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DESCRIPCION
Inhibidores de la plasmina humana derivados de dominios Kunitz y acidos nucleicos que codifican los mismos
ANTECEDENTES DE LA INVENCION
Campo de la invencién

Esta invencion se refiere a nuevos mutantes del primer dominio Kunitz (K+) del inhibidor de coagulacién asociado a
lipoproteinas LACI humano, que inhibe la plasmina. La invencion también se refiere a otros dominios Kunitz
modificados que inhiben la plasmina y a otros inhibidores de plasmina.

Descripcion de la técnica anterior

El agente principal responsable de la fibrindlisis es la plasmina, la forma activada del plasminégeno. Muchas
sustancias pueden activar el plasmindgeno, incluyendo el factor Hageman activado, estreptoquinasa, uroquinasa
(uPA), activador del plasmindgeno de tipo tisular (tPA), calicreina plasmatica (pKA). La pKA es tanto un activador de
la forma de zimégeno de la uroquinasa como un activador directo de plasmindgeno.

La plasmina no se puede detectar en la sangre que circula normal, pero el plasminégeno, el zimdégeno, esta
presente en una concentracion de aproximadamente 3 yM. Una cantidad adicional, no medida, del plasminégeno
esta unida a fibrina y otros componentes de la matriz extracelular y superficies celulares. La sangre normal contiene
el inhibidor fisiolégico de la plasmina, el inhibidor de plasmina az (a2-Pl), en una concentraciéon de aproximadamente
2 yM. La plasmina y el a»-PI forman un complejo 1:1. La plasmina unida a la matriz o a la célula esta relativamente
inaccesible para la inhibicién por el a>-Pl. Por lo tanto, la activacién de la plasmina puede superar la capacidad
neutralizante del a»-Pl produciendo un estado profibrinolético.

Una vez formada, la plasmina:
i. degrada los coagulos de fibrina, a veces de forma prematura;

ii. digiere el fibrindgeno (el material estructural de los coagulos) deteriorando la hemostasia produciendo la
formacién de coagulos disgregables y que son lisados facilmente a partir de los productos de
degradacion, y la inhibicién de la adhesién/agregacion de plaquetas por los productos de degradacion del
fibrinégeno;

iii. interacciona directamente con las plaquetas para escindir las glicoproteinas Ib y IIb/llla impidiendo la
adhesion al endotelio dafiado en zonas de flujo sanguineo de alta tension de cizallamiento, y deteriorando
la respuesta de agregacion necesaria para la formacion de tapones de plaquetas (ADEL86);

iv. inactiva enzimas proteoliticamente en la ruta de coagulacidon extrinseca promoviendo ademas un
estado proteolitico.

Robbins (ROBB87) revisé con detalle el sistema de plasminégeno-plasmina.
Fibrindlisis y fibrinogenolisis

La fibrindlisis y fibrinogenolisis inadecuadas que conducen a la hemorragia excesiva son una complicacion frecuente
en los procedimientos quirdrgicos que requieren circulacion extracorporea, tal como la circulacién extracorpérea vy
también se encuentra en la terapia trombolitica y el trasplante de 6rganos, particularmente de higado. Otras
afecciones clinicas caracterizadas por una alta incidencia de diatesis hemorragica incluyen cirrosis hepatica,
amiloidosis, leucemia promielocitica aguda y tumores sélidos. La restauracion de la hemostasia requiere la infusion
de plasma y/o productos del plasma, la cual tiene riesgo de reacciones inmunolégicas y exposicién a patdgenos, por
ejemplo virus de la hepatitis y VIH.

Una pérdida muy grande de sangre puede no resolverse incluso con infusién masiva. Cuando se considera
potencialmente mortal, la hemorragia se trata con antifibrinoliticos tales como &cido e-amino-caproico (véase
HOOV93) (EACA), acido tranexamico o aprotonina (NEUH98). La aprotonina también se conoce como Trasylol® y
como inhibidor de la tripsina pancreatica bovina (BPTI). En lo sucesivo, la aprotinina se denominara “BPTI”. El EACA
y el acido tranexamico sélo impiden la union de la plasmina a la fibrina por unién a los kringles, dejando asi a la
plasmina como una proteasa libre en el plasma. El BPTI es un inhibidor directo de la plasmina y es el mas eficaz de
estos agentes. Debido a las potenciales complicaciones trombdéticas, toxicidad renal, y en el caso del BPTI,
inmunogenicidad, estos agentes se usan con precaucién y normalmente se reservan como “Ultimo recurso”
(PUTT89). Los tres agentes antifibrinoliticos carecen de especificidad y afinidad de objetivo, e interaccionan con
tejidos y érganos por rutas metabdlicas no caracterizadas. Las grandes dosis necesarias debido a la baja afinidad,
los efectos secundarios debidos a la falta de especificidad y la potencial reaccién inmunitaria y toxicidad en
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organos/tejidos, se unen contra el uso de estos antifibrinoliticos para la prevencién profilactica de hemorragias o
como terapia postoperatoria rutinaria, para evitar o reducir la terapia por transfusién. Por lo tanto, se necesita un
antifibrinolitico seguro. Los atributos esenciales de dicho agente son:

i. Neutralizacién de la o las enzimas fibrinoliticas objetivo relevantes;
ii. Alta afinidad de unién a las enzimas objetivo para minimizar la dosis;
iii. Alta especificidad por el objetivo, para reducir los efectos secundarios; y

iv. Alto grado de similitud con la proteina humana para minimizar la potencial inmunogenicidad y/o toxicidad
en érganos/tejidos.

Todas las enzimas fibrinoliticas que son objetivos candidatos para la inhibicién mediante un antifibrinolitico eficaz
son serina proteasas homologas a la quimiotripsina.

Hemorragia excesiva

La hemorragia excesiva puede ser el resultado de una actividad de coagulacién deficiente, elevada actividad
fibrinolitica, o una combinacién de los dos procesos. En la mayoria de las diatesis hemorragicas se debe controlar la
actividad de la plasmina. Se cree que el efecto clinico beneficioso del BPTI en la reduccién de la pérdida de sangre
resulta de la inhibicion de la plasmina (Kp ~ 0,3 nM) o la calicreina plasmatica (Ko ~ 100 nM) o ambas enzimas.

En GARDB93 se revisan los tromboliticos actualmente usados, diciendo que aunque los agentes tromboliticos (por
ejemplo, tPA) abren los vasos sanguineos, la hemorragia excesiva es un problema de seguridad grave. Aunque el
tPA y la estreptoquinasa tienen semividas en el plasma cortas, la plasmina que activan permanece en el sistema
durante un periodo de tiempo largo, y como se ha expuesto, el sistema es potencialmente deficiente en inhibidores
de plasmina. Por lo tanto, la activacion excesiva de plasminégeno puede conducir a una incapacidad de coagular
peligrosa y a hemorragias perjudiciales o mortales: en dichos casos seria util un inhibidor de plasmina potente y
altamente especifico.

ElI BPTI es un inhibidor de plasmina potente, sin embargo, se ha encontrado que es suficientemente antigeno para
que los segundos usos requieran ensayo de la piel. Ademas, las dosis de BPTI necesarias para controlar la
hemorragia son bastante altas y el mecanismo de accién no esté claro. Algunos dicen que el BPTI actua sobre la
plasmina, mientras que otros dicen que actua inhibiendo la calicreina del plasma. En FRAES89 se describe que dosis
de aproximadamente 840 mg de BPTI a 80 pacientes de cirugia a corazén abierto, redujeron la pérdida de sangre en
casi la mitad, y la cantidad media de transfusién disminuyd en 74%. Miles Inc. ha introducido recientemente el
Trasylol en EE.UU. para reducir la hemorragia en cirugia (véase el folleto del producto de Miles sobre el Trasylol).
En LOHM93 se sugiere que los inhibidores de plasmina pueden ser Utiles para controlar la hemorragia en la cirugia
ocular. En SHER89 se describe que el BPTI puede ser til para limitar la hemorragia en la cirugia de colon.

Un inhibidor de plasmina que es aproximadamente tan potente como el BPTI o méas potente, pero que es casi
idéntico a un dominio de proteina humana, ofrece un potencial terapéutico similar, pero tiene menor potencial
antigénico.

Angiogénesis:

La plasmina es la enzima clave en la angiogénesis. En OREI94 se describe que un fragmento de 38 kDa de la
plasmina (que carece del dominio catalitico) es un potente inhibidor de la metastasis, indicando que la inhibicién de
la plasmina podria ser Util para bloquear la metastasis de tumores (FIDL94). Véase también ELLI92.

Plasmina

La plasmina es una serina proteasa derivada del plasmindgeno. El dominio catalitico de la plasmina (o “CatDom”)
corta enlaces peptidicos, en particular después de restos de arginina y en menor medida después de lisinas, y es
altamente homologo a la tripsina, quimiotripsina, calicreina, y muchas otras serina proteasas. La mayor parte de la
especificidad de la plasmina deriva de la union de la fibrina a los kringles (LUCA83, VARA83, VARA84). Cuando se
activa, se corta el enlace entre Argse1-Valssz, permitiendo que los extremos amino libres recién formados formen un
puente salino. Sin embargo, los kringles permanecen unidos al CatDom por dos disulfuros (COLM87, ROBB87).

Se ha descrito que el BPTI inhibe la plasmina con una Kp de aproximadamente 300 pM (SCHN86). En AUERS8 se
describe que el BPTI (R1s) tiene una K; para la plasmina de aproximadamente 13 nM, sugiriendo que Rises
sustancialmente peor que Kis para la unién a la plasmina. En SCHN86 se describe que el BPTI en el que los restos
C14 y C3s se han convertido en alanina, tiene una K; para la plasmina de 4,5 nM. En KIDO88 se describe que el APP-
| tiene una K| para la plasmina de aproximadamente 75 pM (7,5 x 107" M), el inhibidor mas potente de la plasmina
humana descrito hasta ahora. Sin embargo, en DENN94a se describe que el APP-I inhibe la plasmina con una K; =
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225 nM (2,25 x 107" M). La segunda y tercera bibliotecas de los autores de la presente invencion se disefiaron
suponiendo que el APP-I es un potente agente de unién a la plasmina. El procedimiento de seleccion no selecciona
los restos del APP-I en la mayoria de las localizaciones, y en la descripcién de DENN94a se explica por qué se
produce esto.

Con técnicas de ADN recombinante, se puede obtener una nueva proteina por expresion de un gen mutado que
codifica un mutante del gen de la proteina nativa. Se conocen varias estrategias para seleccionar mutaciones. En
una estrategia, se mantienen constantes algunos restos, otros se mutan de forma aleatoria, y otros mas se mutan de
una forma predeterminada. Esto se llama “variegacion” y lo definen Ladner et al. en el documento USP 5.223.409,
que se incorpora por referencia.

En DENN94a y DENN94b se describen selecciones de dominios de Kunitz basadas en el APP-| para la unién al
complejo del factor tisular con el factor VII. No usaron LACI-K1 como origen y no usaron plasmina como objetivo. El
agente de union de mayor afinidad que obtuvieron tenia una Kp para su objetivo de aproximadamente 2 nM. Los
seleccionados en el primer ciclo por los autores de la invencién tienen una afinidad de este orden, pero los
seleccionados en el segundo ciclo son aproximadamente 25 veces mejores que estos.

Se supone que es menos probable que las proteinas cogidas de una especie particular produzcan una respuesta
inmunitaria cuando se inyectan a individuos de esa especie. Los anticuerpos murinos son altamente antigenos en
seres humanos. Los anticuerpos “quiméricos” que tienen dominios constantes humanos y dominios variables
murinos son indudablemente menos antigenos. Los anticuerpos llamados “humanizados” tienen dominios
constantes humanos y dominios variables en los que las CDR se cogen de anticuerpos murinos mientras que la
regiéon armazén de los dominios variables son de origen humano. Los anticuerpos “humanizados” son mucho menos
antigenos que los anticuerpos “quiméricos”. En un anticuerpo “humanizado”, de 50 a 60 restos de la proteina no son
de origen humano. Las proteinas de esta invencion comprenden, en la mayoria de los casos, sélo aproximadamente
60 aminoacidos, y normalmente hay diez diferencias o menos entre la proteina disefiada y la proteina parental.
Aunque los seres humanos desarrollan anticuerpos incluso contra proteinas humanas, tales como la insulina
humana, dichos anticuerpos tienden a unirse débilmente y con frecuencia no impiden que la proteina inyectada
presente su funcion biolégica pretendida. El uso de una proteina de la especie que se va a tratar no garantiza que no
haya respuesta inmunitaria. Sin embargo, la seleccién de una proteina con una secuencia muy préxima a una
proteina humana reduce mucho el riesgo de una respuesta inmunitaria fuerte en seres humanos.

Los dominios Kunitz son muy estables y se pueden producir eficazmente en levaduras u otros organismos
hospedantes. Se han descrito al menos diez dominios Kunitz humanos. Aunque en cierto momento se pensé que el
APP-I| era un potente inhibidor de plasmina, realmente no hay dominios Kunitz humanos que inhiban la plasmina tan
bien como lo hace el BPTI. Por lo tanto, un objetivo de la presente invencion es proporcionar secuencias del dominio
Kunitz que sean tanto potentes inhibidores de plasmina como que tengan una secuencia préxima a los dominios
Kunitz humanos.

Se conoce en la técnica el uso de la mutagénesis de sitio especifico, sea aleatoria o no aleatoria, para obtener
proteinas de unidén mutantes con mejor actividad, pero el éxito no esta asegurado.

SUMARIO DE LA INVENCION

Esta invencidén describe mutantes de dominios Kunitz homdlogos al BPTI que inhiben potentemente la plasmina
humana. En particular, esta invencién describe mutantes de un dominio de LACI humano, que es probable que no
sean inmunégenos para seres humanos, y que inhiben la plasmina con una Kp, preferiblemente, de
aproximadamente 5 nM o menos, mas preferiblemente de aproximadamente 300 pM o menos, y lo mas
preferiblemente de aproximadamente 100 pM o menos. La invencién también describe el uso terapéutico y de
diagndstico de estas nuevas proteinas.

Las proteinas inhibidoras de la plasmina son utiles para prevenir o tratar afecciones clinicas producidas o
exacerbadas por la plasmina, incluyendo la fibrindlisis o fibrinogenolisis inadecuadas, hemorragia excesiva asociada
con tromboliticos, hemorragia postoperatoria y androgénesis inadecuada. Los mutantes que se unen a la plasmina,
sean o no inhibidores, son Uutiles para el ensayo de la plasmina en muestras, in vitro, para la generacién de
imagenes de zonas de actividad de la plasmina, in vivo, y para la purificacion de la plasmina.

Se seleccionaron los mutantes preferidos QS4 y NS4 de una biblioteca que tenia aproximadamente 50 millones de
proteinas que tenian variabilidad en las posiciones 13, 16, 17, 18, 19, 31, 32, 34 y 39. Estas proteinas tienen una
secuencia de aminoacidos practicamente idéntica a una proteina humana, pero inhiben la plasmina con una K de
aproximadamente 2 nM (es decir, aproximadamente 6 veces menos potente que el BPTI, pero 100 veces mejor que
la APP-I).

Se selecciond una proteina especialmente preferida, SPI11, de una biblioteca que permite variabilidad en las
posiciones 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19 y 21, y tiene una afinidad por la plasmina que es menor que 100 pM (es
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decir, aproximadamente 3 veces superior al BPTI en la unién), y ademas tiene una secuencia mucho mas parecida
al LACI, una proteina humana, que al BPTI, una proteina bovina. Otros mutantes de LACI-K1 seleccionados de esta
biblioteca y que se piensa que tienen una afinidad muy alta por la plasmina, incluyen SPI15, SPI08 y SPI23. Se ha
cribado una biblioteca adicional que permite variacién en las posiciones 10, 11, 13 15, 16, 17, 18, 19, 21, 31, 32, 34,
35y 39, y se ha encontrado una secuencia de consenso (SPIcon1). Las variantes que se ha mostrado que son
mejores que QS4, y por lo tanto mas preferidas, incluyen SPI15 y SPI47. Se han identificado secuencias que es
probable que tengan una afinidad muy alta por la plasmina y retengan todavia una secuencia de aminoacidos
esencialmente humana, e incluyen las secuencias de SPI60, SPI59, SPI42, SPI55, SPI56, SPI52, SPI46, SPI49,
SPI53, SPI41 y SPI57. La informacién de la secuencia de aminoacidos que confiere una alta afinidad por el sitio
activo de la plasmina se puede transferir a otros dominios Kunitz, particularmente a dominios Kunitz de origen
humano; se describen disefios de varias de dichas proteinas.

Los inhibidores de plasmina preferidos descritos en la esta memoria cumplen uno o mas de las siguientes
desiderata:

1) la Ki para la plasmina es como maximo 20 nM, preferiblemente no mayor de aproximadamente 5 nM,
mas preferiblemente no mayor de aproximadamente 300 pM, y lo mas preferiblemente, no mayor de
aproximadamente 100 pM,

2) el inhibidor comprende un dominio Kunitz que satisface los requisitos mostrados en la Tabla 14 con el
numero de los restos con referencia al BPTI,

3) en las posiciones del dominio Kunitz 12-21 y 32-39, uno de los tipos de aminoacidos listados para esa
posicion en la Tabla 15, y

4) el inhibidor tiene una secuencia de aminoacidos mas parecida a una secuencia de referencia
seleccionada del grupo de SPI11, SPI15, SPI08, SPI23, SPI51, SPI47, QS4, NS4, LACI-K2 humano,
LACI-K3 humano, KuDom de a3 de coldgeno humano, dominio 1 de TFPI-2 humano, dominio 2 de
TFPI-2 humano, dominio 3 de TFPI-2 humano, ITI-K1 humano, ITI-K2 humano, proteasa nexina-Il
humana, APP-I humano, DPI-1.1.1, DPI-1.1.2, DPI-1.1.3, DPI-1.2.1, DPI-1.3.1, DPI-2.1, DPI- 3.1.1, DPI-
3.2.1, DPI-3.3.1, DP1-4.1.1, DPI-4.2.1, DPI-4.2.2, DPI-4.2.3, DPI-4.2.4, DPI-4.2.5, DPI-5.1, DPI-5.2, DPI-
6.1, DPI-6.2, que la secuencia de aminoacidos de dicho dominio Kunitz respecto a la secuencia del
BPTI.

NOMENCLATURA

En esta memoria, las afinidades se exponen como Kp (Kp(A,B) = [A][BJ/[A-B]). Una Kp numéricamente mas pequefia
refleja una afinidad mayor. Para los propésitos de esta invencion, una “proteina inhibidora de plasmina” es una que
se une e inhibe la plasmina con una K; de aproximadamente 20 mM o menos. “Inhibicion” se refiere a bloquear la
actividad catalitica de la plasmina, y por lo tanto se puede medir en ensayos in vitro usando sustratos cromégenos o
fluorégenos, o en ensayos que implican macromoléculas.

Se habla de los restos de aminoacidos de tres formas: nombre completo del aminoacido, codigo de referencia de
tres letras, y cadigo de referencia de una letra. Las tablas usan sélo el cédigo de una letra. El texto usa los nombres
completos y el cédigo de tres letras cuando se requiera claridad.

A= Ala G =Gly M = Met S = Ser
C=Cys H = His N = Asn T=Thr
D = Asp I =lle P =Pro V = Val
E=Glu K=Lys Q=GlIn W =Trp
F = Phe L=Leu R = Arg Y =Tyr

Para el propédsito de esta invenciéon, secuencias “sustancialmente homélogas” son al menos 51%, mas
preferiblemente al menos 80% idénticas, en cualesquiera regiones especificadas. En esta memoria, las secuencias
que son idénticas se entiende que son ‘“sustancialmente homoélogas”. Las secuencias todavia serian
“sustancialmente homologas” si dentro de una region de al menos 20 aminoacidos, son suficientemente similares
(51% o mas) pero fuera de la region de comparacién son totalmente diferentes. Una insercion de un aminoacido en
una secuencia respecto a la otra cuenta como un malapareamiento. Mas preferiblemente, no hay mas de seis
restos, a parte de los extremos, que sean diferentes. Preferiblemente, la divergencia de secuencia, en particular en
las regiones especificadas, es en forma de “modificaciones conservativas”.

Las “modificaciones conservativas” se definen como

(a) sustituciones conservativas de aminoacidos como se definen en la Tabla 9; y
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(b) inserciones puntuales o multiples o eliminaciones de aminoacidos en los extremos, en los limites de
dominios, en bucles, o en otros segmentos de movilidad relativamente alta.

Preferiblemente, excepto en los extremos, no se insertan o eliminan mas de aproximadamente seis aminoacidos en
ningun locus, y las modificaciones estan fuera de las regiones que se sabe que contienen sitios de uniéon
importantes.

Dominios Kunitz

En esta memoria, “dominio Kunitz’ y “KuDom” se usan de forma intercambiable para significar un homologo del
BPTI (no del inhibidor de la tripsina de soja Kunitz). Un KuDom es un dominio de una proteina que tiene al menos 51
aminoacidos (y hasta aproximadamente 61 aminoacidos) que contienen al menos dos, y preferiblemente tres
disulfuros. En esta memoria, los restos de todos los dominios Kunitz se numeran con referencia al BPTI (es decir,
restos 1-58). Por lo tanto, el primer resto de cisteina es el resto 5 y la Ultima cisteina es la 55. Una secuencia de
aminoacidos, para el propésito de esta invencién, se considerard un dominio Kunitz si se puede alinear, con tres o
menos malapareamientos, con la secuencia mostrada en la Tabla 14. Una inserciéon o eliminacion de un resto
contara como un malapareamiento. En la Tabla 14, “x” empareja con cualquier aminoacido y “X” empareja con los
tipos listados para esa posicion. Los enlaces disulfuro unen al menos dos de: 5 a 55, 14 a 38, y 30 a 51. El numero
de disulfuros se puede reducir en uno, pero no se debe dejar desapareada ninguna de las cisteinas patrén. Por lo
tanto, si se cambia una cisteina, entonces se afiade una cisteina para compensar en una posicion adecuada, o la
cisteina de emparejamiento se sustituye también por un resto no cisteina (prefiriéndose en general esto ultimo). Por
ejemplo, el inhibidor de proteasa de la glandula accesoria de la Drosophila funebris macho no tiene cisteina en la
posiciéon 5, pero tiene una cisteina en la posicion -1 (justo antes de la posicion 1); se supone que ésta forma un
disulfuro con la Cysss. Si se sustituyen la Cys14 y Cysss, disminuyen los requisitos de Gly12, (Gly o Ser)s7 y Glyss. Se
pueden unir a cualquiera de los extremos de un dominio Kunitz desde cero hasta muchos restos, incluyendo
dominios adicionales (incluyendo otros KuDoms).

DESCRIPCION DETALLADA DE LAS REALIZACIONES PREFERIDAS

Los inhibidores de proteasas, tales como los dominios Kunitz, funcionan mediante la union al sitio activo de la
proteasa de forma que un enlace peptidico (el “enlace escindible”): 1) no se escinde, 2) se escinde muy despacio, o
3) se escinde sin efecto porque la estructura del inhibidor impide la liberacion o separacién de los segmentos
escindidos. En los dominios Kunitz, los enlaces disulfuro actdan para mantener la proteina junta, incluso si los
enlaces peptidicos expuestos son escindidos. Desde el resto en el lado amino del enlace escindible, y moviéndose
alejandose del enlace, los restos se denominan convencionalmente P1, P2, P3, etc. Los restos que siguen al enlace
escindible se denominan P1’, P2’, P3’, etc. (SCHE67, SCHEG68). En general, se acepta que cada serina-proteasa
tiene sitios (que comprenden varios restos) S1, S2, etc., que reciben los grupos laterales y los atomos de la cadena
principal de los restos P1, P2, etc. del sustrato o inhibidor, y sitios S1’, S2’, etc., que reciben los grupos laterales y
los atomos de la cadena principal de P1’, P2’, etc. del sustrato o inhibidor. Son las interacciones entre los sitios S y
los grupos laterales P y atomos de la cadena principal, las que dan la especificidad de la proteasa con respecto a los
sustratos y la especificidad de los inhibidores respecto a las proteasas. Debido a que el fragmento que tiene el
nuevo extremo amino sale de la proteasa primero, muchos investigadores que disefian moléculas pequefas
inhibidoras de proteasas se han concentrado en compuestos que se unen a los sitios S1, S2, S3, etc.

En LASKB80 se revisan los inhibidores de proteasas proteinicos. Algunos inhibidores tienen varios sitios reactivos en
una cadena de polipéptido, y estos dominios normalmente tienen secuencias, especificidades e incluso topologias
diferentes. Se sabe que la sustitucién de aminoacidos en la region P a Ps’ influye en la especificidad de un inhibidor.
Previamente, se ha centrado la atencién en el resto P1 y en los que estan muy cerca de éste, porque estos pueden
cambiar la especificidad de una clase de enzima a otra. En LASK80 se sugiere que entre los KuDoms, los
inhibidores con P1 = Lys o Arg inhiben la tripsina, los que tienen P1 = Tyr, Phe, Trp, Leu y Met inhiben la
quimotripsina, y los que tienen P1 = Ala o Ser es probable que inhiban la elastasa. Se continua diciendo en LASK80,
que entre los inhibidores de Kazal, los inhibidores con P1 = Leu o Met son inhibidores fuertes de la elastasa, y en la
familia de Bowman-Kirk la elastasa es inhibida con P1 = Ala, pero no con P1 = Leu. Dichos cambios limitados no
proporcionan inhibidores con afinidad realmente alta (es decir, mejor que 1 a 10 nM).

Los dominios Kunitz se han definido antes. Se conoce la estructura 3D (con alta resolucién) del BPTI (el dominio
Kutzal prototipico). Una de las estructuras de rayos X esta depositada en el Brookhaven Protein Data Bank como
“6PTI”. Se conocen las estructuras 3D de algunos homoélogos del BPTI (EIGEQ0, HYNE90). Se conocen al menos
setenta secuencias KuDom. Entre los homdélogos humanos conocidos se incluyen tres KuDoms de LACI (WUNT88,
GIRA89, NOVO089), dos KuDoms del inhibidor inter-a-tripsina, APPI-I (KIDO88), un KuDom de colageno, y tres
KuDoms de TFPI-2 (SPRE94).

LACI

El inhibidor de coagulacion asociado a lipoproteinas (LACI) es una fosfoglicoproteina del suero humano con un peso
6
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molecular de 39 kDa (secuencia de aminoacidos en la Tabla 1) que contiene tres KuDoms. En lo sucesivo se
denomina a la proteina LACI y a sus dominios Kunitz LACI-K1 (restos 50 a 107), LACI-K2 (restos 121 a 178), y
LACI-K3 (213 a 270). La secuencia de ADNc de LACI se describe en WUNT88. En GIRA89 se describen estudios de
mutaciones en los que se alteraban los restos P1 de cada uno de los tres KuDoms. LACI-K1 inhibe el Factor Vlla
(F.VIl), cuando F.VII forma complejo con el factor tisular y LACI-K2 inhibe el Factor Xa. No se sabe si LACI-K3 inhibe
algo. Ni LACI ni ninguno de los KuDoms de LACI es un inhibidor potente de plasmina.

Los KuDoms de esta invencién son sustancialmente homélogos a LACI-K1, pero difieren de forma que confieren la
fuerte actividad inhibidora de plasmina antes discutida. Otros KuDoms de esta invencion son homélogos a otros
KuDoms naturales, particularmente a otros KuDoms humanos. Para usar en seres humanos, las proteinas de esta
invencion se disefian para que tengan una secuencia mas parecida a un KuDom humano que al BPTI, para reducir
el riesgo de producir una respuesta inmunitaria.

Primera biblioteca de LACI-K1 y seleccionados para la union a plasmina

Los autores de la invencion han cribado en una primera biblioteca de LACI-K1 los mutantes que tienen alta afinidad
por la plasmina humana, y han obtenido las secuencias mostradas en la Tabla 2 y Tabla 3. Estas secuencias se
pueden resumir como se muestra en la Tabla 16, en la que los “restos preferidos” son los que aparecen en al menos
una de las 32 variantes que se ha identificado que se unen a la plasmina. Las preferencias en los restos 13, 16, 17,
18 y 19 son fuertes, como se muestra en la Tabla 17. Aunque la variedad de tipos permitidos en 31 y 32 esta
limitada, la seleccion indica que se prefiere un grupo acido en 31 y un grupo neutro en 32. En el resto 17 se prefiere
Arg; la Lys, otro aminoacido positivamente cargado, no estaba en la biblioteca, y puede ser un sustituto adecuado
para la Arg. Muchos tipos de aminoacidos en las posiciones 34 y 39 estan de acuerdo con la unién de alta afinidad a
la plasmina, pero algunos tipos pueden dificultar la unién.

Se entendera que los autores de la invencién no han secuenciado todos los aislados positivos de estas o de otras
bibliotecas descritas en esta memoria, y que algunas de las proteinas posibles pueden haber estado presentes en
cantidades no detectables.

Los autores de la invencidon han preparado una de las proteinas seleccionadas, QS4, mostrada en la tabla 2. QS4
inhibe la plasmina con una K; de aproximadamente 2 nM. Aunque este nivel de inhibicién es menor que el de BPTI,
QS4 es una molécula preferida para usar en seres humanos porque tiene menos potencial de inmunogenicidad.
Otras proteinas mostradas en la tabla 2 y tabla 32 es muy probable que sean inhibidores potentes de la plasmina y
es probable que tengan poca antigenicidad.

Segunda biblioteca que varia los restos 10-21

Los autores de la invencion han preparado una segunda biblioteca de derivados de LACI-K1 mostrados en la Tabla
5, y que permite variaciones en los restos 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, y 21. En ésta se cribd la unién a la plasmina,
y se obtuvieron las proteinas mostradas en la Tabla 6.

“Consenso” en la Tabla 6 es E1oxTGPCRARFERWS34, en el que los siete restos subrayados difieren de LACI-K1. En la
posicion 10 soélo se vieron aminoacidos acidos (Glu:17 o Asp:15); Lys y Asn no son aceptables. Puesto que Glu y
Asp aparecen casi con la misma frecuencia, probablemente contribuyen igual a la unién. No se vieron restos acidos
en la posicién 11. La Thr era la mas comun (11/32), la Ser aparecia con frecuencia (9/32); la Gly aparecia 8 veces.
En 13, la Pro era muy preferida (24/32) siendo segunda la Ala con 5/32. En 15, la Arg era muy preferida (25/32),
pero algunos aislados (7/32) tenian Lys. Hay que indicar que BPTI(R15) es un inhibidor de plasmina peor que BPTI.
En 16, la Ala era preferida (22/32), pero la Gly aparecia con bastante frecuencia (10/32). En 17, la Arg era la mas
comun (15/32), siendo Lys la segunda (9/32). En los restos 17 y 18, APP-I tenia Met e lle. En 18, se permitia lle o
Phe. Sélo cuatro aislados tienen lle en 18, y ninguno de estos tiene Met en 17. Esto era sorprendente de acuerdo
con KIDO88, pero bastante comprensible de acuerdo con DENN94a. Esta coleccién de aislados tiene una amplia
distribucion en 19: (Glu:8, Pro:7, Asp:4. Ala:3, His:3, Gly:2, GIn:2, Asn:1, Ser:1 y Arg:1), pero se prefieren mucho
mas los grupos laterales acidos frente a los basicos. En 21, la distribucion era (Trp:16, Phe:14, Leu:2, Cys:0); BPTI
tiene Tyr en 21.

Se comparé la union del fago clénicamente puro que presenta una u otra de estas proteinas, con la unién del fago
de BPTI (Tabla 6). Los autores de la invencion han determinado la K; de la proteina SPI11, y han encontrado que es
aproximadamente 88 pM, que es sustancialmente superior a la de BPTI.

Tercera biblioteca que varia 10-21 y 31-39

Los autores de la invencion usaron una mezcla de fagos de la segunda biblioteca (variaciones en los restos 10, 11,
13, 15, 16, 17, 18, 19 y 21) que se habian seleccionado dos veces por la unién a plasmina, como fuente de ADN en
la que se habia introducido variegacion en los restos 31, 32, 34, 35 y 39, como se muestra en la Tabla 7.
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En esta biblioteca se crib6 la unién a plasmina en tres ciclos, y se obtuvieron los aislados mostrados en la Tabla 8.
La distribucion de tipos de aminoacidos se muestra en la Tabla 18 donde “x” significa que el tipo de aminoacido no
estaba permitido, y “*” indica el tipo natural de LACI-K1.

Estas secuencias dieron un consenso en la regiéon 10-21 y 31-40 de E1cTGPCRAKFDRW,1...E31AFVYGGCGG4o
(SPIcon1 en la Tabla 4). Los diez aminoacidos subrayados difieren de LACI-K1. En ocho posiciones variadas, era
bastante comun un segundo tipo: Asp en 10, Ala en 11, Glu en 19, Phe en 21, Thr en 31, Pro o Ser en 32, Leu o lle
en 34, y Glu en 39. En la posicién 17, el inhibidor SPI11 muy potente tiene R. Por lo tanto, la secuencia
D10IGPCRARFDRF;1...E31AFIYGGCEG4o (DPI-1.1.1 en la Tabla 4) difiere de LACI-K1 solo en seis restos, se
empareja con las secuencias seleccionadas en los restos que tienen fuerte consenso, y tiene sustituciones
preferidas en las posiciones 10, 17, 21, 34 y 39. Se espera que DPI-1.1.1 tenga una afinidad muy alta por la
plasmina y poco potencial de inmunogenicidad en seres humanos.

Los ensayos previos de la actividad inhibidora de la plasmina de las proteinas SPI11, BPTI, SPI23, SPI51, SPI47,
QS4, SPI122, SPI54 y SPI43, las colocaron en el orden mostrado. SPI11 es significativamente mas potente que BPTI
con una K; de aproximadamente 88 pM. SPI23 y SPI51 son muy similares en actividad y solo un poco menos
potentes que BPTI. SPI47 es menos potente que SPI51 pero mejor que QS4. SPI22 es mas débil que QS4. SPI54 y
SPI43 no son tan potentes como QS4, con K; probablemente > 4 nM.

Un KuDom que es muy homdlogo en los restos 5-55 respecto a cualquiera de las secuencias de SPI11, SPI15,
SPI08, SPI23, SPI51, SPI47, QS4 y NS4 como se muestra en la Tabla 4, es probable que sea un inhibidor potente
(Kp > 5 mM) de la plasmina y tenga un bajo potencial de antigenicidad en seres humanos. Mas preferiblemente, para
tener una alta afinidad por la plasmina, un KuDom tendria una secuencia que seria idéntica en los restos 10-21 y 31-
39 y tendria cinco o menos diferencias en los restos 5-9, 22-30 y 40-55, cuando se compara con cualquiera de las
secuencias SPI11, SPI15, SPI08, SPI23, SPI51, SPI47, QS4, y NS4.

Usando las secuencias seleccionadas y los datos de unién de los KuDoms seleccionados y naturales, se puede
escribir una receta para un KuDom inhibidor de plasmina de alta afinidad, que se puede aplicar a otros KuDom
humanos parentales. Primero, el KuDom debe cumplir los requisitos de la Tabla 14. Es probable que las
sustituciones mostradas en la Tabla 15 confieran actividad inhibidora de plasmina de alta afinidad en cualquier
KuDom. Asi, una proteina que contenga una secuencia que es un KuDom, como se muestra en la Tabla 14, y que
contenga en cada una de las posiciones 12-21 y 32-39 un tipo de aminoacido mostrado en la Tabla 15 para esa
posicion, es probable que sea un potente inhibidor de la plasmina humana. Mas preferiblemente, la proteina tendria
un tipo de aminoacido mostrado en la Tabla 15 para todas las posiciones listadas en la Tabla 15. Para reducir la
potencial respuesta inmunitaria, se debe usar uno u otro KuDom humano como proteina parental para dar la
secuencia fuera de la region de union.

Es probable que una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homodloga a
SPI11 desde el resto 5 al resto 55 (como se muestra en la Tabla 4) y que es idéntica a SPI11 en las posiciones 13-
19, 31, 32, 34 y 39, inhiba la plasmina humana con una Ki de 5 nM o menor. SPI11 difiere de LACI-K1 en 7
posiciones. No esta claro que estas sustituciones sean igualmente importantes para fomentar la unién a la plasmina
y la inhibicion. Hay siete moléculas en las que una de las posiciones sustituidas de SPI11 se cambia al resto
encontrado en LACI-K1 (es decir, “se invierte”), 21 en las que se invierten dos de los restos, 35 en las que se
invierten tres restos, 35 en las que se invierten cuatro, 21 en las que se invierten cinco, y 7 en las que se invierten
seis. Se espera que las que tienen mas restos invertidos tengan menos afinidad por la plasmina, pero también
menor potencial de inmunogenicidad. Un experto en la técnica puede seleccionar una proteina de suficiente potencia
y baja inmunogenicidad de esta coleccion de 126. También es posible que las sustituciones en SPI11 por
aminoacidos que difieren de LACI-K1, puedan reducir la inmunogenicidad sin reducir la afinidad por la plasmina en
un grado que haga a la proteina inadecuada para usarla como un farmaco.

INHIBIDORES DE PLASMINA DISENADOS KuDom

En lo sucesivo, “DPI” significara un “Inhibidor de plasmina disefiado” (por sus siglas en inglés Designed Plasmin
Inhibitor’), que son KuDoms que incorporan informacién de secuencias de aminoacidos de la serie de moléculas
SPI, especialmente SPI11. En la Tabla 4 se dan secuencias de varios DPI y sus proteinas parentales.

Las secuencias DPI-1.1.1, DPI-1.1.2, DPI-1.1.3, DPI-1.1.4, DPI-1.1.5 y DPI-1.1.6 (en la Tabla 4) difieren de LACI-K1
en los aminoacidos 6, 5, 5, 4, 3 y 2 respectivamente, y representan una serie en la que la afinidad por la plasmina
puede disminuir lentamente mientras que la similitud con una secuencia humana aumenta, para reducir asi la
probabilidad de inmunogenicidad. Las selecciones de cada una de las bibliotecas muestran que M18F es una
sustitucion clave, y que 117K o 117R son muy importantes. Las selecciones de la segunda y tercera biblioteca indican
que la Arg es muy preferida en 15, y que un grupo lateral acido en 11 es desventajoso para la unién. El inhibidor
SPI11 muy potente difiere del consenso en que tiene R4z como BPTI. DPI-1.1.1 lleva las mutaciones D11T, K15R,
117R, M18F, K19D y E32A, y es probable que sea tan potente como un inhibidor de plasmina. DPI-1.1.2 lleva D11A,
K15R, I17R, M18F y K19D, y es probable que sea muy potente. DPI-1.1.3 lleva las mutaciones D11A, K15R, I17R,
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M18F y K19D respecto a LACI-K1. DPI-1.1.3 difiere de DPI-1.1.2 en que tiene A1 en lugar de T11; es probable que
ambas proteinas sean inhibidores de la plasmina muy potentes. DPI-1.1.4 lleva las mutaciones 117R, M18F, K19D y
E32A y deberia ser bastante potente. Puesto que DPI-1.1.4 tiene menos mutaciones que SPI11, puede ser menos
potente, pero también es menos probable que sea inmunégeno. DPI-1.1.5 lleva las mutaciones 117R, M18F y K19D.
Es probable que esta proteina sea un buen inhibidor y es menos probable que sea inmunégena. DPI-1.1.6 lleva sélo
las mutaciones 117R y M18F pero deberia inhibir la plasmina.

La proteina DPI-1.2.1 se basa en LACI-K2 humano y se muestra en la Tabla 4. Es probable que las mutaciones
P11T, M3P, Y17R, 118F, T19D, R32E, K34l, y L39E confieran una alta afinidad por la plasmina. Algunas de estas
sustituciones pueden no ser necesarias, en particular P11T y T19D pueden no ser necesarias. Otras mutaciones que
pueden mejorar la afinidad por la plasmina incluyen E9A, D10E, G16A, Y21W, Y21F, R32T, K34V y L39G.

La proteina DPI-1.3.1 (Tabla 4) se basa en LACI-K3 humano. Se pretende que las mutaciones R11T, L13P, N17R,
E18F, N19D, R31E, P32E, K34l y S36G confieran una alta afinidad por la plasmina. Algunas de esas sustituciones
pueden no ser necesarias, en particular N19D y P32E pueden no ser necesarias. Otros cambios que pueden mejorar
Kp incluyen D10E, N17K, F21W y G39E.

La proteina DPI-2.1 (Tabla 4) se basa en el KuDom a3 de colageno humano. Es probable que las mutaciones
E11T, T13P, D16A, F17R, I18F, L19D, A31E, R32E y W34l confieran una alta afinidad por la plasmina. Algunas de
estas sustituciones pueden no ser necesarias; en particular, L19D y A31E pueden no ser necesarias. Otras
mutaciones que pueden mejorar la afinidad por la plasmina incluyen K9A, D10E, D16G, K20R, R32T, W34V y G39E.

DPI-3.1.1 (Tabla 4) deriva del dominio 1 de TFPI-2 humano. Es probable que los intercambios Y11T, L17R, L18F,
L19D y R31E confieran una alta afinidad por la plasmina. La mutacion L19D puede no ser necesaria. Ofras
mutaciones que pueden favorecer la unién a la plasmina incluyen Y21W, Y21F, Q32E, L34l, L34V y E39G.

DPI-3.2.1 (Tabla 4) deriva del dominio 2 de TFPI-2 humano. Este dominio parental contiene inserciones después
del resto 9 (un resto) y 42 (dos restos). Es probable que las mutaciones (VoSVDDQC14 sustituido por VoETGPC14),
E15R, S17K, T18F, K32T, F34V y (H3sRNRIENR44 sustituido por E3sGNRNRu44) confieran afinidad por la plasmina.
Debido a la necesidad de cambiar el numero de aminoacidos, DPI-3.2.1 tiene un potencial de inmunogenicidad
mayor que otros KuDoms humanos modificados.

DPI-3.3.1 (Tabla 4) deriva del dominio 3 de TFPI-2 humano. Es probable que las sustituciones E11T, L13P, S15R,
N17R, V18F, T34l y T36G confieran una alta afinidad por la plasmina. Las mutaciones E11T, L13P y T34l pueden no
ser necesarias. Otras mutaciones que pueden favorecer la unién a la plasmina incluyen D10E, T19D, Y21W y G39E.

DPI-4.1.1 (Tabla 4) procede de ITI-K1 humano, por asercion de S10E, M15R, M17K, T18F, Q34V y M39G. Las
mutaciones M39G y Q34V pueden no ser necesarias. Otras mutaciones que deberian favorecer la unién a la
plasmina incluyen: A11T, G16A, M17R, S19D, Y21W e Y21F.

DPI-4.2.1 (Tabla 4) procede de ITI-K2 humano por las mutaciones V10D, R11T, F17R, I18F y P34V. La mutacién
P34V puede no ser necesaria. Otras mutaciones que pueden favorecer la unién a la plasmina incluyen: V10E, Q19D,
L20P, W21F, P34l y Q39E. DPI-4.2.2 es una proteina especialmente preferida puesto que solo tiene tres
mutaciones: R11T, F17R e [18F. DPI-4.2.3 es una proteina especialmente preferida puesto que sélo tiene cuatro
mutaciones: R11T, F17R, 118F y L20R. DPI-4.2.4 es una proteina especialmente preferida puesto que sélo tiene
cinco mutaciones: R11T, F17R, I18F, L20R y P34V. DPI-4.2.5 lleva las mutaciones V10E, R11T, F17R, 118F, L20R,
V31E, L32T, P34V y Q39G, y es muy probable que inhiba la plasmina de forma muy potente. Es muy probable que
cada una de las proteinas DPI-4.2.1, DPI-4.2.2, DPI-4.2.3, DPI-4.2.4 y DPI-4.2.5 sea un inhibidor muy potente de la
plasmina.

Antes del documento DENN94a, se pensaba que APP-l era un inhibidor de la plasmina muy potente. Por lo tanto,
era sorprendente seleccionar proteinas de una biblioteca que se diseii¢ para permitir que los restos de APP-l en las
posiciones 10-21 difirieran mucho de APP-I. Sin embargo, APP-I se puede convertir en un potente inhibidor de
plasmina. DPI-5.1 se obtiene de APPI-I humano (también conocido como proteasa nexina-Il) por las mutaciones
M17R e [18F, y es probable que sea un inhibidor de plasmina mucho mejor que el propio APP-I. DPI-5.2 lleva las
mutaciones adicionales S19D, A31E y F34l, que pueden favorecer la mayor afinidad por la plasmina.

DPI-6.1 deriva del KuDom de HKI B9 (NORR93) por las cinco sustituciones: K11T, Q15R, T16A, M17R y M18F. Es
probable que DPI-6.1 sea un potente inhibidor de plasmina. DPI-6.2 lleva las mutaciones adicionales T19D y A34V
que deberian favorecer la unién a la plasmina.

Aunque BPTI es el mejor KuDom natural inhibidor de plasmina conocido, se podia mejorar. DPI-7.1 deriva de BPTI
por la mutacién [18F que es probable que aumente la afinidad por la plasmina. DPI-7.2 lleva la mutacion adicional
K15R que deberia aumentar la unién a la plasmina. DPI-7.3 lleva la mutacién afiadida R39G. DPI-7.4 lleva las
mutaciones Y10D, K15R, I118F, 119D, Q31E y R39G, y deberia tener una afinidad muy alta por la plasmina.
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MODIFICACION DE DOMINIOS KUNITZ

Los KuDoms son bastante pequefios; si esto produjera un problema farmacoldgico, tal como la eliminaciéon
excesivamente rapida de la circulacion, se pueden unir dos o mas de dichos dominios. Un conector preferido es una
secuencia de uno o mas aminoacidos. Un conector preferido es uno encontrado entre los dominios repetidos de una
proteina humana, en especial los conectores encontrados en homoélogos de BPTI humanos, uno de los cuales tiene
dos dominios (BALD85, ALBR83b) y otro de los cuales tiene tres (WUNT88). Los conectores peptidicos tiene la
ventaja de que después se puede expresar la proteina entera por técnicas de ADN recombinante. También se puede
usar un conector que no sea peptidilo, tal como uno de los usados normalmente para formar los conjugados
inmundogenos. Un medio alternativo para aumentar la permanencia en el suero de un KuDom de tipo BPTI, es unirlo
al polietilenglicol, llamado PEGilacion (DAV179).

FORMAS DE MEJORAR LA ESPECIFICIDAD DE SPI11 Y OTROS INHIBIDORES DE PLASMINA KuDom

Debido a que una gran parte de la superficie del KuDom de SPI11 se ha hecho complementaria a la superficie de la
plasmina, R1s no es esencial para la union especifica a la plasmina. Muchas de las enzimas de las rutas de
coagulacion vy fibrinolitica cortan preferiblemente después de Arg o Lys. No tener un resto basico en la posicién P1
puede dar una mayor especificidad. La variante SPI11-R15A (mostrada en la Tabla 11) que tiene una Ala en P1, es
probable que sea un buen inhibidor de plasmina y puede tener mayor especificidad por la plasmina respecto a otras
proteasas, que SPI11. Es probable que la afinidad de SPI11-R15A por la plasmina sea menor que la afinidad de
SPI11 por la plasmina, pero es probable que la pérdida de afinidad por otras enzimas que prefieren Arg/Lys sea
mayor, y en muchas aplicaciones la especificidad es mas importante que la afinidad. Otros mutantes que es
probable que tengan buena afinidad y una muy alta especificidad incluyen SPI111-R15G y SPI11-R15N-E32A. Este
planteamiento se podria aplicar a otros inhibidores de plasmina de alta afinidad.

AUMENTO DE LA AFINIDAD DE SPI11

Es probable que la variacion de SPI11 como se muestra en la Tabla 12 y la selecciéon de conectores, produzca un
dominio Kunitz que tenga una afinidad por la plasmina mayor que SPI11. Esta cuarta biblioteca permite la
variegacion del disulfuro 14-38. Se sintetizan los dos segmentos de ADN mostrados y se usan con cebadores en
una reaccion PCR para producir ADNbc que va de Nsil a BstEIl. Los cebadores son idénticos a los extremos 5’ de
los trozos sintéticos mostrados y tienen una longitud de 21 el primero y 17 el segundo. Puesto que la variabilidad es
muy grande, se procuraria obtener entre 108 y 10° transformantes (cuanto mas mejor).

MODO DE PRODUCCION

Las proteinas descritas en esta memoira se pueden producir por cualquier técnica convencional, incluyendo
a) sintesis no bioldgica por acoplamiento secuencial de los componentes, por ejemplo aminoacidos,
b) produccién por técnicas de ADN recombinante en células hospedantes adecuadas, y

c) semisintesis, por ejemplo, por eliminacién de secuencias no deseadas de LACI-K1 y acoplamiento de
secuencias de sustitucion sintéticas.

Las proteinas descritas en esta memoria preferiblemente se producen de forma recombinante, en un hospedante
adecuado, tal como bacterias de los géneros Bacillus, Escherichia, Salmonella, Erwinia, y levaduras de los géneros
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Rhinosporidium, Saccharomyces y Schizosaccharomyces, o células de mamifero
cultivadas tales como COS-1. Los hospedantes mas preferidos son microorganismos de las especies Pichia
pastoris, Bacillus subtilis, Bacillus brevis, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y Yarrowia lipolytica. Se puede
usar cualquier promotor que sea funcional en la célula hospedante para controlar la expresién del gen.

Preferiblemente, las proteinas son secretadas, y mas preferiblemente, se obtienen de medio condicionado. La
secrecion es la via preferida porque es mas probable que las proteinas se plieguen correctamente y se pueden
producir en medio condicionado con pocos contaminantes. No se requiere secrecion.

Salvo que haya una razén especifica para incluir grupos glico, se prefieren proteinas disefiadas para que carezcan
de sitios de glicosilacién unidos a N, para reducir la posible antigenicidad de los grupos glico, y asi, estas proteinas
equivalentes se pueden expresar en una amplia variedad de organismos, incluyendo: 1) E. coli, 2) B. subtilis, 3) P.
pastoris, 4) S. cerevisiae, y 5) células de mamifero.

Existen varios medios para disminuir el problema de las células hospedantes que producen proteasas que degradan
el producto recombinante; véase, entre otros BANE90 y BANE91. En VAND92 se describe que la sobreexpresion de
la peptidasa sefial de B. subtilis en E. coli conduce a mayor expresion de una proteina de fusion heterdloga.
ANBAB88 describe que la adicion de PMSF (un inhibidor de serina proteasas) al medio de cultivo mejora el
rendimiento de una proteina de fusion.
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Otros factores que pueden afectar a la produccién de estas y otras proteinas descritas en esta memoria incluyen: 1)
uso de codon (se prefiere optimizar codones para el hospedante), 2) secuencia sefial, 3) secuencia de aminoacidos
en los sitios de procesamiento pretendidos, presencia y localizacion de enzimas de procesamiento, eliminacion,
mutacién o inhibicién de diferentes enzimas que pueden alterar o degradar el producto disefiado y mutaciones que
hacen al hospedante mas permisivo en la secrecion (se prefieren hospedantes de secrecion permisiva).

Los trabajos de referencia sobre principios generales de la tecnologia de ADN recombinante incluyen Watson el al.,
Molecular Biology of the Gene, Volumes | and I, The Benjamin/Cummings Publishing Company, Inc., Menlo Park,
CA (1987); Darnell et al., Molecular Cell Biology, Scientific American Books, Inc., New York, N.Y. (1986); Lewin,
Genes I, John Wiley & Sons, New York, N.Y. (1985); Old, et al., Principles of Gene Manipulation: An Introduction to
Genetic Engineering, 2d edition, University of California Press, Berkeley, CA (1981); Sambrook et al., Molecular
Cloning: A Laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory, Cold Spring Harbor, NY (1989); y Ausubel et al.,
Current Protocols in Molecular Biology, Wiley Interscience, NY, (1987, 1992).

ENSAYOS DE UNION A LA PLASMINA E INHIBICION

Se puede usar cualquier método adecuado para ensayar los compuestos de esta invencion. Scatcherd (Ann. NY
Acad. Sci. (1949) 51:660-669) describié un método clasico para medir y analizar la unién que es aplicable a la union
de proteinas. Este método requiere la proteina relativamente pura y la capacidad de distinguir la proteina unida de la
no unida.

Un segundo método adecuado para medir la Kp es medir la actividad inhibidora contra la enzima. Si la Kp que se va
a medir esta en el intervalo de 1 nM a 1 nM, este método requiere sustratos cromégenos o fluorégenos y de decenas
de microgramos a miligramos de inhibidor relativamente puro. Para las proteinas de esta invencion, que tienen una
Kb en el intervalo de 5 nM a 50 pM, son suficientes de nanogramos a microgramos de inhibidor. Cuando se usa este
método, la competicion entre el inhibidor y el sustrato de la enzima puede dar una K; medida que es mayor que la
verdadera K;. Las mediciones presentadas aqui no estan corregidas porque la correccion seria muy pequeia, y
cualquier correccion reduciria la Ki. Aqui, se usa la K; medida como una medicion directa de la KD.

Un tercer método para determinar la afinidad de una proteina por un segundo material es tener la proteina
presentada en un paquete genético, tal como M13, y medir la capacidad de la proteina para adherirse al “segundo
material” inmovilizado. Este método es muy sensible porque los paquetes genéticos se pueden amplificar. Se
obtienen valores al menos semicuantitativos para las constantes de union mediante el uso de un gradiente por pasos
de pH. Se usan inhibidores de afinidad conocida para la proteasa para establecer perfiles patrén contra cualesquiera
otros inhibidores presentados en fagos que se consideren. Se puede usar cualquier otro método adecuado para
medir la union de proteina.

Preferiblemente, las proteinas de esta invencion tienen una Kp para la plasmina como maximo de aproximadamente
5 nM, mas preferiblemente como maximo de aproximadamente 300 pM, y mas preferiblemente 100 pM o menos.
Preferiblemente, la unién es inhibidora, de forma que Ki es la misma que Kp. La K; de QS4 es aproximadamente 2
nM. La K; de SPI11 para la plasmina es aproximadamente 88 pM.

METODOS Y PREPARACIONES FARMACEUTICAS

El sujeto preferido de esta invencién es un mamifero. La invencion es particularmente atil en el tratamiento de seres
humanos, pero también es adecuada para aplicaciones veterinarias.

En esta memoria, “proteccion” incluye “prevencién”, “supresion” y “tratamiento”. “Prevencion” implica la
administracion de farmaco antes de la induccion de la enfermedad. “Supresion” implica la administraciéon de farmaco
antes de la aparicién clinica de la enfermedad. “Tratamiento” implica la administracién de farmaco después de la
aparicion de la enfermedad.

En medicina humana y veterinaria, es posible que no se pueda distinguir entre “prevenir” y “suprimir’, puesto que
el(los) suceso(s) inductor(es) pueden no conocerse o estar latentes, o no se determina en el paciente hasta después
de aparecer el(los) suceso(s) inductor(es). Se usa el término “profilaxis” de forma distinta a “tratamiento” para
abarcar “prevenir’ y “suprimir’. En esta memoria, “proteccion” incluye “profilaxis”. No es necesario que la proteccion
sea absoluta para ser util.

Las proteinas se pueden administrar por cualquier medio, por via sistémica o tépica, para proteger a un sujeto frente
a una enfermedad o afeccién adversa. Por ejemplo, la administracion de dicha composicién puede ser por cualquier
via parenteral, por inyeccion de bolo o por perfusiéon gradual. Alternativamente, o simultdneamente, la administracion
puede ser por la via oral. Un régimen adecuado comprende administrar una cantidad eficaz de la proteina,
administrada como una sola dosis 0 como varias dosis en un periodo de horas, dias, meses 0 afios.

La dosificacion adecuada de una proteina descrita en esta memoria puede depender de la edad, sexo, salud y peso
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del receptor, tipo de tratamiento simultaneo, si hay alguno, frecuencia del tratamiento y el efecto deseado. Sin
embargo, la dosificacion mas preferida se puede adaptar para el sujeto individual, como puede entender y
determinar un experto en la técnica, sin excesiva experimentacion, ajustando la dosis de formas conocidas en la
técnica.

Para métodos de ensayo preclinicos y clinicos de farmacos, incluyendo proteinas, véase por ejemplo, Berkow et al.,
eds., The Merck Manual, 15th edition, Merck and Co., Rahway, N.J., 1987; Goodman el al., eds., Goodman and
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8th edition, Pergamon Press, Inc., ElImsford, N.Y., (1990);
Avery's Drug Treatment: Principles and Practice of Clinical Pharmacology and Therapeutics, 3rd edition, ADIS Press,
LTD., Williams and Wilkins, Baltimore, MD. (1987), Ebadi, Pharmacology, Little, Brown and Co., Boston, (1985).

Ademas de una proteina descrita aqui, una composicién farmacéutica puede contener vehiculos, excipientes o
auxiliares farmacéuticamente aceptables. Véase, por ejemplo, Berker, véase antes, Goodman, véase antes, Avery,
véase antes y Ebadi, véase antes.

METODOS Y REACTIVOS DE DIAGNOSTICO IN VITRO

Las proteinas se pueden aplicar in vitro a cualquier muestra adecuada que pueda contener plasmina, para medir la
plasmina presente. Para hacer esto, el ensayo debe incluir un Sistema Productor de Sefial (SPS) que proporciona
una sefial detectable que depende de la cantidad de plasmina presente. La sefial se puede detectar de forma visual
o instrumental. Entre las sefiales posibles se incluyen la producciéon de productos coloreados, fluorescentes o
luminiscentes, alteracion de las caracteristicas de absorcion o emisién de radiaciéon por un componente o producto
del ensayo, y precipitacion o aglutinacién de un componente o producto.

El componente del SPS mas intimamente asociado con el reactivo de diagndstico se llama “marcador”. Un marcador
puede ser, por ejemplo, un radiois6topo, un fluoréforo, una enzima, una coenzima, un sustrato de enzima, un
compuesto con densidad electronica, o una particula aglutinable. Un isétopo radiactivo se puede detectar usando,
por ejemplo, un contador g o un contador de centelleo o por autorradiografia. Los isétopos que son particularmente
atiles son °H, 21, ", 325, "C, y preferiblemente, "#°I. También se puede marcar un compuesto con un compuesto
fluorescente. Cuando el compuesto con marcador fluorescente se expone a luz de la longitud de onda adecuada, se
puede detectar su presencia. Entre los compuestos marcadores fluorescentes mas habitualmente usados estan el
isotiocianato de fluoresceina, rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftalaldehido y fluorescamina.
Alternativamente, se pueden unir metales emisores de fluorescencia, tales como '“°Eu u otro lantanido, a la proteina
de unién usando grupos quelantes de metales tales como acido dietilentriaminapentaacético o acido etilendiamina-
tetraacético. Las proteinas también se pueden marcar de forma detectable por acoplamiento con un compuesto
quimioluminiscente, tal como luminol, isolumino, éster de acridinio teromatico, imidazol, sal de acridinio y éster de
oxalato. Igualmente se puede usar un compuesto bioluminiscente, tal como luciferina, luciferasa y acuorina para
marcar las proteinas de union. La presencia de una proteina bioluminiscente se determina detectando la presencia
de luminiscencia. Se prefieren marcadores enzimaticos tales como peroxidasa de rabano picante y fosfatasa
alcalina.

Hay dos tipos basicos de ensayos: heterogéneos y homogéneos. En los ensayos heterogéneos, la union de la
molécula de afinidad al analito no afecta al marcador; por lo tanto, para determinar la cantidad de analito, se debe
separar el marcador unido del marcador libre. En los ensayos homogéneos, la interaccion afecta a la actividad del
marcador, y se puede medir el analito sin separacion.

En general, se puede usar una proteina de unién a la plasmina (PBP, por sus siglas en inglés plasmin-binding
protein) para diagnostico de la misma forma que se usa un anticuerpo antiplasmina. Por lo tanto, dependiendo del
formato de ensayo, se puede usar para ensayar plasmina, u otras sustancias que se unen a la plasmina por
inhibicion competitiva.

Normalmente, la muestra sera un fluido bioldgico, tal como sangre, orina, linfa, semen, leche o liquido
cefalorraquideo, o uno de sus derivados, o un tejido biolégico, por ejemplo, una seccién u homogeneizado de tejido.
La muestra puede ser cualquiera. Si la muestra es un fluido bioldgico o tejido, se puede coger de un ser humano u
otro mamifero, vertebrado o animal, o de una planta. La muestra preferida es sangre, o una de sus fracciones o
derivados.

En una realizacion, la proteina de unién a la plasmina (PBP) se inmoviliza, y se deja que la plasmina en la muestra
compita con una cantidad conocida de un analogo de plasmina marcado o que se puede marcar especificamente. El
“andlogo de plasmina” es una molécula que puede competir con la plasmina por la unién a la PBP, que incluye la
propia plasmina. Puede estar ya marcada, o se puede marcar posteriormente por unién especifica del marcador a un
resto, que diferencie el analogo de plasmina de la plasmina. Se separan las fases y se cuantifica el analogo de
plasmina marcado en una fase.

En un “ensayo de tipo sandwich”, se usa tanto un agente de union a la plasmina (PBA, por sus siglas en inglés,
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plasmin-binding agent) insolubilizado, como un PBA marcado. El analito de plasmina es capturado por el PBA
insolubilizado y es marcado por el PBA marcado, formando un complejo terciario. Los reactivos se pueden afadir a
la muestra en cualquier orden. Los PBA pueden ser iguales o diferentes, y de acuerdo con esta invencion sélo es
necesario que un PBA sea una PBP (el otro puede ser, por ejemplo, un anticuerpo). La cantidad de PBA marcado en
el complejo terciario es directamente proporcional a la cantidad de plasmina en la muestra.

Las dos realizaciones descritas antes son ambas ensayos heterogéneos. Un ensayo homogéneo requiere que la
union de la PBP a la plasmina afecte sélo al marcador. El analito de plasmina puede actuar como su propio
marcador si se usa un inhibidor de plasmina como un reactivo de diagndstico.

Un marcador se puede conjugar, directa o indirectamente (por ejemplo, por un anticuerpo anti-PBP marcado),
covalente (por ejemplo, con SPDP) o no covalentemente, a la proteina de unién a la plasmina, para producir un
reactivo de diagnoéstico. Igualmente, la proteina de union a la plasmina se puede conjugar con un soporte en fase
sélida para formar un reactivo de diagnéstico en fase sélida (“captura”). Entre los soportes adecuados se incluyen
vidrio, poliestireno, polipropileno, polietileno, dextrano, nailon, amilasas y magnetita. El vehiculo puede ser soluble
en cierta medida o insoluble para los propésitos de esta invencién. El material de soporte puede tener cualquier
estructura siempre que la molécula acoplada pueda unirse a la plasmina.

Usos de diagnédstico in vivo

Se puede usar un dominio Kunitz que se une muy fuertemente a la plasmina para generar imagenes in vivo. Las
imagenes para el diagnéstico de focos de enfermedad se consideraron una de las mayores oportunidades
comerciales de los anticuerpos monoclonales, pero esta oportunidad no se ha alcanzado. A pesar del considerable
esfuerzo, sélo se han aprobado dos agentes de generacion de imagenes basados en anticuerpos monoclonales. Los
decepcionantes resultados obtenidos con los anticuerpos monoclonales, se deben en gran medida a:

i) la inadecuada afinidad y/o especificidad;

ii) poca penetracion en los sitios objetivos;

iii) aclaramiento lento de los sitios que no son objetivo;
iv) inmunogenicidad (la mayoria son murinos); y

v) alto coste de produccién y poca estabilidad.

Estas limitaciones han hecho que en el campo de la generacién de imagenes de diagndstico se empiecen a
desarrollar agentes de generacion de imagenes basados en péptidos. Aunque solucionan potencialmente los
problemas de poca penetracién y aclaramiento lento, no es probable que los agentes de generacion de imagenes
basados en péptidos tengan la afinidad, especificidad y estabilidad in vivo adecuadas para ser utiles en la mayoria
de las aplicaciones.

Las proteinas disefiadas son excepcionalmente adecuadas para los requisitos de un agente de generacion de
imagenes. En particular, la extraordinaria afinidad y especificidad que se pueden obtener disefiando dominios
proteinicos de origen humano, estables y pequefios, que tienen tasas de aclaramiento y mecanismos in vivo
conocidos, se combinan para proporcionar resultados mas fiables y mas pronto, menos toxicidad/efectos
secundarios, menor coste de produccién y almacenamiento, y mayor conveniencia de la preparacion del marcador.
Realmente, se podria lograr el objetivo de la generacion de imagenes en tiempo real con los agentes de generacion
de imagenes de proteinas disefiadas. Las proteinas de unién a la plasmina, por ejemplo SPI11, pueden ser Utiles
para localizar sitios de hemorragia interna.

Se puede administrar la proteina de unién radiomarcada al sujeto humano o animal. La administracion tipicamente
es por inyeccion, por ejemplo, intravenosa o arterial, u otros medios de administraciéon, en una cantidad suficiente
para permitir la posterior generacion de imagenes dinamica y/o estatica usando dispositivos radiodetectores
adecuados. La dosificacién es la cantidad mas pequefia capaz de proporcionar una imagen eficaz para el
diagndstico, y se puede determinar por medios convencionales en la técnica, usando agentes de generacion de
radioimagenes conocidos como guias.

Tipicamente, la generacion de imagenes se lleva a cabo en el cuerpo entero del sujeto, o en la parte del cuerpo u
organo relevante para la afeccion o enfermedad que se estudia. La proteina de unién radiomarcada se ha
acumulado. Después, se puede cuantificar la cantidad de proteina de unién radiomarcada acumulada en un
momento determinado en érganos objetivo relavantes.

Un dispositivo radiodetector particularmente adecuado es una camara de centelleo, tal como una camara g El
dispositivo de deteccion en la camara detecta y registra (y opcionalmente digitaliza) la desintegracion radiactiva. La
informacion digitalizada se puede analizar de cualquier forma adecuada, muchas de las cuales son conocidas en la
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técnica. Por ejemplo, un andlisis de tiempo-actividad puede ilustrar la absorcién mediante el aclaramiento de la
proteina de unién radiomarcada por los 6rganos objetivos con el tiempo.

Se tienen en cuenta diferentes factores para seleccionar un radiois6topo adecuado. El isétopo se selecciona: para
permitir una resolucién de buena calidad tras la generacién de imagen, que sea seguro para usar en el uso de
diagndstico en seres humanos y animales, y preferiblemente, que tenga una semivida corta de forma que se
disminuya la cantidad de radiacién que recibe el cuerpo. El radioisétopo usado preferiblemente debe ser
farmacolégicamente inerte, y las cantidades administradas no deben tener un efecto f|$|olog|co sustanmal La
proteina de unién se puede radiomarcar con diferentes isétopos de yodo, por ejemplo (véase por
ejemplo, la patente de EE.UU. 4.609.725). La cantidad de marcador se debe seguir de forma adecuada

En las aplicaciones a sujetos humanos, puede ser conveniente usar radioisétopos distintos del 125 para el marcaje,
para disminuir la exposicion dosimétrica total del cuerpo, y optimizar la detectabilidad de la molécula marcada.
ConS|derando Ia faC|I dIS Onlbllldad clinica para usar en seres humanos, los radiomarcadores preferidos incluyen:
®m1e, Ga, %Ga, In, "™, '3, "Re, "*®Re o ?''At. Se puede preparar una proteina radiomarcada por
diferentes métodos. Entre estos se incluyen radiohalogenacién con cloramina T o el método de la lactoperoxidasa y
posterior purificaciéon por cromatografia liquida de alta presion, por ejemplo, véase Gutkowska et al., en
“Endocrinology and Metabolism Clinics of America”: (1987) 16 (1):183. Se pueden usar otros métodos de
radiomarcaje, tales como IODOBEADS®.

Se puede administrar una proteina radiomarcada por cualquier medio que permita al agente activo alcanzar el sitio
de accion del agente en un mamifero. Debido a que las proteinas son sometidas a digestiéon cuando se administran
por via oral, normalmente se usara la administracion parenteral, es decir, intravenosa, subcutanea, intramuscular,
para optimizar la absorcion.

Otros usos

Las proteinas de unién a la plasmina descritas en esta memoria también se pueden usar para purificar la plasmina
de un fluido, por ejemplo, la sangre. Para este propdsito, la PBP preferiblemente se inmoviliza en un soporte
insoluble. Dichos soportes incluyen los mencionados como Utiles para preparar reactivos de diagndstico en fase
sélida.

Las proteinas se pueden usar como marcadores de peso molecular como referencia en la separacién o purificacién
de proteinas. Puede ser necesario desnaturalizar las proteinas para que sirvan como marcadores de peso
molecular. Una segunda utilidad general de las proteinas es el uso de proteina hidrolizada como una fuente
nutriente. Las proteinas también se pueden usar para aumentar la viscosidad de una solucién.

La proteina descrita en esta memoria se puede usar para cualquiera de los propdsitos anteriores, asi como para
propositos terapéuticos y de diagnéstico como se discute mas adelante en esta memoria descriptiva.

PREPARACION DE PEPTIDOS

La sintesis quimica de polipéptidos es un area que evoluciona rapidamente en la técnica, y en las siguientes
referencias se describen métodos de sintesis de polipéptidos en fase sélida (Merrifield, J. Amer. Chem. Soc.
85:2149-2154 (1963); Merrifield, Science 232:341-347 (1986); Wade et al., Biopolymers 25:521-S37 (1986); Fields,
Int. J. Polypeptide Prot. Res. 35:161 (1990); MilliGen Report Nos. 2 and 2a, Millipore Corporation, Bedford, MA,
1987) Ausubel et al., véase antes, y Sambrook et al., véase antes. Tan y Kaiser (Biochemistry, 1977, 16:1531-41)
sintetizaron hace dieciocho afios el BPTI y un homdlogo.

Como se sabe en la técnica, dichos métodos implican el bloqueo o proteccion de grupos funcionales reactivos, tales
como grupos amino, carboxilo y tio libres. Después de la formacién del enlace de polipéptido, se eliminan los grupos
protectores. Por lo tanto, la adicion de cada resto de aminoacido requiere varias etapas de reaccién para proteger y
desproteger. Los métodos actuales usan la sintesis en fase sélida, en la que el aminoacido C-terminal se une
covalentemente a una particula de resina insoluble que se puede filtrar. Los reactivos se separan por lavado de las
particulas de resina con disolventes adecuados usando una maquina automatica. Se conocen bien en la técnica
diferentes métodos, incluyendo el método del “tBoc” y el método del “Fmoc”. Véase, entre otros, Atherton et al., J.
Chem. Soc. Perkin Trans 1:538-546 (1981) y Sheppard et al., Int. J. Polypeptide Prot .Res. 20:451-454 (1982).

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Construccion de la biblioteca de LACI (K1)

Se cloné un duplex de oligonucledtido sintético que tiene extremos Nsil- y Mlul- compatibles, en un vector parental

(LACI-K1::1ll) previamente escindido con las dos enzimas anteriores. El material ligado resultante se transfecto por

electroporacion en la cepa de E. coli XLIMR (F") y se cultivé en placas con ampicilina (Ap) para obtener colonias Ap®

generadoras de fagos. El esquema de variegacion para la Fase 1 se centra en la regiéon P1, y afecté a los restos 13,
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16, 17, 18 y 19. Permite 6,6 x 10° secuencias de ADN diferentes (3,1 x 10° secuencias de proteinas diferentes). La
biblioteca obtenida consistia en 1,4 x 10° ufc independientes, que es aproximadamente una representacién de dos
veces la biblioteca entera. El cultivo madre de fagos generado en este cultivo en placa dio una valoracion total de 1,4
x 10" ufc en aproximadamente 3,9 ml, estando representado cada clon independientemente, como media, 1 x 10’
en total y 2,6 x 10° veces por ml de cultivo madre de fagos.

Para permitir la variegacion de los restos 31, 32, 34 y 39 (fase Il), los duplex de oligonucleétidos sintéticos con
extremos Mlul-y BstEll- compatibles, se clonaron en ADN Rf previamente escindido, obtenido de uno de los
siguientes:

i) la construccion parental,
ii) la biblioteca de fase |, o
iii) fago de presentacion seleccionado de la primera fase, que se une a un objetivo dado.

El esquema de variegacion para la fase Il permite 4096 secuencias de ADN diferentes (1600 secuencias de
proteinas diferentes) debido a las alteraciones en los restos 31, 32, 34 y 39. La variegacién de la fase final Il
depende del nivel de variegacién que queda después de tres ciclos de unién y elucidon con un objetivo dado en la
fase I.

La posible variegacién combinada de ambas fases es igual a 2,7 x 10" secuencias de ADN diferentes o 5,0 x 10’
secuencias de proteinas diferentes. Cuando se usa el fago de presentacion previamente seleccionado, como el
origen dgl ADN Rs para la variegacién de la fase Il, probablemente el nivel de variegacion final esta en el intervalo de
10°a 10"

Ejemplo 2: Cribado de la union a la plasmina en la biblioteca de LACI-K1

El esquema para seleccionar variantes de LACI-K1 que se unen a la plasmina implica la incubacién de la biblioteca
de presentacién en fagos con perlas de plasmina (Calbiochem, San Diego, CA; catalogo n° 527802) en un tampdn
(PBS que contiene BSA 1 mg/ml) antes de lavar las variantes de fagos de presentacién no unidos o débilmente
retenidos con PBS que contiene Tween 20 al 0,1%. Los fagos de presentacién unidos mas fuertemente se eluyen
con un tampoén de elucion a pH bajo, tipicamente tampdn de citrato (pH 2,0) que contiene BSA 1 mg/ml, que
inmediatamente se neutraliza con tampoén Tris a pH 7,5. Este procedimiento constituye un sélo ciclo de seleccion.

El fago de presentacion eluido neutralizado se puede usar:

i) para inocular una cepa F* de E. coli para generar un nuevo cultivo madre de fagos de presentacién, para
usar en los siguientes ciclos de seleccién (llamada cribado convencional), o

ii) directamente para otro ciclo inmediato de seleccién con las perlas de proteasa (llamada cribado rapido).

Tipicamente, se llevan a cabo tres ciclos de cada método, o una combinaciéon de dos, para dar lugar al fago de
presentacion final seleccionado, a partir del cual se secuencia un numero representativo y se analizan las
propiedades de unién como mezclas de fagos de presentacion o como clones individuales.

Para la biblioteca de LACI-K1, se llevaron a cabo dos fases de seleccién, que consistia cada una en tres ciclos de
union y elucion. La seleccion de la fase | usé la biblioteca de Fase | (restos variegados 13, 16, 17, 18 y 19), que pasé
por tres ciclos de unién y eluciéon frente a la plasmina, dando lugar a una subpoblaciéon de clones. EI ADN R¢
obtenido de esta subpoblacién seleccionada se usé para generar la biblioteca de Fase Il (adicién de los restos
variegados 31, 32, 34 y 39). Se obtuvieron aproximadamente 5,6 x 10’ transformados independientes. Las
bibliotecas de Fase Il experimentaron tres ciclos adicionales de unién y elucién con la misma proteasa objetivo
dando lugar a los seleccionados finales.

Después de las dos fases de seleccion frente a perlas de agarosa-plasmina, se secuencié un nimero representativo
(16) de fagos de presentacion de la seleccion final. La Tabla 2 muestra las secuencias de los dominios LACI-K1
seleccionados con los aminoacidos seleccionados en las posiciones variegadas en mayusculas. Obsérvese la
seleccion absoluta de los restos P13, Ats, Ri7, F1g y E1o. Hay una seleccion muy fuerte para E en 31 y Q en 32. No
hay consenso en 34; los aminoacidos observados son {T3, Y2, Hz, D, R, A, V2, I3, y L}. Los aminoacidos que tienen
grupos laterales que se ramifican en el C, (T, | y V) estan representados multiples veces y se prefieren. En la
posicion 39, no hay un alto consenso (Gs, D3, Q2, A2, R, F, E), pero parece que se prefieren G, D, Q y A (en este
orden).

Un cribado por separado de la biblioteca de LACI-K1 frente a la plasmina dio un consenso muy similar de 16 fagos
de presentacion seleccionados secuenciados. Estas secuencias se muestran en la Tabla 3 (restos seleccionados en
mayusculas). Estas secuencias se desvian de las de la Tabla 2 en que aqui en la posiciéon 19 predomina E. Hay un
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consenso en 34 (Ts, V3, S3, I, L, A, F) de T, V o S. Combinando los dos grupos, hay una preferencia por (en orden
de preferencia) T, V, I, S, A, H, Y y L, estando permitidos F, Dy R.

EXPRESION, PURIFICACION Y ANALISIS CINETICO

Se volvieron a clonar los tres aislados QS4, ARFK#1 y ARFK#2 en un vector de expresion de levadura. El vector de
expresion de levadura se obtiene de pMFalfa8 (KURJ82 y MIYA85). Los genes variantes de LACI se fusionaron con
parte del gen mata1, generando un gen hibrido que consistia en el promotor de mata1-péptido sefial y la secuencia
lider fusionada con la variante de LACI. El sitio de clonacién se muestra en la Tabla 24. Obsérvese que la proteina
variante de LACI-K1 correctamente procesada deberia ser como se detalla en la Tabla 2 y Tabla 3 con la adiciéon de
los restos glu-ala-ala-glu en la Met N-terminal (resto 1 en la Tabla 2 y Tabla 3). La expresiéon en S. cerevisiae dio un
rendimiento de aproximadamente 500 ng de inhibidor de proteasa por litro de medio. LACI (dominio Kunitz 1), BPTIl y
las variantes de LACI: QS4, ARFK#1 y ARFK#2 expresados en levadura, se purificaron por cromatografia de
afinidad usando perlas de tripsina-agarosa.

El hospedante de produccién mas preferido es Pichia pastoris que utiliza el sistema de la alcohol-oxidasa. Se han
producido una serie de proteinas en la levadura Pichia pastorias. Por ejemplo, Vedvick et al. (VEDV91) y Wagner et
al. (WAGN92) produjeron aprotinina a partir del promotor de la alcohol-oxidasa con induccién por metanol, como una
proteina secretada en el medio de cultivo » 1 mg/ml. Gregg et al. (GREG93) han revisado la produccién de una serie
de proteinas en P. pastoris. La Tabla 1 de GREG93 muestra proteinas que han sido producidas en P. pastoris y los
rendimientos.

Datos cinéticos

La inhibicién de la hidrdlisis de succinil-Ala-Phe-Lys-(F3Ac)AMC (una metil-cumarina) (Sigma Chemical, St. Louis,
Mo.) por la plasmina 2,5 x 10® M con diferentes cantidades del inhibidor, se ajusté a la forma patrén para un sustrato
que se une fuertemente, por minimos cuadrados. El andlisis cinético preliminar de las dos variantes ARFK demostro
una actividad inhibidora muy similar a la de la variante QS4. Estas mediciones se llevaron a cabo con cantidades
fisiolégicas de sal (150 mM) de modo que las afinidades son importantes para la acciéon de las proteinas en la
sangre.

La Tabla 23 muestra que QS4 es un inhibidor de la plasmina humana muy especifico. Los fagos que presentan el
derivado de LACI-K1 QS4 se unen a las perlas de plasmina al menos 50 veces mas de lo que se unen otros
objetivos de proteasas.

NUEVA BIBLIOTECA PARA LA PLASMINA:

Se hizo una nueva biblioteca de dominios LACI-K1, presentada en M13 glllp, y que contenia la diversidad mostrada
en la Tabla 5 y se crib6 la unién a la plasmina. La Tabla 6 muestra las secuencias seleccionadas y el consenso. Se
caracterizd la union de las proteinas seleccionadas comparando la unién del fago clonalmente puro a BPTI
presentado en fago. Los aislados 11, 15, 08, 23 y 22 eran superiores al fago de BPTI. Se produjo SPI11 (Inhibidor de
plasmina seleccionado n°11) soluble, y se ensay6 su actividad inhibidora, obteniéndose una K; de 88 pM, que es al
menos dos veces mejor que la de BPTI. Por lo tanto, se cree que los seleccionados SPI15, SPI08 y SPI22 son muy
superiores a BPTI y que es probable que SPI23 sea aproximadamente tan potente como BPTI. Todas las proteinas
listadas estdn mas cerca de una secuencia de aminoacidos de proteina humana de lo que lo estd BPTI, y por lo
tanto tienen menos posibilidad de inmunogenicidad.
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TABLA 1: Secuencia de LACI entero: (SEQ ID No. 1)

5. 5 5 5 5

1 MIYTMKKVHR LWASVCLLLN LAPAPLNAds eedeehtiit dtelpplklM

51 HSFCAFKADD GPCKAIMKRF FFNIFTRQCE EFIYGGCEGN QNRFESLEEC

101 KKMCTRDnan riikttlqge kpdfcfleed pgiCrgyitr yfynnqtkqC.

151 erfkyggClg nmnnfetlee CkniCedgpn gfqvdnygtq lnavnnsitp

201 gstkvpslfe fhgpswCltp adrgiCrane nrfyynsvig kCrpfkysgC
251 ggnennftsk geClraCkkg fiqriskggl: iktkrkrkkq rvkiayeeif

301 vknm

La secuencia sefial (1-28) esta en mayusculas y subrayada

LACI-K1 esta en mayusculas
LACI-K2 esta subrayado
LACI-K3 esta en negrilla

TABLA 2: Secuencia de LACI-K1 y derivados que se unen a la plasmina humana

~ 123456789012345678901234567689012345676890123456789012345678.

. LACI -K1 - mhst';afkaddgpckaimkrfffni ftcheefiyggcegnanfesleeckkmctird

Qst .- jmhsfbafkaddg?ckARFErfffniftrchCnyqgcRgnanfesleeckkmctrd 
Tgse mhsfcafkaddg?ckARFErfffniftrchQfngchgnanfesieeckkmctrd‘
,es7 mhsfcaﬁkaddg?ckARFErfffniftrchQnygchqnanfesleeckkmctrd
fQSB L'-*=mhéfcafkaddQPckAREErfffniftrchQnygchqndnrfesleeckkmctfd'
Q59" . " . mhsfcafkaddgPCKARFEr££EniftrqeQEfRyggcDangnrfesleeckimetrd.
stlif; :fhhéfcafkaddg?ckARFErfffniftrchQfnggcananfesleeékkmctrd
%0515‘jff‘mhsfcafkaddg?ckARFErfffniftrchEfAygchgnanfesleeckkmctrdf
_Ks2 R mhsfcafkadngckARFErfffniftrchQnygchgnanfesleeckkmctrd
.NSd":” mhsfcafkaddg?ckﬁRFErftfniftrchQnygchgnanfesleeckkmctrd}
-Nss:f'i mhsfcéfkéddg?ckARFErfffniftrchEnygchgnanfesleeckkmctrd
;NSS_”',-7mhsEcafkaddg?ckARFErfffniftrchQfIyggcananfesleeckkmctrd-
Ns11 - thsfcafkadngckARFErfffniftrchQfIygchgnanfesleeckkmctrd
Ns12 mhsfeafkaddgPckARFEr ££EniftrqecEQEIyggcFonqnresleeckimetrd
NS4 . 7fmhsfcafkadngCkARFﬁrfffniftrchQnygchgnanfésleeckkmctrd
-N515l1.l mhsfcafkadngckARFErfffniftrchQnyggcAgnanfesleeckkmctrd.
NSlé 3fmhsfcafkaddg?ckARFErfffniftrchQfLygchgnanfesleeckkmctrd-

ARE'RCON "mhs fcafkadquc kARFErfffni ftrqcEQfiyggeGgnqne fesleeckkmctrd
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TABLA 3: Secuencia de LACI-K1 y derivados que se unen a la plasmina humana

LAGI-K1
RRFK#1 .
 ARFK#2
ARFKH#3 .

ARFK#4 -

- ARFKH5

ARFKHE
ARFKHT -

“ARFKHE
ARFKHY
'ARFKH#10
*ARFK#11

ARFK#12

ARFK#13
ARFK#14
ARFK#15

ARFKH16

ARFKCO1
-ARFKCO2

1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678

-mhsfcafkaddgpckaimkrfffniftrqceefiyggcggnanfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddq?ckAaFErfffniftrchQnyqchgnanfes}eeckkmctrd

mhsfcafkaddQPEkARFErfffniftrchEnygchgnanfesleeckkmctfd‘
thfcafkaddchkGRFQrfffniftrchEfIygchgnanfesleéckkmctrd

mhsfcafkaddgPckARFEr£££ni ftrqcEQf TyggcMgnqnr fesleeckkmetrd

mhsfcafkaddgPecXARFErfffniftrqcEQESyggcGgngnrfesleeckkmetrd”

mhsfcafkadngckARFErfffniftrchEfLygchgnanfesleeckkmctrd
mhsfcafkadngckARFErfffniftrchQfSyggchnanfesleeckkmctrd

'mhsfcafkaddg?ckARFErfffniftrchQfAyggcAgnanfesleeckkmctrd«

mhsfcafkadngckARFErfffniftrchQfIygchgnanfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddg?ckARFErfffniftrchEfSygchgnanfesleeckkmctrd'
.mhsfcafkaddgPckARFErfffniftrqcEEfVyggcKgnanrfesleeckkmetrd

mhsféafkaddqpckAsFErfffqiftrchQfTygchgnanfgsleeckkmctrd

‘mhs fcafkad_dgpckz\sE"BrfffniftrchEf'r‘yggcx.gnanfes’leeckkmctrd
mhsfcafkadngckARFEriffniftrchQnygchgnanfesleeckkmctrd1
'mhsfcafkadngckARFErfffniftrqéEQnygqugnanfgsleeckkmctrd
'mhsfcafkaddg?dkARFErfffniftrchQnygchgnanfésleeckkmctrd

mhsfcafkadngckARFErfffnlftrchQnygchgnanfesleeckkﬁctrd
mhsfcafkaddg?dkARFErfffniftrchQnyggcsgnqnrfesleeckkmctrd
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Tabla 5: ADNvg para LACI-D1 para variar los restos 10, 11, 13, 15, 16, 17 y 19 para la plasmina teniendo en cuenta
App-I (que ahora se sabe que no es muy potente).

o . . NIK
‘M .H :S..F -C--A -F 'K A DIE
. .. 1 -2 3 4 5 .6 ‘7-8-9 10
'5‘- cctcct atgcat|tcclttcltgclgcclttclaaglgc RaS_l-.:_
' l NsiI | '

CIW
F1Y
"LIP
QIH.
Ml
] . _ NiT
NJS ’ T SIK
I|IT . NIXK - VIR
A|G . AIP - o IIM " DIA
DIV G SIT C KIR AlG RIS FII EIG . R
11 12 13 14 15 16 17 18 19, 20
IRNtiggthc;l_tgtlaRalgstlaNS!wtcltINS!c;gi;l

F|C . ‘

LW F - F N I F T R

21 "22 23 :24 25 26 27 '28° - S .

ItKSlttclttclaaciatc|ttclacg cqt tccctcc-3' (SEQ ID NO. 83)
3'-g aag ttg tag aag tgc gca agggagg-5' {SEQ ID NO. 84)
Tm - 80°C - 1 Mlul | '

ADN: 262.144 * 4 = 1.048.576
proteina: 143.360 * 4 = 573.440
La secuencia de aminoacidos tiene el SEQ ID NO. 85.

Esta variegacién permite que la secuencia de Appl aparezca en las posiciones P6-P6’.
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Tabla 6: derivados de LACI-K1 seleccionados para la unién a la plasmina

l[dent 111111111122012345678801 DIFS Union de fago  Kp (pM)  SEQ ID NO.

Consenso ETGPCRARFERW 0 SEQID NO. 88
LACIKA1 ddgpckaimkrf 7 SEQ ID NQ. 2

SPI31 - --e-m-- - G-- 1 SEQ ID NO. 89
SPIM1 i D-- 1 3,2X 88 SEQ ID NO. 40
SPI15 -8 D-- 2 2,5X SEQ ID NO. 90
SPI24 D----- G----L 3 SEQ ID NO. 91
SPI33 ---8--G--D-- 3 SEQ ID NO. 92
SPI34 A 5-P-- 3 SEQ ID NG. 93
sPI2ze ------- T-P-F 3 SEQID NO. 94
SPI37 -V s-H-- 3 SEQID NC. 95
SPI32 D------ 5-G-- 3 SEQ ID NQ. 96
sPz. ------ GM-P-- 3 SEQ ID NO. 97
SPI36 -G------- N-F 3 SEQID NO. 98
SPI08 DG--------- F 3 2,6X SEQID NQO. 42
SPIB6 - ------- IS-F 3 SEQ ID NO. 99
SPI18 -G----- K---F 3 SEQ ID NG. 100
SPI23 -G----- K-Q-- 3 1,25X SEQ ID NO. 43
SPI35 DS-A--G----- 4 SEQID NO. 101
SPI02 DS----G----F 4 0,83X SEQ ID NO. 102
SPI25 D------ S-P-L- 4 SEQID NO. 103
SPI17 -V lQ-F 4 0,09X SEQID NO. 104
SPI05 -S----- K-A-F 4 0,69.X SEQID NO. 105
SPI13 -G----- K-A-F 4 SEQ ID NO. 106
SPI07 D--8---KIl--- 4 SEQ ID NO. 107
SPI03 DS---K---D-- 4048X SEQ ID NO. 108
SPI06 DG---KG----- 4 SEQ ID NO. 109
SPI16 -V-A-KG--H-- 5 022X SEQID NO. 110
SPI04 LG----- S-P-F B SEQID NO. 111
SPI01 DS-A---M-H-F <] 0,25 X SEQID NO. 112
SPI14 DS-A---K-R-- 5 SEQID NOG. 113
SPI28 DS-T-K---P-F 6 SEQID NO. 114
sPzy - ---- KGKIA-F <] SEQID NO. 115
SPI21 DS-A-KGK---- & 0,38 X SEQID NO. 116
SPI22 DG---KGK-P-F 7 20X SEQID NO. 44

“Difs” es el numero de diferencias respecto al Consenso.
“Union del fago” es la unién del fago que presenta la proteina designada respecto a la unién del fago que presenta
BPTI.
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Tabla 7: Variacion de los restos 31, 32, 34 y 39

FIS
‘YiC
" LIP
- HIR
WX
“TIM
NiK

VIA-

DlG
E|Q
31

. T R Q@ C
5'-cctectlacgicgticaglitgei-

| Mlul |
F|S
-YIC
Lip . G
HIR NID
Wil HIR
TiM YIC
NIK AlvV
VIA IIT
DIG S|P C _ E|G

E{Q F FILYIW G G C KIR G N Q
32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42

INNS | NNSIttc|NNt | tRS)ggtiggt I tgt IRRgiggtiaacicagl-

| BsStEII |

gtcgtgctcttt'agcacgacctg-_‘_’.' (SEQ ID NO. 86)

La secuencia de aminoacidos tiene el SEQ ID NO. 87

Se elimina el sitio EcoRl; por lo tanto, se puede usar la escisiéon con EcoRI para eliminar (o reducir al menos mucho)

el ADN parental.

Hay 262.144 secuencias de ADN y 72.000 secuencias de proteinas.
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Tabla 8: Seleccionados por la unién a la plasmina con variegacion en el segundo bucle

Id

Con1

SPl47
SPI51
SPI52
SPI146
SPI41
SPl142
SPI43
SPIS6
SPIS9
SPIG0
SPIS5
SPI149
SPI5Y
SPI53
SPI54
SPIM1
LACIH

1711111111122333333
3334012345678901
ETgPcRAKFDrW

DA------- E-F
DA------- E-F
DA------- E-F---
DV--m-n-- E-
DA------ R-E-F
______ G-
______ G-
______ G
Vool .
-------- IP-L
DS---KGR-G-L
----- KGS----
DS----- R----
_______ R----

ddgpckaimkrf

Véanse las siguientes notas

n°1234567890
EAfVYggcGag
-E-l----E-

F---L----E-8
DT-L----E-9

QG--mmm-- 3
SS-H----K-4
AQ------ E-4
NT-coeone- 2

P E-2

HL-T------ 4
P W-----

T--DW----- 10
NV-R----R-7
TR-P--m--- 6

gefiyvggceg[1](4)
gefivggceg10

Difs C1C K1

iy

B W MO W

B D AN

P B R e R e e B B B N e B e N e
RN St/ /NP P it N Nt N )

{7

10

00 ~ 00 W U

12
11
11
11

9
11
10
11
11
10

0

SEQ ID NO. 45
SEQ ID NO. 57
SEQ IDNO. 54
SEQ ID NO. 52
SEQ ID NO. 53
SEQ ID NO. 59
SEQ ID NO. 48
SEQ ID NO. 51
SEQ ID NO. 50
SEQ ID NO. 47
SEQ ID NO. 46
SEQ ID NO. 49
SEQ ID NO. 56
SEQ ID NO. 60
SEQ ID NO. 58
SEQ ID NO. 55
7SEQIDNO. 40
SEQIDNQO. 2

En la Tabla “-“ significa que las proteinas tienen el tipo de consenso (Con1). Con 1 contiene el tipo mas comun en
cada posicion; los aminoacidos mostrados en Con1 no se variaron. Cuatro posiciones (10, 31, 34 y 39) mostraron
significativa tolerancia por un segundo tipo, conduciendo a 15 secuencias consenso secundarias: Con2-Con16. La
columna “n® Difs” muestra el nimero de diferencias con CON1 en “C1”, las diferencias con el mas cercano de Con1-
Con16 en “C”, y las diferencias con LACI-K1 en “K1”. SPI11 se seleccioné de una biblioteca en la que los restos 31-
39 se bloquearon en el tipo salvaje.

SPI11 <BPTI<SPI23 = SPI51 <SP147
Muy superior muy potente
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Tabla 9: Sustituciones conservativas y semiconservativas

Tipo de AA Categoria

inicial

A Pequefio no polar o
ligeramente polar
Dislufuro SH libre
acido, hidrofilo

acido, hidrdfilo
aromatico Gly-sélo
conformacién “normal”
conformacién

Mmoo

aromatico anfétero

basico

alifatico
hidréfobo
hidréfilo no polar
inflexible

alifatico mas amida
basico

hidrofilo

hidrofilo alifatico,
carbono b ramificado
aromatico

aromatico

<S<H0VITO TVZZIrX—"I O

alifatico, carbono b ramificado

Sustituciones conservativas

G, ST

<< » somp»

rm » <PZEZ

EX Z T0or
-

PPXRZ <prEA:
_(/J_—Ip_l'l'l —_|—_.—I
OOIT> <<
z o 2
— 3)
o >
®
m

mm
=<

Sustitucién semiconservativa
N, V, P, (C)

F, G ninguna

K,R,H, A

K,R,H, A

I, V, (C) ninguna

D,E;H, LK, LM, Q R,V

L, M, A, (C)

F,Y, W, G (C)

Q,N,S, T,D,E, A
F,Y, W, H, (C)

Q,F, Y, W, (C), (R), (K), (E)
K, R

A, (C), D), (E), F, H, (K), L,
M, N, Q, (R),S, T, W, Y
M, L, K, R

S, T,E, DA,

D,E, R, K
D,E, R, K, I P, (C)

e
==
<<
GIs)

El cambiode A, F, H, I, L, M, P, V, W o de Y a C, es semiconservativo, si la nueva cisteina permanece como un tiol

libre.

El cambio de M a E, R, K es semiconservativo si el extremo i6nico del nuevo grupo lateral puede alcanzar la
superficie de la proteina, mientras que los grupos metileno hacen contactos hidréfobos.

El cambio de P a uno de K, R, E o D es semiconservativo si el grupo lateral esta en o cerca de la superficie de la

proteina.

Tabla 10: Derivados del dominio Kunitz de LACI-K1 inhibidores de plasmina

Posicién Consenso n° 1 Consenso n° 2 Consenso n° 3 Consenso n° 4
Tipo Estado Tipo Estado Tipo Estado Tipo Estado

10 D fijo D fijo E/D S-S D/E S-S

11 D fijo D fijo T/S G-S T/A G-S

12 G fijo G fijo G fijo G fijo

13 P Abs-S P VS-S P VS-S P Abs-S

14 C fijo C fijo C fijo C fijo

15 K fijo K fijo R S-S R S-S

16 A Abs-S A Abs-S A VS-S A S-S

17 R Abs-S R VS-S R/K S-S K S-S

18 F Abs-S F Abs-S F VS-S F VS-S

19 E Abs-S E Abs-S -E/P/D S-S D/E VS-S

20 R fijo R fijo R fijo R fijo

21 F fijo F fijo W/F Sel-débil W/F Sel-débil

31 E S-S E S-S E fijo E/t G-S

32 Q G-S Q G-S E fijo AT Fuerte para tipo sin

carga, débil para

33 F fijo F fijo F fijo F fijo

34 - no consenso T/S débil | fijo VIL/ débil

35 Y fijo Y fijo Y fijo Y S-S

39 no consenso G Sel-débil E fijo GIE Sel- algo

Abs-S Seleccion absoluta S-S seleccion fuerte

VS-S Seleccidon muy fuerte G-S Buena seleccién

26



ES 2375561 T3

Tabla 11: Inhibidores de plasmina disefiados con alta especificidad

Secuencia
T111111111222222222233333333334444444444 555555555

Ident  1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678 SEQ ID NO.

SPIM11  mhsfcafkaETgPcRARFDrWfniftrqeeefiyvggeegngnrfeslesckkmetrd SEQ 1D NO. 40
Spl11-R15A  mhsfeafkaETgPcAARFDrwftniftrogceefivggecegngnrfesleeckkmetrd SEQ ID NO. 117
5plM11-R15G  mhsfcafkaETgPeGARFDrwffniftrqocesfiyggcegngnrfesleeckkmetrd SEQ ID NG. 118

SPI11-R15N-  mhsfcafkaETgPeNARFDrwfiniftrgceAfiyggcegngnriesleeckkmetrd SEQ ID N 117

E32A

Tabla 12: ADNvg para LACI-D1 para variar los restos 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 19, 20, 21, 37, 38 y 39 para la
plasmina teniendo en cuenta App-l y SPI11

M H.S 'F C A F K.A DIE
1 2 .3 4 5 6 .7 8 -9 0.
5'- cctect atgcatltcclttcltgcigcclttclaaglgcthaSl
I NS;I ]

YIL Fis FIS
FIs YIC Y|C
_CIP LIP L|P
HIR HIR HIR
I IITIIT WIS
- NIV NIV N|V IIT VID
SIP AID A|D A|D - VID AlE
TIR .G G G KIRAIGRIK F . G RJQ
11 12 13 14 15 16 17 19 20

|NCt|NNt|NNtlNNtIaRaIRNtIaRalttcquSlthl

FIc

Liw F F N I F. T R -Q C

21 22 23-24 25 .26 27 28 29 30

ltKSlttclttclaaclatclttclacg cgtlcagltgcl-B'

3'-|aag aag ttg tag aag tgc gca gtc acg-
©) Mlul |

FIS FIS
YIC YIL
LIP PIHIIM
HIR RII TiN
I|IT TIN KIS
N|V ViA RIV.
. . -~ ...+ AID DIG A|E
E A F VvV Y -G G C GID G N .Q
3132 3334 35 36 37 38 39 40 41 42
+oagHGetHH tel Gt tHHaetggt HINEHNNEHRNSHggt taaeteagt
ctc cga aag caa atg cca nna nna yns cca ttg gtc cctcctcc-S'
] BstEII i

La primera (superior) cadena de ADN tiene el SEQ ID NO. 120.

La segunda (inferior) cadena de ADN tiene el SEQ ID NO. 121.
27
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La secuencia de aminoacidos tiene el SEQ ID NO. 122.

No es necesario sintetizar la cadena de los codones 31-42 (mostrada), pero se produce por la PCR a partir de las

cadenas mostradas.

Hay 1,37 x 10" secuencias de ADN que codifican 4,66 x 10"° secuencias de aminoacidos.

Tabla 14: Definicion de un dominio Kunitz (SEQ ID NO. 123)
1234567890123456789012345676901234567890123456789012345670 .
AXKXCAAAXXXGXCXXARXXX XX XXX XX XCXAFXXXGCRAX XK XXX XXX KCXAXCTXRX

En el que:

X1, X2, X3, X4, X568, X57 y X56 pueden estar ausentes

X21 = Phe, Tyr, Trp,

X22 = Tyr o Phe,

X23 = Tyr o Phe,

X35 =Tyro Trp,

X36 = Gly o Ser,

X40 = Gly o Ala,

X43 = Asn o Gly, y

X45 = Phe o Tyr

Tabla 15: Sustituciones para conferir a los KuDoms alta afinidad por la plasmina

Posicion Tipos permitidos Posicion Tipos permitidos

10 Asp, Glu, Tyr 20 Arg

11 Thr, Ala, Ser, Val, Asp 21 Phe, Trp, Tyr

12 Gly 31 Asp, Glu, Thr, Val, Gin, Ala

13 Pro, Leu, Ala 32 Thr, Ala, Glu, Pro, GIn

14 Cys 34 Val, lle, Thr, Leu, Phe, Tyr, His,
Asp, Ala, Ser

15 Arg, Lys 35 Tyr, Trp

16 Ala, Gly 36 Gly

17 Arg, Lys, Ser 37 Gly

18 Phe, lle 38 Cys

19 Glu, Asp, Pro, Gly, Ser, lle 39 Glu, Gly, Asp, Arg, Ala, Gin, Leu,
Lys, Met

En la Tabla 15, se prefieren los restos en negrilla.
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Tabla 16: Sumario de secuencias seleccionadas de la primera biblioteca de LACI-K1 para la unién a la
plasmina

BPTI n° (tipo de BPTI) (LACI-K1) Restos permitidos en la biblioteca Restos preferidos
13 (P) P LHPR PL

16 (A) A AG AG

17 (R) | FYLIENA SCPRTVD G RS

18 (1) M todos F

19 (1) K LWQMKAG SPRTVE EQ

31(Q) EEQ EQ

32(T) E EQ QE

34 (V) | todos TYHDRAVELSF

39 (R) E todos GADRQFEMLVKNH

Tabla 17: Distribucion de secuencias seleccionadas de la primera biblioteca:

Posikn A CD E FGH I KLMNPQRSTVWY

1B x x x x x x 0 x x 'l.xx"3lic0'x|xx'x X -

16 31 x x x x ] x x x X X X X X X X X X X X
. . -\ . . -

o

=

[y

o

o -
o-

< -
"

17 0 0 x 00 x32 00 x 0
180 00 0320000 00000 O0O0 0G0 0 0
19 0 x x 31|x O|xx0* 00 x 0100000 x
31..xxx2'8_xxxx_xxxxx4xxxxxx

32 x x x 9 x x x xXx X X X X X 23 x x X X x Xx
34 2 01 0 1 0 250 200001 3 8 5 0 2
3 3 0 3 2 1 101.0 21221 0 3

s
=]
=]
i
o
[~

29



ES 2375561 T3

Tabla 18: Distribucion de tipos de aminoacidos en distintos restos, en proteinas seleccionadas para la unién
a la plasmina de la tercera biblioteca.

Posicion A C D E F GH I KL MN
10 x x 78 x x x x 0 x x 0 x x X x X x X X
11 4 x0* x x 0 x 0 x x x O

13 0 x x x x x x xx x x x15x x 0 0 x x «x

15 x x x x x x x x 2* x x x x x I3 x x x x X

16 10 x x x x § x ¥ X X X X X X X X X X X X

*

7 x x x x x x x 01 x 00 x x3 10 x x x
18 x x x x 14 x x 1 x x x* x X x X X X X X X
19 0 0 8 5 01 0 o000 0 01T 000 O0O0UO0O0
2 x 0 x x 5* x x x x 2 x x X X X x x x 8 X

-3 101640 0 1 0 O 00 2 01 0 0 3 00 O .
324 0 01*0 1 0 0 0 1 O ' 021 112100
3 0 0 1 x 0 1 2 x 3 x 0 1 x 1 0 1 4 x 0
35 x 0 x x x x x X X X X X X X X X x x 2 13

39 x x x 5* x 8 x x 1'x x x x x 1 x x x x «x

Tabla 23: Resultados de especificidad obtenidos con KuDoms presentados en glllp de M13 objetivo.

KuDom presentado Plasmina Trombina Calicreina Tripsina Tripsina, 2 lavados
LACI-K1 1,0 1,0 1,0 1,0 1,0
QsS4 52 0,7 0,9 4,5 0,5
BPTI 88 1,1 1,7 0,3 0,8

El fago con LACI-K1 para cada objetivo se consideré6 como unién unitaria, y los otros fagos de presentacién se
muestran como de union relativa. BPTI::fago Il no es liberado faciimente de la tripsina.
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Tabla 24: vectores de expresion de S. cerevisiae Mat a
Matal (Mfas):

K- R.'P R
-§'-...]AAA|AGG|CCT|CGAIG...-3'

| Stul |
| Xhol |
Mata2 (después de introducir un conector en el corte del ADN Stul) ) _
K R E A AR.E P W- G A . . L E ,
5 |AAAIAGGIGAAIGCG|GCCIGAGICCAITGG)GGC IGCCITAA|TAG|{CTC|GAGI 3"
| Eagl | | StyI. | KasI | ~ _ { Xhol |

Mata-LACI-K1’ , o
. a b ¢ d4 1 2 3 4 .5 6 7:..8
K R E A A E M H S F C€C A F K.
5'IAAAIAGGIGAAIGCG]GCCIGAGIatglcatltcclttc!tgclgctlttclaaal
.1 Eagl | | Nsil | ,

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
A D D G P C K A I M K R
lgctlgatIgaCIgngccGltgtlaaalgct|atc|atg|aaalcgt|

1 RsriI | 1 _BspHI|

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
. F F F N 1 F T R Q C
ittcittclttclaaclattittclacGlcgt|caglitgci
| Mlul |
31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
E E F I Y G G C E G N o

IgaglgaAlttCIattltaclggtlggtltgtlgaalggtlaaclcagl
| BcoRI | =~ | | BStEII |

- 43 44 45 46 47 48 49 50
N R F E S L E E-
laaclchlttclgaaitctlctAlgaglgaal
| ) BstBI | | Xbal |

| AgeI }

51. 52 53. 54 55 56 57 58 59, 60

CC K K M € T R D G A

Itgt|aaglaaglatgltgclactlcgtlgaclggc|gcc|TAAlTAG|CTC!GAGl-3'
| Kasl | | Xhol |

La solicitante espera que la secuencia previa a Mata se escinda antes de GLU,-ALA,-

CITAS
ADELS86: Adelman et al., Blood (1986) 68(6)1280-1284.
ANBASS: Anba et al., Biochimie (1988) 70(6)727-733.

AUERSS: Auerswald et al., Bio Chem. Hoppe-Seyler (1988), 369(Supplement):27-35.
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Las siguientes paginas contienen realizaciones preferidas.
Realizaciones

1. Una proteina inhibidora de plasmina que comprende una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente
homologa a los restos 5 a 55 de una secuencia de referencia seleccionada del grupo que comprende SPI11, SPI15,
SPI08, SPI23, SPI51, SPI47, QS4, y NS4, mostradas en la tabla 4.

2. Una proteina como en la realizacion 1, en la que la secuencia es idéntica en los restos 10-21 y 31-39 y tiene 5 o
menos diferencias en los restos 5-9, 22-30 y 40-55 comparada con una secuencia de referencia seleccionada del
grupo que comprende SPI11, SPI15, SPI08, SPI23, SPI51, SPI47, QS4, y NS4, mostradas en la tabla 4.

3. Una proteina inhibidora de plasmina en la que dicha proteina comprende un dominio Kunitz que cumple los
requisitos mostrados en la tabla 14 con los numeros de los restos con respecto al BPTI, y en la que dicha proteina
tiene en las posiciones del dominio Kunitz 12-21 y 32-39 uno de los tipos de aminoacidos listados para esa posicién
en la tabla 15, y en la que la secuencia de dicho dominio Kunitz es mas similar en la secuencia de aminoacidos a
una secuencia de referencia seleccionada del grupo de SPI11, SPI15, SPI08, SPI23, SPI51, SPI47, QS4, NS4,
LACI-K2 humano, LACI-K3 humano, KuDom de a3 de colageno humano, dominio 1 de TFPI-2 humano, dominio 2
de TFPI-2 humano, dominio 3 de TFPI-2 humano, ITI-KI humano, ITI-K2 humano, PROTEASA NEXINA-II humana,
APP-I humano, DPI-1.1.1, DPI-1.1.2, DPI-1.1.3, DPI-1.2.1, DPI-1.3.1, DPI-2.1, DPI-3.1.1. DPI-3.2.1, DPI-3.3.1, DPI-
4.1.1, DPI-4.2.1, DPI-4.2.2, DPI-4.2.3, DPI-4.2.4, DPI-4.2.5, DPI-5.1, DPI-5.2, DPI-6.1 y DPI-6.2 que la secuencia de
aminoacidos de dicho dominio Kunitz a la secuencia del BPTI.

4. Una proteina como en la realizacién 3, en la que el resto 18 es Phe, el resto 15 es Arg, el resto 16 es Ala y el
resto 17 es Arg.

5. Una proteina como en la realizacién 1 o realizaciéon 3, en la que dicha proteina tiene una K; para la plasmina
humana de 100 pM 0 menos.

6. Un método para prevenir o tratar un trastorno atribuible a una actividad excesiva de la plasmina, que comprende
administrar a un sujeto humano o animal que se beneficiaria de la misma, una cantidad inhibidora de plasmina de la
proteina de la realizacién 1 o realizacion 3.

7. Un método de ensayo de la plasmina que comprende proporcionar la proteina de la realizacién 1 o realizacion 3
en forma marcada o insolubilizada, y determinar si en una muestra se forma un complejo de dicha proteina y la
plasmina.

8. Un método para purificar la plasmina de una mezcla, que comprende poner en contacto la mezcla con la proteina
o analogo de la realizacion 1 o realizacién 3 en forma insolubilizada, y dejar que se una la plasmina.

9. Una proteina como en la realizacion 3, en la que el dominio Kunitz parental es de origen humano y la proteina
inhibe la plasmina humana con una K; de aproximadamente 300 pM o menos.

10. Una proteina como en la realizacién 3, en la que la proteina tiene en cada una de las posiciones listadas en la
tabla 15 un tipo de aminoacido mostrado para esa posicion en la tabla 15.

11. Una proteina inhibidora de plasmina que tiene una K; de aproximadamente 100 pM o menos.
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REIVINDICACIONES

1.- Uso de un polipéptido inhibidor de plasmina aislado que comprende una estructura de dominio Kunitz, que
comprende una secuencia de aminoacido que tiene la formula

Xaa1-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Cys-Xaa6-Xaa7-Xaa8-Xaa9-Xaa10-Xaa11-Gly-Xaa13-Cys-Xaa15-Xaa16-Xaa17-
Xaa18-Xaa19-Arg-Xaa21-Xaa22-Xaa23-Xaa24-Xaa25-Xaa26-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Cys-Xaa31-Xaa32-Phe-
Xaa34-Xaa35-Gly-Gly-Cys-Xaa39-Xaa40-Xaa4 1-Xaad2-Xaa4 3-Xaad4-Xaad5-Xaad6-Xaad7-Xaad8-Xaa49-
Xaa50-Cys-Xaa52-Xaa53-Xaa54-Cys-Xaa56-Xaa57-Xaab58, en la que

cualquiera de Xaa1, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 puede estar ausente;
Xaa10 se selecciona de Asp y Glu;
Xaa11 se selecciona de Thr, Ala y Ser;
Xaa13 es Pro;

Xaa15 es Arg;

Xaa16 es Alg;

Xaa17 es Arg;

Xaa18 es Phe;

Xaa19 se selecciona de Glu y Asp;
Xaa21 se selecciona de Phe y Trp;
Xaa22 se selecciona de Tyr y Phe;
Xaa23 se selecciona de Tyr y Phe;
Xaa31 se selecciona de Asp y Glu;
Xaa32 se selecciona de Thr, Ala 'y Glu;
Xaa34 se selecciona de Val, lle y Thr;
Xaa35 es Tyr;

Xaa36 es Gly;

Xaa39 se selecciona de Glu, Gly y Asp;
Xaa40 se selecciona de Gly y Ala;
Xaa43 se selecciona de Asn y Gly; y
Xaadb se selecciona de Phe y Tyr,

en la preparacion de un medicamento para tratar la fibrindlisis o fibrinogenolisis inadecuadas, asociadas con
circulacion extracorporea, cirrosis hepatica, amiloidosis, leucemia promielocitica aguda, tumores sdlidos y para
bloquear la metastasis tumoral.

2.- Uso de acuerdo con la reivindicacion 1, en el que el polipéptido inhibidor de plasmina comprende una secuencia
de aminoécidos seleccionada de SEQ ID NO: 40, SEQ ID NO: 41, SEQ ID NO: 61, SEQ ID NO: 62 y SEQ ID NO: 63.

3.- Uso de acuerdo con la reivindicacién 1, en el que el polipéptido inhibidor de plasmina comprende una secuencia
de aminoacidos del SEQ ID NO: 40.
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