de prolina-alanina-serina (PAS),
afamina, alfafetoproteina, proteina de unién a la vitamina D, polipéptidos capaces de unirse en condiciones
fisiolégicas a regiones constantes de albumina o inmunoglobulina, y combinaciones de los mismos.

12. El polipéptido soluble para su uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que
dicho polipéptido soluble se puede obtener mediante expresion recombinante en células de mamifero.

13. El polipéptido soluble para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones anteriores, en el que dicho
tratamiento y/o prevencion comprende ademas administrar a dicho sujeto un farmaco antiplaquetario o
anticoagulante.

14. Una composicion farmacéutica que comprende un polipéptido soluble como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, y un excipiente farmacéuticamente aceptable.
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15. La composicién farmacéutica de la reivindicaciéon 14, en la que dicho polipéptido soluble no consiste en la
secuencia de aminoacidos como se muestra en la SEQ ID NO: 10.

16. Un procedimiento para preparar el polipéptido soluble de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 12, que
comprende expresar un acido nucleico que codifica el polipéptido soluble como se define en una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12 en una célula de mamifero, y recuperar el polipéptido soluble del medio de cultivo.

17. Un polipéptido soluble como se define en la reivindicacion 6, en el que la glicoproteina V modificada (GPV) es
una GPV soluble no natural.

18. Un kit farmacéutico que comprende (i) un polipéptido soluble de acuerdo con una cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 12, y (ii) un farmaco antiplaquetario o anticoagulante distinto de dicho polipéptido soluble.
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