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DESCRIPCION

Proteinas inhibidoras de una proteasa y su uso
CAMPO DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una proteina recombinante inhibidora de una proteasa que comprende una secuencia
polipeptidica inhibidora y al menos una secuencia polipeptidica de un sitio de interaccion enzima-sustrato especifica para
una proteasa.

Otros objetivos de la invencidon son proporcionar una secuencia de ADN aislada y purificada que codifica la proteina
recombinante inhibidora de una proteasa, un vector de expresion caracterizado porque comprende dicha secuencia de ADN
aislada y purificada, una célula huésped eucariota o procariota transformada con este vector de expresiéon y un método para
producir una proteina recombinante inhibidora.

ANTECEDENTES DE LA INVENCION

De todas las proteinas expresadas por los organismos vivos, las proteasas estan entre las mas criticas en la mediacién de
las rutas de la vida y la muerte celular. De hecho, las interacciones iniciales entre la proteasa y el sustrato y el posterior
clivaje se encuentran en la base de un amplio espectro de eventos bioldgicos esenciales que incluyen trombosis,
coagulacion y apoptosis.

La protedlisis desregulada o el desequilibrio entre las proteasas y las antiproteasas, se ha buscado intensamente en base a
la sospecha de que podria ser un factor clave en muchas patologias en que las proteasas estan implicadas, tales como
cancer, enfermedades autoinmunes, inflamacién y enfermedades infecciosas. Diferentes estudios realizados con agentes
antiproteoliticos en modelos de cancer y enfermedades inflamatorias (tales como artritis reumatoide y enfisema) han
mostrado ademas un resultado interesante de mejora, fortalecimiento de la terapia antiproteolitica y el papel del equilibrio
entre las proteasas y las antiproteasas.

Por ejemplo, en cancer de préstata, que es uno de los canceres mas comunes diagnosticados en hombres americanos, se
cree que las proteasas desempefian un papel fundamental en el comportamiento maligno de las células cancerosas que
incluyen un rapido crecimiento tumoral, invasion y metastasis.

La proteina calicreina glandular humana (hK2) es una serina proteasa similar a la tripsina expresada predominantemente en
el epitelio prostatico. Aislada primero del de plasma seminal humano, la hK2 se ha revelado recientemente como un
marcador de diagnoéstico para el cancer de prostata (Deperthes y otros 1995 "aislamiento de calicreina prostatica hK2,
conocida ademas como hGK-1, en plasma seminal humano" Biochim Biophys Acta 1245, 311-6).

Ademas de su papel como marcador, sus actividades proteoliticas sugieren que hK2 puede contribuir a la progresién del
cancer. Se han propuesto varias funciones posibles para esta enzima, que incluyen la activacion del activador de
plasminégeno de tipo uroquinasa y la inactivacién del inhibidor del activador de plasminégeno-1, la activacion de la pro-PSA,
la degradacion de la fibronectina y la degradacién de la proteina de unidn al factor de crecimiento de tipo insulina (IGF-BP)
(para revision ver Cloutier y otros, 2004 "Development of recombinant inhibitors specific to human calicreina 2 using phase-
display selected substrates" Eur J Biochem 3, 607-13).

Se mostré recientemente que la calicreina hK2 puede formar un complejo especifico con un inhibidor de proteasa, conocido
como PI-6, en canceres y particularmente en cancer de prostata. Basado en el descubrimiento de este complejo especifico,
las patentes de Estados Unidos 6,284,873 y 6,472,143 proporcionan un método diagndstico para determinar la presencia o
ausencia de cancer o necrosis tisular.

Al tener en cuenta su expresion especifica en el tejido de préstata y la participacién de todos sus posibles sustratos en el
desarrollo del cancer, la hK2 se considera ademas como un objetivo terapéutico (Darson y otros, 1997 "Human glandular
kallikrein 2 (hK2) expression in prostatic intraepithelial neoplasia and adenocarcinoma: a novel prostate cancer marker"
Urology 49, 857-62). Por lo tanto, seria util el desarrollo de inhibidores de proteasas especificos y duraderos y
especialmente los inhibidores de calicreina.

Estos candidatos de inhibidores de proteasas se pueden seleccionar entre la familia de la serpina (inhibidores de serina
proteasas), que es una gran familia de proteinas implicadas en la regulacién de procesos fisiolégicos complejos. Estas
proteinas de aproximadamente 45 kDa se pueden subdividir en dos grupos, uno que es inhibidor y el otro no inhibidor.
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Las serpinas contienen un lazo de sitio reactivo flexible expuesto o lazo de serpina reactivo (RSL), que esta implicado en la
interaccion con la putativa proteinasa objetivo. Después de la unién a la enzima y el clivaje del enlace escindible P1-P1' del
RSL, se forma un complejo covalente (Huntington y otros, 2000 "Structure of a serpin-protease complex shows inhibition by
deformation" Nature 407, 923-6). La formacion de este complejo induce un importante reordenamiento y de ese modo atrapa
irreversiblemente la proteasa objetivo. La especificidad inhibidora de las serpinas se atribuye en gran parte a la naturaleza
de los residuos en las posiciones P1-P'1 y la longitud del RSL. Cambiar el dominio RSL o el sitio reactivo de las serpinas es
una aproximacion para entender el proceso inhibidor entre una serpina y una enzima y para desarrollar inhibidores
especificos (Dufour y otros 2001 "The contribution of arginine residues within the P6-P1 region of alpha 1-antitrypsin to its
reaction with furin" J Biol Chem 2 76, 38971-9 y Plotnick y otros 2002 "The effects of reactive site location on the inhibitory
properties of the serpin alpha(1)-antichymotrypsin" J Biol Chem 277, 29927-35).

Varias serpinas tales como el inhibidor de la proteina C, a2 antiplasmina, antitrombina-IIl, a1-antiquimotripsina (ACT), o el
inhibidor de proteasa 6 se han identificado como los inhibidores de la hK2 (Saedi y otros, 2001 "La calicreina 2 humana
(hK2), pero no el antigeno prostatico especifico (PSA), rapidamente forma complejos con el inhibidor de proteasa 6 (PI-6)
liberado de las células de carcinoma de proéstata " Int J Cancer 94, 558-63). La formacion relativamente lenta de complejos
entre hK2 y ACT se atribuye principalmente a los residuos de Leu 358-Ser 359 en las posiciones P1-P'1 del RSL, un enlace
peptidico desfavorable para esta enzima de tipo tripsina.

Hasta ahora, se han descrito solamente selecciones de nuevos inhibidores de calicreina, que inhiben especificamente la
calicreina de plasma, y su uso en métodos terapéuticos y de diagnoéstico (patentes US 6,057,287, US 6,333,402, US
5,994,125, y US 5,795,865). Sin embargo, estas patentes describen la produccién de inhibidores que son homélogos a los
dominios Kunitz del inhibidor de la tripsina pancreatica bovina, y especialmente proteinas que son homdlogas a los dominios
Kunitz del inhibidor de la coagulacién asociado a lipoproteina (LACI), que inhiben especificamente las calicreinas de plasma.

Otro documento, concretamente US 5,827,662, describe un método para producir inhibidores de proteasa recombinante
(variantes de antiquimotripsina) capaces de modular efectivamente la actividad de la serina proteasa. Estos inhibidores
siempre comprenden una region de bisagra de un lazo de serpina reactivo (RSL) que tiene las secuencias de aminoacidos
modificadas. La region de bisagra es parte del RSL y se extiende a partir de las posiciones P14 a P9.

El documento WO 95/27053, a nombre de la Universidad de Pensilvania, proporciona analogos de la alfa -1-
antiquimotripsina que tienen sustituciones de aminoacidos en la posicién 358 o las posiciones 356-361. Estos analogos
exhiben actividad inhibidora de quimasa y se usan en la preparacién de medicamentos para el tratamiento de inflamacion
del pulmon, lesion por reperfusion o prevencion de coagulos de sangre. No hay indicacion de que estos analogos se pueden
usar ya sea para la actividad de inhibicion de la calicreina o para el tratamiento de cancer.

Ademas de ser especifico para calicreina del plasma, estos inhibidores son moléculas muy pequefias y se unen a la
calicreina del plasma en una manera reversible. Una de los principales inconveniente de este enfoque es que el uso de las
proteinas que inhiben sus objetivos de una manera reversible tiene el riesgo de que la desunion de la proteasa restaure su
actividad.

Por lo tanto, una ventaja de usar inhibidores mas grandes, como se describe en la presente descripcion, es que esto
conduce a la formacién de complejos covalentes que inhibe la proteasa objetivo de manera irreversible. Una ventaja
adicional de la presente invencion es que los grandes complejos covalentes se conoce que se eliminan rapidamente de la
circulacion.

BREVE DESCRIPCION DE LA INVENCION

Por lo tanto, el objetivo de la presente invencion es proporcionar una proteina inhibidora de proteasa con alta especificidad
por dicha proteasa y su uso en una composicion farmacéutica. Esta proteina inhibidora comprende una secuencia de
serpina en donde el lazo P6-P6' de serpina reactivo de dicha secuencia de serpina comprende al menos un sitio activo de
sustrato que consiste en una secuencia pentapéptido seleccionada entre SSRTE, KTRSN, ISPRS, GVFRS, GTVRS,
ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VSRSP, PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA, PGRAP,
VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY, PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS,
RPQEL,VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK, PFRKI especifica para
dicha calicreina, fragmentos biolégicamente activos de la misma, una quimera molecular de la misma, y/o una combinacion
de estas.

Otro objetivo de la invencion es proporcionar una secuencia de ADN aislada y purificada que codifica la proteina
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recombinante inhibidora de una calicreina, un vector de expresién caracterizado porque comprende dicha secuencia de
ADN aislada y purificada y una célula huésped eucariota o procariota transformada con este vector de expresion.

Un objetivo adicional de la presente invencion es proporcionar un método para producir la proteina recombinante inhibidora
de una calicreina. Este método comprende las etapas de

a) seleccionar una secuencia polinucleotidica que codifica un sitio activo de sustrato especifico para dicha
calicreina, dicha secuencia consiste en una secuencia pentapéptido seleccionada entre SSRTE, KTRSN, ISPRS,
GVFRS, GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP, PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM,
TRAPM, DVRAA, PGRAP, VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY, PSARM, RGRMA,
TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL,VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD,
IMSRQ, LTTSK, PFRKI especifica para dicha calicreina, una quimera molecular de la misma, y/o una combinacion
de estas.

b) introducir dicha secuencia pentapéptido en una secuencia que codifica una secuencia de serpina, para obtener
una proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina,

c) permitir la expresion de dicha proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina en un sistema de expresién
celular bajo condiciones adecuadas,

d) y recuperar la proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina.

BREVE DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

Figura 1 representa un analisis de SDS-PAGE bajo condiciones reductoras de ACT recombinante purificada. La
variante 6.1 (carril 1) y ACT silvestre (carril 2).

Figura 2 muestra la estequiometria de la inhibicion (SI) de hk2 por rACTsivestrey SUS variantes. La Sl se determind
usando el analisis de regresion lineal para extrapolar la relacion I/E (es decir, el intercepto x).

Figuras 3 A y B muestran la formacion del complejo entre hK2 y los inhibidores recombinantes. Las flechas indican
la hK2 (E), el inhibidor (1), y el complejo hK2-ACT (E-I).

Figuras 4 A y B muestran la inhibicion de hK2 por rACTsivestre Y SUS variantes en condiciones de seudo-primer
orden. La interaccion de hK2 y las serpinas recombinantes se midié bajo condiciones de seudo-primer orden por
medio del uso el método de la curva de progreso.

Figura 5 corresponde a la determinacion de la pureza de los inhibidores por andlisis de SDS-PAGE en condiciones
reductoras de los inhibidores desarrollados en los Ejemplos 1y 2.

Figuras 6 A y B muestran un andlisis de transferencia tipo western de la reaccién de inhibicién entre la ACT
recombinante y las calicreinas hK2 humanas (Figura 6A) y el PSA (Figura 6B).

Figura 7A muestra las secuencias de ADN y de proteina de MD820

Figura 7B muestra las secuencias de ADN y de proteina de MD62

Figura 7C muestra las secuencias de ADN y de proteina de MD83

Figura 7D muestra las secuencias de ADN y de proteina de MD67

Figura 7E muestra las secuencias de ADN y de proteina de MD61

Figura 7F muestra las secuencias de ADN y de proteina de MD518

Figura 7G muestra las secuencias de ADN y de proteina de MDCI

Figura 8 representa una comparacion de las secuencias del RSL de los inhibidores ACT y MD. Los residuos en
letra sencilla son comunes a ACTsivestre, 10s residuos en negrita y subrayados corresponden a una mutacion en el
RSL de las variantes de ACT. El sitio de clivaje putativo en las serpinas esta marcado con un asterisco entre los
residuos PIP1".

Figura 9 representa el mapa del vector de expresion pQE9.

Figura 10A muestra la inhibicion del crecimiento del tumor por MD 62. Las células de cancer de préstata DU-145 (3
x 10° células), transfectadas con calicreina 2 humana, se implantaron en ratones desnudos y después se trataron
con MD 62 (5 o 25pug/inyeccién).

Figura 10B muestra la inhibicion del crecimiento del tumor por MD 67. Las células de cancer de préstata DU-145 (3
x 10° células), transfectadas con calicreina 2 humana, se implantaron en ratones desnudos y después se trataron
con MD 67 (5 o 25 pg/inyeccion).

Fi%ura 11 muestra la inhibicion del crecimiento del tumor por MD CI. Las células de cancer de préstata DU-145 (3 x
10” células), transfectadas con calicreina 2 humana, se implantaron en ratones desnudos y después se trataron
con MD CI (5 o 50ug/inyeccion).
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DESCRIPCION DETALLADA DE LA INVENCION

La presente invencion se refiere a una proteina recombinante inhibidora de una calicreina, que comprende una secuencia
de serpina en donde el lazo P6-P6' de serpina reactivo de dicha secuencia de serpina comprende al menos un sitio activo de
sustrato que consiste en una secuencia pentapéptido seleccionada entre SSRTE, KTRSN, ISPRS, GVFRS, GTVRS,
ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP, PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA, PGRAP,
VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY, PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS,
RPQEL,VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK, PFRKI especifica para
dicha calicreina, una quimera molecular de la misma, y/o una combinacién de estas.

"Proteina inhibidora quimérica" se refiere a una proteina que comprende dos o mas polipéptidos, que son de diferentes
origenes, es decir, que no se producen juntos en la naturaleza.

Como se usa en la presente descripcion, los términos "proteina”, "polipéptido"”, "polipeptidico”, "péptido" y "peptidico" se
usan de forma intercambiable en la presente descripcion para designar una serie de residuos de aminoacidos conectados al
otro por enlaces peptidicos entre los grupos alfa-amino y carboxi de residuos adyacentes.

La proteina de la invencion es un inhibidor de una proteasa y esta compuesta de una secuencia polipeptidica inhibidora y
de, al menos, una secuencia polipeptidica de un sitio de interacciéon enzima-sustrato especifico para dicha proteasa. La
secuencia polipeptidica de un sitio de interacciéon enzima-sustrato confiere propiedades altamente selectivas del inhibidor
hacia una proteasa particular y esta secuencia polipeptidica se selecciona en base a la proteasa que se inhibe.

Tipicamente, esta secuencia polipeptidica de un sitio de interaccidén enzima-sustrato puede ser una secuencia de sitio activo
de sustrato. La "secuencia de sitio activo de sustrato" se refiere a una secuencia encontrada sobre un sustrato y que es un
sitio de reconocimiento preferencial por una proteasa. El reconocimiento de la secuencia del sitio activo de sustrato por una
proteasa puede conducir a la activacion, inactivacion o degradacién del sustrato y la mayoria de las veces esta interaccion
de alta afinidad implica no s6lo de una secuencia especifica sino ademas su conformacion 3-D.

La presente invencién ademas abarca una quimera molecular de la secuencia del sitio activo de sustrato. Por "quimera
molecular" se entiende una secuencia de polinucleétido que puede incluir una porcién funcional de la secuencia del sitio
activo de sustrato y que se obtendra, por ejemplo, por las técnicas de quimica de proteinas conocidas para aquellos con
experiencia en la técnica.

Combinaciones particulares de secuencias del sitio activo de sustrato ademas se consideran en la presente invencion.

La presente invencion ademas incluye variantes de la secuencia del sitio activo de sustrato. El término "variantes" se refiere
a polipéptidos que tienen secuencias de aminoacido que difieren en cierta medida de un polipéptido de secuencia nativa, o
sea secuencias de aminoacido que varian de la secuencia nativa por sustituciones conservativas de aminoacidos, mediante
la cual uno o mas aminoacidos se sustituyen por otro con las mismas caracteristicas y funciones conformacionales. Las
variantes de secuencia de aminoacidos poseen sustituciones, deleciones, y/o inserciones en ciertas posiciones dentro de la
secuencia de aminoacido de la secuencia de aminoacido nativa. Las sustituciones conservativas de aminoacidos se definen
en la presente descripcidn como los intercambios dentro de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Residuos no polares o ligeramente polares, alifaticos, pequefios: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly
Il. Residuos positivamente cargados polares: His, Arg, Lys

lll. Residuos negativamente cargados polares: y sus amidas: Asp, Asn, Glu, Gin

IV. Residuos aromaticos, grandes: Phe, Tyr, Trp

V. Residuos no polares, alifaticos, grandes: Met, Leu, lle, Val, Cys.

Preferentemente el sustrato de la presente invencién es una serpina, en este caso la secuencia del sitio activo de sustrato
puede ser una secuencia lazo de serpina reactiva, una quimera molecular de la misma, una combinacién de estas y/o
variantes de estas.

El "lazo de serpina reactivo" o "lazo de sitio reactivo" o RSL se refiere a un lazo de sitio reactivo flexible, expuesto,
encontrado en la serpina y que esta implicado en la interacciéon con la proteasa objetivo putativa. A partir del residuo en el
aminoacido al lado del enlace escindible, y alejandose del enlace, los residuos se denominan convencionalmente P1, P2,
P3, etc. Los residuos que siguen el enlace escindible se denominan P1', P2', P3', etc. Por lo general, el RSL se compone de
6 a 12 residuos de aminodacidos.



ES 2431 548 T3

Esta secuencia del RSL se puede seleccionar a partir del grupo que comprende la sec. con nim. de ident. 16, 17, 18, 19,
20, 21y 22, las quimeras moleculares de las mismas, combinaciones de las mismas y/o variantes de las mismas.

5 La secuencia del RSL ademas se puede seleccionar entre las siguientes posibilidades que se muestran en la Tabla I.

Tabla |
Las posiciones en el RSL que pueden ser cambiadas
P5 P4 P3 P2 P1 P1' p2' P3' P4’
S S R T E
K T R S N
| S P R S
G \ F R S
G T \Y R )
E T K R S
L G R S
R G R ) E
R R ) I D
L R S P
P F R S S
R ) G S \
A R A R )
S R T A
K L R T T
R A A M M
T R A P M
\% R A A
G R A P
\Y S R A
A R A S E
T L Q R \%
R L E R \%
E R \ S P
S ) P R \
R \% G P Y
P S A R M
R G R M A
T \Y R M P
L R M P T
H R M S S
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Las posiciones en el RSL que pueden ser cambiadas

P5 P4 P3 P2 P1 P1' pP2' P3' pP4'
R P Q E L
\Y R P L E
S G R L A
G L R F
Q W R N S
R N D K L
M R N R A
T R D S R
T G S R D
| M S R Q
L T T S K
P F R K |

La secuencia de aminoacidos de los residuos P4-P3' en el RSL (lazo de serpina reactivo)
correspondiente al péptido sustrato potencial

Los espacios en blanco indican que no hay necesidad de ninguna modificaciéon con el fin de
obtener especificidad de sustrato para hK2.

Por lo general la proteasa se selecciona del grupo que comprende las enzimas calicreina, quimotripsina (Chtr), uroquinasa
(uPA) y elastasa de neutrdfilos humana (HNE). Preferentemente, la proteasa es una calicreina humana, con la maxima
preferencia esta calicreina humana es hK2 conocida ademas como hGK-1).

La hK2 pertenece a la familia del gen de calicreina que esta compuesto de 15 miembros, pero sélo el antigeno prostatico
especifico (PSA o hK3) y hK2 se expresan en un nivel alto en la préstata. Uno de los papeles fisioldgicos potenciales de la
hK2 es la degradacién proteolitica del gel de atrapamiento de esperma que se forma inmediatamente después de la
eyaculacion, particularmente el clivaje de las semenogelinas y fibronectina. Adicionalmente, se demostré en una prueba in
vitro que la hK2 puede mejorar la accién mitogénica del factor de crecimiento de tipo insulina (IGF) por la hidrdlisis de las
proteinas de unién del IGF. Los estudios in vitro ademas mostraron que la hK2 activa la prouroquinasa, genera sustancias
de tipo bradicinina a partir de quininégenos (activacién cruzada potencial de los receptores del EGF a través de los
receptores de bradiquinina B2) y convierte el proPSA en una forma activa. Estas actividades de hK2 representan
argumentos a favor de un papel potencial de hK2 en la degradacion de proteinas de la matriz extracelular y el consiguiente
desprendimiento y migracion de las células de cancer de prostata. Adicionalmente, la hK2 podria mejorar el desarrollo del
cancer de prostata por liberacién del factor mitogénico y activacion de los receptores de crecimiento.

En el caso de que la proteasa inhibida es una cisteina proteasa, entonces esta proteasa se selecciona del grupo que
comprende catepsinas (subtipos K, L, y S), prohormona tiol proteinasa y la familia de las caspasas (caspasas 1, 3, 4, y 8).

Las cisteina proteasas, que son enzimas proteoliticas que utilizan un residuo de cisteina para su actividad catalitica, se
pueden agrupar en al menos 30 familias de proteinas. Cada familia contiene proteinas con secuencias de aminoacidos
similares y motivos de secuencia conservados evolutivamente que reflejan las estructuras 3D similares de los miembros de
la familia.

La secuencia polipeptidica inhibidora de la proteina recombinante inhibidora es por lo general una serina o una cisteina
proteasa.

En el caso de que la secuencia polipeptidica inhibidora sea de una serina proteasa entonces esta secuencia polipeptidica
inhibidora es preferentemente una secuencia de serpina, fragmentos de la misma, una quimera molecular de la misma, una
combinacion de la misma y/o variantes de la misma.

Esta secuencia de serpina puede seleccionarse del grupo que comprende la a-1antiquimotripsina (ACT), inhibidor de la
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proteina C (PCI), a-1 antiproteinasa (AAT), precursor de la proteina relacionada con la a-1antitripsina humana (ATR),
inhibidor de la a-2-plasmina (AAP), precursor de la antitrombina-lll humana (ATIIl), inhibidor de proteasa 10 (PI10),
precursor de la proteina 2 de unién a colageno humano (CBP2), inhibidor de proteasa 7 (PI7), leuserpina inhibidor de
proteasa 2 (HLS2), inhibidor de la proteasa C1 de plasma humano (C1 INH), inhibidor de la elastasa monocito/neutréfilo
(M/NEI), inhibidor del activador del plasmindgeno tipo 3 (PAI3), inhibidor de proteasa 4 (Pl4), inhibidor de proteasa 5 (PI5),
inhibidor de proteasa 12 (PI12), inhibidor del activador del plasminégeno humano tipo 1 precursor endotelial, inhibidor del
activador de plasminégeno humano tipo 2 de la placenta (PAI2), precursor del factor derivado del epitelio pigmentado
humano (PEDF), inhibidor de proteasa 6 (PI6), inhibidor de proteasa 8 (PI8), inhibidor de proteasa 9 (PI9), antigeno 1
humano asociado al carcinoma de células escamosas (SCCA-1), antigeno 2 humano asociado al carcinoma de células
escamosas (SCCA-2), globulina de uniéon a T4 (TBG), Megsin, e inhibidor de proteasa 14 (Pl114), fragmentos de estos,
quimeras moleculares de estos, combinaciones de los mismos y/o variantes de estos.

Ya que la mayoria de estas serpinas tiene diferentes nombres, se incluye mas abajo una tabla que resume las
especificaciones:

Tabla Il
Serpina Numero de Secuencia RSL
Acceso
Pl o AAT, AMAT_PRECURSOR DE LA ALFA 1-|sp|P01009| GTEAAGAMFLEAIPMSIPPE
ANTITRIPSINA HUMANA (INHIBIDOR DE LA
ALFA-1 PROTEASA) (ALFA-1-
ANTIPROTEINASA)
PIL o ATR, A1AU_PRECURSOR DE LA |sp|P20848| GTEATGAPHLEEKAWSKYQT

PROTEINA RELACIONADA A LA ALFA-1-
ANTITRIPSINA HUMANA

PLI o AAP, A2AP_PRECURSOR DE LA ALFA-2- |sp|P08697| GVEAAAATSIAMSRMSLSSF
ANTIPLASMINA HUMANA (INHIBIDOR DE LA
ALFA-2-PLASMINA) (ALFA-2-PI) (ALFA-2-AP)

AACT, AACT_PRECURSOR DE LA ALFA-1- sp|P01011| GTEASAATAVKITLLSALVE
ANTIQUIMOTRIPSINA HUMANA (ACT)

AT3. ANT3_PRECURSOR ANTITROMBINA Il |sp|P01008| GSEAAASTAWIAGRSLNPN
HUMANA (ATIIT)

P110, BOMA_BOMAPINA HUMANA (INHIBIDOR |sp|P48595| GTEAAAGSGSEIDIRIRVPS
DE PROTEASA 10)

CBP2, CBP2_PRECURSOR DE LA PROTEINA 2 |sp|P50454] GNPFDQDIYGREELRSPKLF
DE UNION AL COLAGENO HUMANA (COLLIGIN

2)

PI7 o PN1, GDN_PRECURSOR DE NEXINA |sp|P07093| GTKASAATTAILIARSSPPW

DERIVADA DE LA GLIA HUMANA (GDN)
(PROTEASA NEXINA 1) (PN-1) (INHIBIDOR DE
PROTEASA 7)

HCF2, HEP2_PRECUROSR DEL COFACTOR |sp|P05546| GTQATTVTTVGFMPLSTQVR
DE HEPARINA Il HUMANO (HC-II) (INHIBIDOR
DE LA PROTEASA LEUSERPINA 2) (HLS2)

CINH o C1IN, IC1 PRECURSOR DEL sp|P05155]| GVEAAAASAISVARTLLVFE
INHIBIDOR DE LA PROTEASA C1 DE PLASMA
HUMANA (C1 INH)

ELANH2 o PI2, ILEU_INHIBIDOR DE LA |sp|P30740| GTEAAAATAGIATFCMLMPE
ELASTASA DE LEUCOCITOS HUMANA (LEI)
(ELASTASA MONOCITOS/NEUTROFILOS

INHIBIDOR) (M/NEI) (El)
PCl o PLANH3 o PROCI, IPSP_PRECURSOR |sp|P05154| GTRRAAATGTIFTFRSARLN

8
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Serpina Numero de Secuencia RSL
Acceso

DEL INHIBIDOR DE LA SERINA PROTEASA DE
PLASMA HUMANA (PCl) (INHIBIDOR DE LA
PROTEINA C) (INHIBIDOR DEL ACTIVADOR
DEL PLASMINOGENO-3) (PAI3)

Pl4 o KST, KAIN_PRECURSOR DE LA |sp|P29622| GTEAAAATTFAIKFFSAQTN
CALISTATINA  HUMANA  (INHIBIDOR DE
CALICREINA) (INHIBIDOR DE PROTEASA 4)

PI5, MASP_PRECURSOR DE MASPINA sp|P36952 GGDSIEVPGARILQHKDELN
HUMANA (INHIBIDOR DE PROTEASA 5)

P12, NEUS_PRECURSOR DE NEUROSERPINA |sp|Q99574] GSEAAAVSGMIAISRMAVLY
HUMANA (INHIBIDOR DE PROTEASA 12)

PAI1 o PLANH1, sp|P05121|PAI1_PRECURSOR |sp|P05121] GTVASSSTAVIVSARMAPEE

DEL INHIBIDOR DEL ACTIVADOR DE
PLASMINOGENO 1 HUMANO, ENDOTELIAL
(PAI-1)

PAI2 o PLANH2, PAI2_INHIBIDOR DEL |sp|P05120| GTEAAAGTGGVMTGRTGHGG
ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO-2

HUMANO, DE PLACENTA (PAI-2) (ARG-

SERPINA DE MONOCITOS) (INHIBIDOR DE

UROQUINASA)

PEDF, PEDF_PRECURSOR DEL FACTOR sp|P36955| GAGTTPSPGLQPAHLTFPLD
DERIVADO DEL EPITELIO PIGMENTADO
HUMANO (PEDF) (EPC-1)

PI6 o PTI, PTI6_INHIBIDOR TROMBINA DE |sp|P35237] GTEAAAATAAIMMMRCARFV
PLACENTA  HUMANA  (ANTIPROTEINASA
CITOPLASMICA) (CAP) (INHIBIDOR DE

PROTEASA 6)

PI8, PTI8_ANTIPROTEINASA CITOPLASMICA 2 | sp|P50452) GTEAAAATAWRNSRCSRME
HUMANA (CAP2) (CAP-2) (INHIBIDOR DE

PROTEASA 8)

P19, PTI9_ANTIPROTEINASA CITOPLASMICA 3 | sp|P50453) GTEAAAASSCFVVAECCMES
HUMANA (CAP3) (CAP-3) (INHIBIDOR DE

PROTEASA 9)

SCCA1, SCC1_ANTIGENO 1  HUMANO |sp|P295081 GAEAAAATAVVGFGSSPAST

ASOCIADO AL CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS (SCCA-1) (PROTEINA T4-A)

SCCA2, SCC2 ANTIGENO 2  HUMANO sp|P48594| GVEAAAATAWWELSSPST
ASOCIADO AL CARCINOMA DE CELULAS
ESCAMOSAS (SCCA-2) (LEUPIN)

TBG, THBG_PRECURSOR DE LA GLOBULINA |sp|P05543| GTEAAAVPEVELSDQPENTF
DE UNION A TIROXINA HUMANA (T4-
GLOBULINA DE UNION)

MEGSIN gil4505149|ref[N | GTEATAATGSNIVEKQLPQS
P 003775.1|

P114, pancpin, TSA2004 gi[374282|dbjlB | GSEAATSTGIHIPVIMSLAQ
AA33766.1|

Como un ejemplo de proteinas recombinantes inhibidoras de una calicreina de acuerdo con la invencion, los solicitantes
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encontraron sorprendentemente 6 nuevas proteinas inhibidoras especificas para la proteasa hK2 como se resume mas
abajo en la Tabla lll, estos inhibidores son:

Tabla Il
Inhibidores recombinantes Otro nombre sec. con num. de ident. (proteina)
rACTs.20 MD820 2
rACTe2 MD62 4
rACTs 3 MD83 6
rACTe 7 MD67 8
rACTe.1 MD61 10
ACTs.18 MD518 12

Estas proteinas recombinantes inhibidoras se han obtenido por modificaciéon del RSL de la a1-antiquimotripsina (rACT), que
se sabe que inhibe un gran panel de enzimas humanas tales como quimotripsina, quimasa de mastocitos, catepsina G,
calicreinas prostaticas hK2 y PSA (hK3), con el fin de cambiar la especificidad de esta serpina. Las secuencias de péptidos,
seleccionadas como sustratos para la enzima hK2 por la tecnologia de presentacion en fagos como se explica en detalle en
el Ejemplo 1, se han usado para reemplazar el enlace escindible y los residuos de aminoacidos vecinos del RSL. Los
inhibidores recombinantes se produjeron en bacterias y se purificaron por cromatografia de afinidad.

En comparacioén con el rACT silvestre, que inhibié hK2 muy lentamente (12-16h), los rACTs modificados se mostré que muy
rapidamente forman un complejo covalente en pocos minutos. Tres de las seis variantes de rACT fueron especificas para
hK2 con altas constantes de asociacion (ver las Tablas V y VI). Al incubar con un exceso de inhibidores ([l]o/[E]o de 100:1)
durante 30 minutos, la hK2 se inhibio completamente por rACTe2, rACTg3, rACTs7 Yy rACTes.1, mientras rACTg2o y rACTs 15
inhibieron 95 % y 73 % de la actividad de la enzima, respectivamente. Bajo esta condicion, el rACT silvestre no mostro
actividad de inhibicién hacia la hK2. Entre estas variantes, dos (rACTss y rACTs.18) son especificas para hK2, sin inhibir
ninguna otra enzima probada. Otras dos variantes, rACTe7 y rACTe>, inhibieron también PK a 36 % y 100%
respectivamente. Como la ACT silvestre, la variante rACTsg 2 inhibié las dos proteasas de tipo quimotripsina Chtr y PSA pero
adicionalmente también PK y HNE. Ninguna de las serpinas recombinantes mostré actividad inhibidora contra la calicreina
hK1 y uPA.

Ademas, los solicitantes encontraron que el reemplazo de los residuos P3-P3' situados en la estructura RSL del rACTsivestre
por el pentapéptido sustrato que codifica para el RSL del inhibidor de la proteina C (PCI) conduce a la produccién de un
inhibidor recombinante (MDCI) que es capaz de inhibir las calicreinas hK2 y hK3.

Por lo tanto, el inhibidor recombinante de una proteasa se puede seleccionar del grupo que comprende MD820, MD62,
MD61, MD67 y MDCI. Preferentemente esta proteina recombinante inhibidora es MD62 o MD61.

Se sabe que un valor de la estequiometria de inhibicion (SI) superior a uno generalmente se interpreta como un
comportamiento de sustrato de serpina. En este esquema, después de la formaciéon de un complejo de Michaelis inicial y el
clivaje en el RSL, la mayor parte del complejo se descompone en la enzima activa y el inhibidor clivado que se inactiva
definitivamente. Los solicitantes analizaron las reacciones de ACT variantes-hK2 para los clivajes del inhibidor no
formadores de complejos, al incubar las muestras en un exceso de 10:1 veces de inhibidor a proteasa. Estas condiciones,
cerca o por debajo de los valores de Sl calculados de las variantes de ACT probadas (ver la Tabla VI), normalmente
favorecen la proteolisis de las serpinas o los complejos serpinas- proteasas. Sorprendentemente, los solicitantes observaron
una discrepancia a esta hipétesis, ya que no se observé la degradacion de las ACTs variantes por hK2 a pesar de los altos
valores de Sl. Sin desear estar ligado por la teoria, una posible explicacion para la falta de degradacion de ACT es la
condicion bajo la cual se llevé a cabo la determinacion de Sl. Los complejos ACTs-hK2 covalentes se forman in vitro muy
lentamente. Esto esta de acuerdo con nuestra observacién de que después de 30 minutos de incubacion a 25°C no se
detecta inhibicion de hK2 con ACT silvestre (Tabla V) y que, incluso después de una incubacién prolongada a 37°C, la hK2
fue sélo parcialmente unida con ACT silvestre (Figura 3).

Los solicitantes evaluaron ademas la especificidad de estos nuevos inhibidores hacia otras proteasas. La evaluacioén se llevo
a cabo en las mismas condiciones para todas las proteasas (condiciones seudo-fisioldégicas) con el fin de garantizar una
mejor traduccion para aplicaciones adicionales in vivo. La permutacion del sitio de clivaje del RSL para los sustratos
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seleccionados por presentacion en fagos de hK2 ha cambiado la ACT silvestre en inhibidores altamente sensibles para hK2.
Adicionalmente, dos de estos inhibidores mostraron una reactividad Unica con hK2 y no con otras enzimas estudiadas que
se conoce que se dirigen a sustratos bioldgicos similares, tales como la calicreina de plasma, hK1, PSA, uroquinasa (uPA),
y elastasa de neutréfilos humana (HNE). Segun el conocimiento de los solicitantes, este es el primer informe que menciona
el desarrollo de un inhibidor especifico de hK2.

Curiosamente, rACTg 20 (MD820) inhibe ademas de hK2 también quimotripsina, y mas débilmente calicreina de plasma y
elastasa humana lo que representa una amplia especificidad de inhibicion.

La secuencia polipeptidica inhibidora de la proteina recombinante inhibidora ademas se puede seleccionar de una cisteina
proteasa ya que hay ahora un numero de casos bien documentados de la inhibicién de las cisteina proteasas por serpinas
(Gellins P.G. W., 2002 "Serpin structure, mechanism, and function" in Chem. Rev, 102, 4751-4803). Estos ejemplos incluyen
la inhibicion de las catepsinas K, L y S por la serpina antigeno 1 del carcinoma de células escamosas, la inhibicién de la
prohormona tiol proteinasa por la a-1antiquimotripsina, y la inhibicién de los miembros de la familia de las caspasas, que
incluyen caspasa 1 (enzima de conversion de la interleucina 1B), caspasa 3, y caspasa 8 por la serpina viral crmA y
caspasas 1, 4 y 8 por la serpina PI9 humana.

Cuando se emplean técnicas recombinantes para preparar una proteina recombinante inhibidora de una proteasa de
acuerdo con la presente invencion, se usan preferentemente las moléculas de acido nucleico o fragmentos de los mismas
que codifican los polipéptidos.

Por lo tanto, la presente invencion se refiere ademas a una secuencia de ADN purificada y aislada que codifica la proteina
recombinante inhibidora de una proteasa como se describié anteriormente.

"Una secuencia de ADN purificada y aislada" se refiere al estado en que estara la molécula de acido nucleico que codifica la
proteina recombinante inhibidora de una proteasa de la invenciéon, o el acido nucleico que codifica esa proteina
recombinante inhibidora de una proteasa, de acuerdo con la presente invencion. El acido nucleico, estara libre o
sustancialmente libre del material con el que se asocia naturalmente tales como otros polipéptidos o acidos nucleicos con
los que se encuentran en su ambiente natural, o el medio ambiente en el que se preparan (por ejemplo cultivos de células)
cuando la preparacion es por la tecnologia del ADN recombinante realizada in vitro o in vivo.

El ADN que se puede usar en la presente descripcion es cualquier secuencia de polidesoxinucleétido, que incluye, por
ejemplo, ADN de cadena doble, ADN de cadena sencilla, ADN de cadena doble en donde una o ambas cadenas estan
compuestas de dos o mas fragmentos, ADN de cadena doble en donde una o ambas cadenas tienen un esqueleto de
enlaces fosfodiéster ininterrumpido, ADN que contiene una o mas porciones de cadena simple y una o mas porciones de
cadena doble, ADN de cadena doble en donde las cadenas de ADN son totalmente complementarias, ADN de cadena doble
en donde las cadenas de ADN son sélo parcialmente complementarias, ADN circular, ADN covalentemente cerrado, ADN
lineal, ADN reticulado covalentemente, ADNc, ADN quimicamente sintetizado, ADN semi-sintético, ADN biosintético, ADN
aislado naturalmente, ADN digerido por enzima, ADN cortado, ADN marcado, tal como ADN radiomarcado y ADN marcado
con fluorocromo, ADN que contiene una o mas especies de acido nucleico de origen no natural.

Las secuencias de ADN que codifican la proteina recombinante inhibidora de una proteasa, o un fragmento de esta, puede
sintetizarse por técnicas quimicas estandar, por ejemplo, el método del fosfotréster o a través de métodos de sintesis
automatizados y métodos PCR.

La secuencia de ADN aislada y purificada que codifica la proteina recombinante inhibidora de acuerdo con la invencién
puede producirse ademas por técnicas enzimaticas. Asi, las enzimas de restriccién, que escinden moléculas de acido
nucleico en secuencias de reconocimiento predefinidas pueden usarse para aislar secuencias de acido nucleico de
moléculas de acido nucleico mas grandes que contienen la secuencia de acido nucleico, tal como ADN (o ARN) que codifica
la proteina recombinante inhibidora o para un fragmento de esta.

La presente invencion ademas abarca un acido nucleico en forma de un polirribonucleétido (ARN), que incluye, por ejemplo,
ARN de cadena sencilla, ARN de cadena doble, ARN de cadena doble en donde una o ambas cadenas se componen de
dos o mas fragmentos, ARN de cadena doble en donde una o ambas cadenas tienen un esqueleto de enlaces fosfodiéster
ininterrumpido, ARN que contiene una o mas porciones de cadena sencilla y una o mas porciones de cadena doble, ARN de
cadena doble en donde las cadenas de ARN son totalmente complementarias, ARN de cadena doble en donde las cadenas
de ARN son sélo parcialmente complementarias, ARN reticulado covalentemente, ARN digerido por enzima, ARN cortado,
ARNmM, ARN quimicamente sintetizado, ARN semi-sintético, ARN biosintético, ARN aislado naturalmente, ARN marcado, tal
como ARN radiomarcado y ARN marcado con fluorocromo, ARN que contiene una o mas especies de acido nucleico de
origen no natural.
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La secuencia de ADN aislada y purificada que codifica un inhibidor recombinante de una proteasa se selecciona
preferentemente del grupo que comprende sec. con num. de ident.: 1, sec. con num. de ident.: 3, sec. con num. de ident.: 5,
sec. con num. de ident.: 7, sec. con num. de ident.: 9, sec. con nium. de ident.: | y sec. con nim. de ident.: 13.

La presente invencion incluye ademas variantes de las secuencias antes mencionadas, o sea secuencias de nucleétido que
varian de la secuencia de referencia por sustituciones de nucleétidos conservativas, con lo cual uno o mas nucleétidos son
sustituidos por otro con las mismas caracteristicas.

Aun en otro aspecto de la presente invencién se proporciona un vector de expresion que comprende la secuencia purificada
y aislada que codifica la proteina recombinante inhibidora de una proteasa como se describi6é anteriormente. La seleccién de
un vector de expresion depende directamente, como se conoce bien en la técnica, en las propiedades funcionales
deseadas, por ejemplo, expresion de la proteina recombinante inhibidora y la célula huésped a transformar o transfectar.

Ademas, el vector de expresion puede comprender adicionalmente un promotor operativamente unido a la secuencia de
ADN aislada y purificada. Esto significa que la secuencia de ADN aislada y purificada unida que codifica la proteina
recombinante inhibidora de una proteasa de la presente invencién esta bajo control de una secuencia reguladora adecuada
que permite la expresion, es decir, la transcripcion y traduccion de la secuencia de ADN aislada y purificada insertada.

Como se usa en la presente descripcion, el término "promotor" designa cualquiera de las secuencias reguladoras
adicionales como se conocen en la técnica, por ejemplo, un promotor y/o un potenciador, sitios de poliadenilacion y uniones
de empalme empleados por lo general para la expresién del polipéptido o puede incluir adicionalmente una o mas
secuencias separadas para direccionalizar y opcionalmente puede codificar un marcador seleccionable. Los promotores que
pueden usarse siempre que esos promotores sean compatibles con la célula huésped son por ejemplo promotores
obtenidos de los genomas de virus tales como virus polioma, adenovirus (tal como Adenovirus 2), virus del papiloma (tal
como virus del papiloma bovino), virus del sarcoma aviar, citomegalovirus (tal como el promotor temprano inmediato de
citomegalovirus murino o humano), un retrovirus, virus de la hepatitis B, y virus del simio 40 (tal como los promotores
tempranos o tardios de SV 40) o promotores obtenidos a partir de promotores mamiferos heterélogos, tales como el
promotor de actina o un promotor de inmunoglobulina o promotores de choque térmico.

Los potenciadores que pueden usarse son, por ejemplo, las secuencias potenciadoras conocidas a partir de genes
mamiferos (globina, elastasa, albimina, a-fetoproteina, e insulina) o potenciadores a partir de un virus de célula eucariota,
por ejemplo, el potenciador SV40, el potenciador del promotor temprano de citomegalovirus, el polioma, y los potenciadores
de adenovirus.

Una amplia variedad de combinaciones huésped/vector de expresion pueden emplearse para expresar las secuencias de
ADN de esta invencion. Los vectores de expresion Utiles, por ejemplo, pueden consistir en segmentos de secuencias de
ADN cromosoémico, no cromosomico y sintético. Los vectores adecuados incluyen los derivados del SV40 y plasmidos
bacterianos conocidos, por ejemplo, los plasmidos de E. coli col El, pCRI, pBR322, pMB9 y sus derivados, plasmidos tales
como RP4; ADNs de fago, por ejemplo, numerosos derivados del fago X, por ejemplo, NM989, y otro ADN de fago, por
ejemplo, M13 y ADN de fago de cadena sencilla filamentoso; plasmidos de levadura tales como el plasmido 2y o derivados
de los mismos; vectores Utiles en células eucariotas, tales como los vectores utiles en células de insecto o de mamifero;
vectores derivados de combinaciones de plasmidos y ADN de fago, tales como plasmidos que se han modificado para
emplear ADN de fago u otras secuencias de control de expresion; y similares.

Con la maxima preferencia el vector de expresion es pQE-9.

Otro aspecto de la presente invenciéon es proporcionar una célula huésped eucariota o procariota transformada o
transfectada con un vector de expresién descrito en la presente.

El término "célula transfectada" o "célula transformada" o "célula transfectada/transformada" significa la célula en la cual el
ADN extracelular se introduce y asi alberga el ADN extracelular. EI ADN se puede introducir en la célula de modo que el
acido nucleico se replique, ya sea como un integrante cromosémico o como un elemento extra cromosoémico.

La transformacion o transfeccion de células huésped eucariotas o procariotas adecuadas con un vector de expresion que
comprende una secuencia de ADN aislada y purificada de acuerdo con la invencion se realiza por métodos bien conocidos
que tipicamente dependen del tipo de vector usado. Con respecto a estos métodos, ver por ejemplo, Maniatis y otros 1982,
Molecular Cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory y los métodos comercialmente disponibles.
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Las proteinas recombinantes inhibidoras descritas en la presente descripcion se producen preferentemente, por via
recombinante, en un sistema de expresion celular.

Una amplia variedad de células huésped unicelulares son utiles para expresar las secuencias de ADN de esta invencion.
Estos huéspedes pueden incluir huéspedes eucariotas y procariotas bien conocidos, tales como cepas de E. coli,
Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, hongos tales como levaduras, y células animales, tales como CHO, YB/20, NSO,
SP2/0, R1. Las células I, B-W y L-M, células de rifidn de mono verde africano (por ejemplo, COS 1, COS 7, BSC1, BSC40, y
BMT10), células de insecto (por ejemplo, Sf9), y células humanas y células vegetales en cultivo de tejido. Preferentemente,
la célula huésped es una célula bacteriana, con mayor preferencia una célula de E. coli .

La presente invencion se dirige ademas a una composicién farmacéutica que comprende la proteina recombinante
inhibidora como se describe en la presente descripcion como un agente activo, opcionalmente en combinaciéon con uno o
mas portadores farmacéuticamente aceptables.

Preferentemente, ademas de al menos una proteina recombinante inhibidora como se describe en la presente descripcion,
la composicion farmacéutica puede contener uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, tales como excipientes,
portadores y/o auxiliares que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en la preparacion que se puede usar
farmacéuticamente.

Los portadores, excipientes, o estabilizadores aceptables son no téxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, e incluyen tampones tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes que
incluyen acido ascoérbico y metionina; conservantes (tales como octadecildimetilbencil cloruro de amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como
metilo o propilparabén; catacol; resorcina; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
que aproximadamente 10 residuos) ; proteinas, tales como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros
hidrofilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como
EDTA; azucares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio;
complejos de metal (por ejemplo los complejos de Zn-proteina); y/o surfactantes no iénicos, tal como TWEEN®,
PLURONICS® o polietilenglicol (PEG).

La forma de administracién de la composiciéon farmacéutica puede ser sistémica o tépica. Por ejemplo, la administracion de
una composicién de este tipo puede ser varias rutas parenterales tales como subcutanea, intravenosa, intradérmica,
intramuscular, intraperitoneal, intranasal, transdérmica, rutas bucales o a través de un dispositivo implantado, y puede ser
ademas suministrada por medios peristalticos.

La composiciéon farmacéutica que comprende una proteina recombinante inhibidora, como se describe en la presente
descripcién, como un agente activo puede incorporarse o impregnarse ademas en una matriz bioabsorbible, donde la matriz
se administra en forma de una suspensién de la matriz, un gel o un soporte sélido. Adicionalmente la matriz puede estar
compuesta por un biopolimero.

Las preparaciones de liberacion sostenida pueden prepararse. Los ejemplos adecuados de preparaciones de liberacion
sostenida incluyen matrices semipermeables de polimeros hidréfobos sdélidos que contienen el anticuerpo, dichas matrices
son en forma de articulos conformados, por ejemplo peliculas, o microcapsulas. Los ejemplos de matrices de liberacion
sostenida incluyen poliésteres, hidrogeles (por ejemplo, poli(2-hidroxietilo-metacrilato), o poli(vinilalcohol)), polilactidos
(patente de Estados Unidos num. 3,773,919), copolimeros de acido L-glutamico y [gamma] etil-L-glutamato, acetato de
etileno-vinilo no degradable, copolimeros de acido lactico-acido glicélico degradables tales como el LUPRON DEPOT(TM)
(microesferas inyectables compuestas de copolimero de acido lactico-acido glicdlico y acetato de leuprolide), y acido poli-D-
(-)-3-hidroxibutirico.

Las formulaciones que se usan para la administracion in vivo deben ser estériles. Esto se consigue facilmente por ejemplo
mediante filtracion a través de membranas de filtracion estériles.

Se entiende que la dosificacion adecuada de una proteina recombinante inhibidora de la presente invencion sera
dependiente de la edad, sexo, salud, y peso del receptor, tipo de tratamiento concurrente, si lo hay, y la naturaleza del
efecto deseado.

La forma de dosificacion adecuada dependera de la enfermedad, la proteina recombinante inhibidora, y el modo de
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administracion; las posibilidades incluyen tabletas, capsulas, pastillas, pastas dentales, supositorios, inhaladores,
soluciones, pomadas y depdsitos parenterales.

Ya que la presente invencion ademas abarca las modificaciones de aminoacidos de los aminoacidos de la proteina
recombinante inhibidora, esto puede ser util para la reticulacion de la proteina recombinante inhibidora con una matriz
insoluble en agua u otros portadores macromoleculares, o para mejorar la solubilidad, la adsorcién, y la permeabilidad a
través de la barrera de sangre del cerebro. Tales modificaciones se conocen bien en la técnica y alternativamente pueden
eliminar o atenuar cualquier posible efecto secundario indeseable de la proteina y similares.

Aunque la composicion farmacéutica preferida de la presente invencién comprende una proteina recombinante inhibidora
como un agente activo, una composicion farmacéutica alternativa puede contener una secuencia de ADN aislada y
purificada que codifica la proteina recombinante inhibidora de una proteasa, como se describe en la presente descripcion,
como un agente activo. Esta composiciéon farmacéutica puede incluir solo la secuencia de ADN aislada y purificada, un
vector de expresion que comprende dicha secuencia de ADN aislada y purificada o una célula huésped previamente
transfectada con un vector de expresion descrito en la presente descripcion. En este ultimo ejemplo, la célula huésped se
aislara preferentemente del paciente a tratar para evitar cualquier problema de antigenicidad. Estas aproximaciones de
terapia celular y génica son especialmente bien seguidas por los pacientes que requieren administracion repetida de la
composicion farmacéutica, ya que dicha secuencia de ADN aislada y purificada, vector de expresion o célula huésped
previamente transfectada con un vector de expresion puede incorporarse en la célula del paciente quien producira después
la proteina enddégenamente.

La presente descripcién proporciona ademas un método para tratar o prevenir un trastorno asociado con la proteolisis en un
mamifero que comprende administrar a dicho mamifero lae composicién farmacéutica como se describe en la presente
descripcion.

El presente método para tratar o prevenir un trastorno asociado con la proteolisis puede ser util en caso de que el trastorno
sea un trastorno en el cual la actividad de la calicreina hK2 es perjudicial tal como un céncer, un trastorno autoinmune, un
trastorno inflamatorio tal como la hipertrofia postatica benigna, o un trastorno infeccioso.

El término "cancer" se refiere a o describe la afeccién fisiolégica en mamiferos que esta tipicamente caracterizada por el
crecimiento celular no regulado. Los ejemplos de canceres, que pueden tratarse, incluyen pero sin limitarse a cancer de
préstata, cancer de mama o un cancer metastasico.

En métodos preferidos, el mamifero es un paciente humano, y la proteina recombinante inhibidora administrada se
selecciona de los ejemplos de serpina recombinante de la Tabla Ill, que inhiben especificamente la proteasa hK2.

Abarcado por el alcance de la presente invencion estd ademas el uso de la composicién farmacéutica descrita en la
presente descripcion para la preparacion de un medicamento para el tratamiento o prevencion de un trastorno asociado a la
proteolisis en un mamifero en caso de que el trastorno sea un trastorno en el cual la actividad de la calicreina hK2sea
perjudicial tal como un cancer, un trastorno autoinmune, un trastorno inflamatorio tal como la hipertrofia prostatica benigna, o
un trastorno infeccioso.

Los ejemplos de canceres incluyen pero sin limitarse a cancer de prostata, cancer de mama o un cancer metastasico.

Las proteinas recombinantes inhibidoras de la invencidon generalmente se usaran en una cantidad para alcanzar el propdsito
pretendido. Para usar para tratar o prevenir un trastorno, las proteinas recombinantes inhibidoras o las composiciones
farmacéuticas de estas, se administran o aplican en una cantidad terapéuticamente eficaz. Una" cantidad terapéuticamente
eficaz" es una cantidad eficaz para mejorar o prevenir los sintomas, o prolongar la superviviencia del sujeto que se esta
tratando. La determinacion de una cantidad terapéuticamente eficaz esta bien aceptado dentro de las capacidades de las
personas expertas en la técnica, especialmente a la luz de la descripcién detallada que se proporciona en la presente
descripcion.

Para la administraciéon sistémica, una cantidad terapéuticamente eficaz o dosis puede estimarse inicialmente a partir de
ensayos in vitro. Por ejemplo, una dosis puede formularse en modelos animales para alcanzar un intervalo de concentracion
circulante que incluye la IC50 como se determina en el cultivo celular. Esta informacién se puede usar para determinar con
mayor precision las dosis utiles en humanos.

Las dosis iniciales ademas se pueden estimar a partir de los datos in vivo, por ejemplo, modelos animales, usando técnicas
que se conocen bien en la técnica. Alguien con experiencia ordinaria en la técnica podria optimizar facilmente la
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administracion a humanos en base a los datos en animales y, por supuesto, dependera del sujeto que se trata, del peso del
sujeto, la gravedad del trastorno, la forma de administracién y del criterio del médico que prescribe.

La presente invencion abarca ademas un método para producir una proteina recombinante inhibidora de una proteasa,
dicho método comprende las etapas de
a) seleccionar una secuencia polinucleotidica que codifica un sitio de interaccion enzima-sustrato especifico para
una proteasa,
b) introducir dicha secuencia polinucleotidica en una secuencia que codifica una proteina inhibidora de una serina o
cisteina proteasa, para obtener una secuencia recombinante,
c) permitir la expresion de dicha secuencia recombinante en un sistema de expresion celular bajo condiciones
adecuadas,
d) y recuperar la proteina recombinante inhibidora de una proteasa.

La selecciéon de una secuencia polinucleotidica que codifica un sitio activo de sustrato especifico para una proteasa se
puede hacer por las siguientes técnicas diferentes tales como, por ejemplo, la presentacion de los sustratos para la
seleccion de la proteasa tal como un retrovirus de leucemia murina que presenta un péptido directamente de células vivas
asi se evita el paso en bacterias (Buchholz y otros, 1998) o un método similar, usando genotecas de virus Sindbis
quiméricos que ademas se empled para la seleccién in vivo de los sitios de clivaje de la proteasa usando células de
mamifero transfectadas con la enzima de interés (Pacini y otros, 2000 " In vivo selection of protease cleavage sites by using
chimeric Sindbis virus libraries" J. Virol. 74, 22: 10563-70).

Ademas se contempla un sistema de levadura, GASP (ensayo genético para la proteolisis especifica de sitio) que consiste
en la fusidon de sustratos aleatorios a una proteina integral de membrana, que permite la unién del sustrato a la membrana
de la levadura, donde los factores de transcripcion citoplasméaticos se pueden unir al promotor de un gen reportero (Kang y
otros, 2001 "An improved strategy for a genetic assay for site-specific proteolysis" Mol. Cell. 30; 11(2): 263-6).

Recientemente han surgido una serie de genotecas quimicas combinatorias para determinar la especificidad de sustrato de
las proteasas. Estas incluyen genotecas combinatorias de sustrato fluorogénico y genotecas combinatorias sintéticas de
exploracion posicional.

Otro método, llamado genoteca de péptido inmovilizado, permite la determinaciéon de la especificidad de sustrato relativa
(kcat/Km) para cada miembro de la genoteca mediante la medicién de la intensidad de fluorescencia en la fase de solucién y
para identificar el enlace escindible por secuenciacién de Edman (Hu y otros, 2002 "Rapid determination of substrate
specificity of clostridium histolyticum beta-collagenase using an immobilized peptide library" J. Biol. Chem. 8, 277 (10):8366-
71).

En caso de que la especificidad de sustrato de una proteasa se determine por la tecnologia de presentacion en fago, una
genoteca de péptidos aleatorios presentados en fago con diversidad exhaustiva se genera y se tamiza con la proteasa
purificada. Este técnica conocida se adapt6 al caso especifico como se describe en la presente descripcion con el fin de
construir una genoteca aleatoria presentada en fago que incluy6 todas las posibles combinaciones de aminoacidos de una
longitud definida de aminoacidos. Asi se construyen grandes genotecas mediante la presentacion de secuencias aleatorias
en la extremo de fagos filamentosos, después se amplifican y se tamiza con respecto a una proteasa para ensayar
rapidamente su especificidad.

De acuerdo con los Ejemplos 1 y 2, los solicitantes construyeron una genoteca de pentameros que contiene 1.8x10°
transformantes independientes que podria entonces considerarse completa porque, en teoria, se representaron todas las
secuencias de los 3.2x10° pentameros aleatorios posibles. Las secuencias de los fagos confirmaron adicionalmente la
aleatoriedad de los insertos de pentameros. Después el fago que presenta los pentapéptidos aleatorios se fusionan a un
ligando (6x His) y se inmovilizan en un soporte de afinidad, en este caso la matriz de Ni-NTA. Después de la incubacion con
la proteasa, (en el caso de los Ejemplos 1y 2 la proteasa fue hK2) los fagos que expresan los sustratos sensibles se liberan
de la fase solida. Los fagos liberados se usan para infectar las bacterias F-positivas para valorarlos y amplificarlos. Estos
fagos después se purifican por precipitacion, se amplifican y después se inmovilizan a un soporte de afinidad para proceder
a una siguiente ronda de seleccién. Esta seleccion de pentapéptidos se ha repetido 8 veces en total con el fin de obtener la
secuencia polinucleotidica altamente especifica. Los fagos de la ultima ronda se clonan mediante la siembra en platos de
Petri y el ADN de los fagos individuales se amplifica en la region que codifica un sitio activo de sustrato para determinar las
secuencias clivadas por la enzima.

Las secuencias polinucleotidicas que codifican un sitio activo de sustrato después se introducen en una secuencia que

codifica un inhibidor de una serina proteasa, por ejemplo en una secuencia que codifica rACT, a fin de obtener una
secuencia recombinante. Dos sitios de restriccion silentes Sac Il y Mlu | previamente se incorporaron 18 bp corriente arriba y
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18 bp corriente abajo del codéon P 1 en el dominio RSL de rACT que permitieron la subclonaciéon de la secuencia
polinucleotidica seleccionada que codifica un sitio activo de sustrato.

Los inhibidores recombinantes, por ejemplo, se producen en cepas de E.coli TG1 en condiciones de cultivo adecuadas. Las
condiciones de cultivo adecuadas pueden comprender entre 10-40°C durante 10-30 horas en dependencia de los
inhibidores recombinantes a expresar. Sorprendentemente, los solicitantes han mostrado que en el caso de los Ejemplos 1y
2, una temperatura de 16°C durante 16h permite la expresion y la produccion de variantes completamente intactas de
rACTs.

Finalmente, los inhibidores recombinantes se pueden recuperar ya sea a partir del medio de cultivo, cuando el inhibidor
recombinante se secreta, o se extrae a partir del sistema de expresion de células cuando el inhibidor recombinante no se
secreta, y se purifica por técnicas conocidas en la técnica tales como cromatografia en liquido de alto rendimiento,
electroforesis en gel, cromatografia de afinidad, ultrafiltracién, intercambio i6nico y similares. Las condiciones reales usadas
para purificar un inhibidor recombinante particular dependeran, en parte, de factores tales como la carga neta,
hidrofobicidad, hidrofilicidad, etc., y resultaran evidentes a aquellos con experiencia en la técnica.

Para la purificacion por cromatografia de afinidad, se puede usar cualquier anticuerpo que especificamente se una al
inhibidor recombinante o a la cola de His. Otras moléculas de afinidad tales como Ni**-nitrilotriacético conectadas a perlas
de agarosa y que se unen especificamente a la cola de His ademas se contemplan en la presente invencion.

Las proteinas recombinantes inhibidoras después se pueden ensayar adicionalmente para su capacidad para inhibir la
actividad de la proteasa. Esto se puede hacer por cualquier método convencional tal como el método de Scatchard
(Scatchard, 1949 Ann NY Acad Sci 51: 660-669). Este método describe un método clasico de medicién y analisis de unién
que se ha aplicado a la unién de proteinas y requiere proteina relativamente pura y la capacidad de distinguir la proteina
unida de la no unida.

Un segundo método apropiado para medir la afinidad de las proteinas recombinantes inhibidoras para enzimas, es medir la
capacidad de las proteinas recombinantes inhibidoras para retardar la accién de la enzima. Este método requiere, en
dependencia de la velocidad a la que la enzima cliva los sustratos y la disponibilidad de sustratos cromogénicos o
fluorogénicos, proteinas recombinantes inhibidoras relativamente puras.

Preferentemente, las proteinas recombinantes inhibidoras de la presente invencién inhiben la actividad de la proteasa con
una afinidad mayor que sus homdlogos silvestres.

Las proteinas recombinantes inhibidoras descritas en la presente descripcion se producen preferentemente, por via
recombinante, en un sistema de expresion celular. Este sistema puede ser una célula huésped eucariota o una procariota.

Una amplia variedad de células huésped unicelulares son utiles para expresar las proteinas recombinantes inhibidoras de
esta invencioén. Estos huéspedes pueden incluir huéspedes eucariotas y procariotas bien conocidos, tales como cepas de E.
coli, Pseudomonas, Bacillus, Streptomyces, hongos tales como levaduras, y células animales, tales como CHO, YB/20,
NSO, SP2/0, R1. Las células |, B-W y L-M, células de rifidn de mono verde africano (por ejemplo, COS 1, COS 7, BSC1,
BSC40, y BMT10), células de insecto (por ejemplo, Sf9), y células humanas y células vegetales en cultivo de tejido.
Preferentemente, la célula huésped es una célula bacteriana seleccionada del grupo que comprende el género Bacillus,
Escherichia, Salmonella, y Erwinia. Con mayor preferencia la célula huésped bacteriana es una célula E. coli.

La transformacion o transfeccion de células huésped eucariotas o procariotas adecuadas con un vector de expresiéon que
comprende una secuencia de ADN aislada y purificada de acuerdo con la invencion se realiza por métodos bien conocidos
que tipicamente dependen del tipo de vector usado. Con respecto a estos métodos, ver por ejemplo, Maniatis y otros 1982,
Molecular Cloning, A laboratory Manual, Cold Spring Harbor Laboratory y los métodos comercialmente disponibles.

Otro objetivo de la presente invencidn es proporcionar un kit diagnostico para la deteccidn de una proteasa, in vivo o in vitro,
en una muestra que comprende una secuencia de ADN aislada y purificada seleccionada del grupo que comprende la sec.
con num. de ident.: 1, 3, 5, 7, 9, 11, 13, una secuencia complementaria de estas, fragmentos de estas, y/o variantes de
estas.

Alternativamente, la presente invencion contempla ademas un kit diagndstico para la deteccién de una proteasa en una
muestra que comprende una proteina recombinante inhibidora de una proteasa de acuerdo con la presente invencion. Dicha
proteina recombinante inhibidora de una proteasa puede, por ejemplo, seleccionarse del grupo que comprende MD820, MD
62, MD 61, MD67 y MD CI.
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Como se usa en la presente descripcion, el término "espécimen” se refiere a cualquier muestra adecuada que puede
contener una proteasa, 0 una secuencia que codifica para una proteasa, a la que se puede unir la proteina recombinante
inhibidora o la secuencia de ADN purificada y aislada que codifica para dicha proteina recombinante inhibidora.

El kit diagnostico puede incluir un sistema que permite la deteccién de una proteasa en donde la deteccién de la sedal
dependera de la cantidad de proteasa presente. La sefial se puede detectar visualmente o instrumentalmente. Las posibles
sefiales pueden incluir la produccion de color, fluorescente, productos luminiscentes, alteracién de las caracteristicas de
absorcion o emisiéon de radiacion por un componente o producto de ensayo, y precipitacion o aglutinacion de un producto
componente. Dicho componente puede ser una etiqueta, por ejemplo, un radioisétopo, un fluoréforo, una enzima, una
coenzima, un sustrato de enzima, un compuesto denso de electrones, o una particula aglutinable y se pueden acoplar ya
sea a la proteina recombinante inhibidora o a la secuencia de ADN aislada y purificada presente en este kit diagndstico.

Por ultimo, la presente descripcidon proporciona ademas un método de tratamiento o prevenciéon de un trastorno asociado
con la proteolisis en un mamifero que comprende administrar a dicho mamifero una composicion farmacéutica que
comprende una serpina silvestre recombinante como un agente activo.

El método de tratamiento o prevencion de un trastorno asociado con la proteolisis antes mencionado puede ser Util en caso
de que el trastorno es un trastorno en el que la actividad de la calicreina hK2 es perjudicial tal como un cancer, un trastorno
autoinmune, un trastorno inflamatorio tal como la hipertrofia prostatica benigna, o un trastorno infeccioso.

La descripcidon anterior se entendera mejor con referencia a los siguientes ejemplos. Estos ejemplos, son, sin embargo,
ilustrativos de los métodos de la practica de la presente invencion y no se pretende que limiten el alcance de la invencion.

EJEMPLOS

Ejemplo 1:

Desarrollo de inhibidores ACT recombinantes especificos para la hK2 humana usando sustratos seleccionados de la
presentacion en fago.

Material

La hK2 y hK3 (PSA) se purificaron a partir de semen humano como se describié previamente (Frenette G, Gervais Y,
Tremblay RR, Dube JY. 1998 "Contamination of purified prostate-specific antigen preparations by calicreina hK2" J Urol 159,
1375-8), los anticuerpos monoclonales anti-hK2 y anti-PSA fueron un regalo del profesor RR Tremblay, Laval University,
Canada. La quimotripsina humana (Chtr), activador del plasminégeno uroquinasa (uPA), calicreina humana hK1, calicreina
de plasma humana (PK), elastasa de neutréfilos humana (HNE) y ACT comercial (a1-antiquimotripsina de plasma humana)
se adquirieron de Calbiochem. Z-Phe-Arg-AMC, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC, Z-Gly-Gly-Arg-AMC, MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-
AMC se adquirieron de Calbiochem. El sustrato fluorescente CFP-TFRSA-YFP se desarroll6 como se describié previamente
(Mahajan NP y otros, 1999 "Novel mutant green fluorescent protein protease substrates reveal the activation of specific
caspases during apoptosis" Chem Biol 6, 401-9). EI ADNc para la a1-antiquimotripsina humana (ACT) fue un generoso
regalo del Dr. Harvey Rubin (Universidad de Pensilvania).

Mutagénesis dirigida al sitio

Después de la subclonaciéon del ADNc de ACT en el vector de expresiéon pQE-9 (Qiagen, Alemania, Figura 9) y la
introduccién de una cola de Hisg en el N-terminal de rACTsivestre, dOS sitios de restriccion Sac Il y Mlul, se incorporaron 18 bp
corriente arriba y 18 bp corriente abajo del codén P 1 en el dominio RSL respectivamente. Estos sitios se crearon por
mutacion silente usando los oligonucledtidos 5-GTGATTTTGACCGCGGTGGCAGCAG-3' para el sitio Sac lly 5'-
GCACAATGGTACGCGTC TCCACTAATG-3' para Mlu | y segun el protocolo de mutagénesis QuickChange proporcionado
por Stratagene.

Construccion de la genoteca de presentaciéon en fago del sustrato

Las genotecas de sustrato en fago se generaron usando un fagémido pH0508b modificado (Lowman y otros.,1991
"Selecting high-affinity binding proteins by monovalent phage display" Biochemistry 12, 10832-8). La construccion consiste
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de una cola de Hisg en cada extremo de una region rica en la repeticién Gly-Gly-Gly-Ser- que precede al dominio carboxilo-
terminal (codones 249-406) del gen Ill de M 13. Los pentameros aleatorios se generaron por extensién por PCR de
extensién de los oligonucledtidos molde con sitios de restriccidon adecuados colocados en ambos lados de los codones
degenerados: 5TGAGCTAGTCTAGATAGGTGGCGGTNNSNNSNNSNNSNNSGGGTCGACGTCGGT
CATAGCAGTCGCTGCA-3' (donde N es cualquier nucledtido y S es G o C) usando los cebadores biotinilados 5'
correspondientes a las regiones flanqueantes:

5'TGAGCTAGTCTAGATAGGTG-3' y 5-TGCAGCGACTGCTATGA-3'. Los moldes de la PCR se digirieron y purificaron
como se describié previamente (Smith G.P, Scott J.K. 1993 "Libraries of peptides and proteins displayed on filamentous
phage" Methods Enzymol. 217, 228-57), se insertaron en el vector pH0508b digerido Xbal/Sall, y se electroporé en XL1-Blue
(F ). La extensién de la genoteca se estim6 a partir de la eficiencia de transformaciéon determinada por la siembra de una
pequena porcion de las células transformadas sobre platos de Luria-Bertani que contenian ampicilina y tetraciclina (100 y 15
V[eR ml™, respectivamente). El resto de las células transformadas se usaron para preparar una genoteca de fago por la
incubacidon durante toda la noche mediante la adicion de un fago auxiliar M13K07 a una concentracién que da una
multiplicidad de infeccion de 100 unidades formadoras de placa (p.f.u.) por ml. Los fagos se recogieron a partir del
sobrenadante y se purificaron por precipitacion con poli-(etilenglicol). De éstos, 200 clones se seleccionaron arbitrariamente
para secuenciacion para verificar la aleatorizacion de la genoteca.

Tamizaje de la genoteca de pentapéptidos presentada en fago

Esta nueva genoteca de pentapéptidos se sometié a ocho rondas de tamizaje con hK2. Cien microlitros de Ni**-acido
nltrllotrlacetlco acoplado a perlas de sefarosa (resina Ni**-acido nltnlotrlacetlco) se lavo con 10 ml NaCl/P; que contenia 1
mg- ml™ BSA. Las particulas de fago (10 ) se afadieron a la resina Ni?*-acido nitrilotriacético eqwhbrada y se dejo que se
uniera con agitacion suave durante 3 h a 4 °C.La resina se lavo posteriormente (NaCl/Pi/BSA 1 mg- ml”, 5 mM imidazol,
0.1% Tween 20) para eliminar los fagos no unidos y después se equilibr6 en NaCl/Pi.El fago sustrato se expuso a 27 nM
(concentracion final) de hK2 durante 45 min a 37 °C. Ademas se realizd una selecciéon de control sin proteasa Los fagos
clivados liberados en sobrenadante se amplificaron usando la Escherichia coli XL1-Blue y después se usaron para rondas
posteriores de seleccion. Después de ocho rondas de cribado, se seleccionaron aproximadamente 15 clones individuales de
la quinta sexta y octava ronda de seleccion y los ADN de plasmido se aislaron y secuenciaron en la region que codifica para
el sustrato.

Construccion y expresion de ACT silvestre recombinante y sus variantes.

Seis variantes, que corresponden a un cambio en el lazo del sitio reactivo en posiciones entre P3 y P3' (Ver la Tabla IV mas
abajo), se generaron por PCR de extension de los oligonucleétidos de molde:

rACTsg20, 5-TACCGCGGTCAAAATCACCCTCCGTTCTCGAGCAGTGGA GACGCGTGA-3';
rACTe.3, 5-TACCGCGGTCAAAATCACCAGGAGGTCTATCGATGT GGAGACGCGTGA-3;
rACTs3, 5-TACCGCGGTCAAAATCAGGGGGAGATCTGAGTTAGTG GAGACGCGTGA-3';
rACTs.7, 5-TACCGCGGTCAAAATCAAGCTTAGAACAACATTAG TGGAGACCGCTGA-3;
rACTe.1, 5-TACCGCGGTCAAAATCATGACAAGATCTAACTTAGT GGAGACGCGTGA-3';
rACT5s.18, 5'-TACCGCGGTCAAAATCACCGAGCGTGTCTCGCCCGTG GAGACGCGTGA-3'

(donde las secuencias subrayadas codifican nuevos sitios de clivaje en el lazo de sitio reactivo), usando cebadores
correspondientes a las regiones flanqueantes: 5-TACCGCGGTCAAAATC-3'y 5'-TCACGCGTGTCCAC-3'". Los productos de
la PCR se digirieron con las enzimas de restriccionSac Il y Mlu | y después se subclonaron en la construccion de rACTsiyestre
digerida. Las serpinas recombinantes se produjeron en la cepa de E. coli TG1. Las células se cultivaron a 37°C en medio 2 x
TY (169 triptona, 10g extracto de levadura, 5g NaCl por I) que contenia 100ug/ml de ampicilina a Ag0=0.5. Después se
afadio isopropiltio-B-galactosido (IPTG) a una concentracion final de 0.5mM y se permitié la expresion de las serpinas
recombinantes durante 16h a 16°C. Las células de 100ml de cultivo se cosecharon por centrifugacion, se resuspendieron en
PBS frio y después se pasaron a través de una prensa francesa para recuperar el total de proteinas citoplasmicas solubles
Los restos celulares se eliminaron por centrifugacion y se afiadieron al sobrenadante perlas de agarosa de afinidad de Ni%*-
acido nitrilotriacético durante 90 min a 4°C para unir las serpinas recombinantes. La resina se lavo posteriormente con
50mM Tris pH 8.0, 500mM NaCl, 25mM imidazol y las proteinas unidas se eluyeron durante 10min con 50mM Tris pH 8.0,
500mM NaCl y 150mM imidazol. Una vez que la purificacién se completo, rACT se dializé contra 50mM Tris pH 8.0, 500mM
NaCl, 0,05 % Triton X-100 durante 16h a 4°C. La concentracion de proteina se determind para cada purificacion por el
ensayo de Bradford y se normaliz6 por densitometria de geles de SDS-PAGE tefiidos con azul de Coomassie (Laemmli UK.
1970 "Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of bacteriophage T4" Nature 227, 680-5).
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Tabla IV

Alineacion del RSL (lazo serpina reactivo) de la serpina recombinante a1-antiquimotripsina
(ACT) y sus variantes.

Serpina Péptido  sustrato |P6 P5 |P4 |P3 (P2 |P1 P'1 |P2 P'3 |P4 |P5 |P6

seleccionado

rACTsivestre v [(K I /T |[L |L* S |A |[L |V |[E |T
rACTs.20 LR|SRA V K I [T L RIS R A |V E T
rACTe2 RR|SID vV K |l T |[R RS |l D |v |[E |T
rACTs3 RGR|SE v K |I R |G RS |[E |[L |V |[E |T
rACTe7 KLR|TT vV K |l K L R |T |T L vV |E |T
rACTs. MTR|SN VK I M T RIS IN A |V E T
ACTs.1s ER|VSP V K I [T E RV IS P [V E T

@ Péptidos sustrato seleccionados mediante la calicreina hK2 usando una genoteca de
pentapéptidos aleatorios presentados en fago. Los residuos en letra sencilla son comunes a
rACTsivestre, 10S residuos en negrita y subrayados corresponden a los péptidos sustrato
reubicados en el RSL de las variantes de ACT. El enlace escindible por hK2 en los péptidos
sustrato se designa por | y el sitio de clivaje putativo en las serpinas se marca por asteriscos
entre los residuos P1-P1'.

Ensayos de inhibicién y estequiometria de la inhibicion (Sl)

Los valores de la estequiometria de la inhibicion (Sl) se determinaron para la inhibicion de rACTsivestre Y SUS Variantes con
hK2 y otras enzimas diferentes. Una prueba inicial se realizd con un exceso molar de rACT (100 veces) sobre las enzimas
hK2, PSA, hK1, quimotripsina (Chtr), calicreina de plasma (PK), uroquinasa (uPA) y elastasa de neutréfilos humana (HNE).
La reaccion se llevo a cabo durante 30min a 25°C (90 min a 37°C para PSA) en tampén de reaccién (50mM Tris pH 7.5,
150mM NacCl, 0,05% tritén X-100, 0,01% BSA) y la actividad enzimatica residual se midié6 mediante la adicidon de sustratos
fluorescentes (Z-Phe-Arg-AMC para hK1, hK2 y PK, Suc-Ala-Ala-Pro-Phe-AMC para Chtr, Z-Gly-Gly-Arg-AMC para uPA,
MeOSuc-Ala-Ala-Pro-Val-AMC para HNE, y CFP-TFRSA-YFP para PSA). La actividad de la enzima en presencia de
inhibidores se comparé a la reaccion no inhibida. Para las reacciones en las que se observé una inhibicién, la Sl se
determiné mediante la incubacion de diferentes concentraciones de serpinas recombinantes. Usando el andlisis de regresion
lineal de la actividad fraccional (velocidad de reaccion de la enzima inhibida / velocidad de reaccién de la enzima no
inhibida) vs. la relacion molar del inhibidor a la enzima ([loJ/[Eo]), se obtuvo la estequiometria de la inhibicion,
correspondiente al intercepto de la abscisa.

Cinética

Las constantes de velocidad de asociacién para las interacciones de hK2, quimotripsina, PK y HNE con diferentes rACTs se
determinaron bajo condiciones de seudoprimer orden usando el método de la curva de progreso (Morrison JF, Walsh CT.
1988 " The behavior and significance of slow-binding enzyme inhibitors" Adv. Enzymol. Relat. Areas Mol. Biol 61, 201-301).
En estas condiciones, una cantidad fija de enzima (2 nM) se mezclé con diferentes concentraciones del inhibidor (0-800 nM)
y un exceso de sustrato (10puM). Cada reaccion se realizé en amortiguador de reaccion (50mM Tris pH 7.5, 150mM NacCl,
0,05% tritén X-100, 0,01% BSA) a 25°C durante 45min y se midio la velocidad de formacién de producto usando un lector de
fluorescencia de microplacas de 96 pocillos FL800 (Biotek, Estados Unidos). En este modelo, la inhibicién se considera que
es irreversible en el transcurso de la reaccion y el progreso de la actividad de la enzima se expresa por la formacién de
producto (P), a partir de una velocidad (v;) y se inhibe con el tiempo (t) a una velocidad de primer orden (Kqps), constante de
velocidad que soélo depende de la concentracion del inhibidor.

P = (volkons) x [1 — e(-"obs:)] w
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Para cada inhibidor, una kops se calculd, para cuatro concentraciones diferentes de los inhibidores, por regresion no lineal de
los datos usando la Ecuacién 1. Mediante la representacion grafica de la kops Vvs. la concentracion del inhibidor [I], se
determind una constante de velocidad de segundo orden, k', igual a la pendiente de la curva (k' = Akgps / A[l]). Debido a la
competencia entre el inhibidor y el sustrato, la Ecuacién 2 mas abajo se usa para corregir la constante k ' de velocidad de
segundo orden que tiene en cuenta la concentracion de sustrato [S] y la K, de la enzima por su sustrato, que da la ka.

ko= (1 +[S]/Kn) x & eq2

Las Km de hK2 para Z-FR-AMC, quimotripsina para Suc-AAPF-AMC, PK para Z-FR-AMC y HNE para MeOSuc-AAPV-AMC
fueron 67uM, 145uM, 170uM y 130uM respectivamente.

Andlisis de transferencia tipo western de formacién del complejo y degradacién del inhibidor.

La calicreina hK2 se incubé 3 horas a 37°C con diferentes ACTs recombinantes a una [l]o:[E]o relacion de 100:1 1 en 50mM
Tris, 200mM NacCl, 0,05% triton X-100. Las muestras de proteina se calentaron a 95°C durante 5min, se separaron por SDS-
PAGE (12% acrilamida, relacién T:C 19:1) y después se electrotransfirieron sobre nitrocelulosa Hybond-ECL (Amersham
Pharmacia). La hK2 libre y los complejos hK2-ACT se detectaron usando un anticuerpo monoclonal anti-hK2 de ratén y un
anticuerpo secundario de cabra-anti-ratén conjugado con fosfatasa alcalina. La transferencia de tipo western se visualizd
usando el kit de deteccion ECL(Amersham Pharmacia Biotech). La hK2 ademas se incub6 con ACTg3 0 ACTe7 30min a
25°C (condiciones cinéticas) a una [l]o: [E], relacion de 10:1 en 50mM Tris, 200mM NaCl, 0,05% triton X-100. Las proteinas
se detectaron por transferencia de tipo western, usando anticuerpo monoclonal anti-Hiss seguido por la deteccion con el
anticuerpo secundario y el protocolo descrito anteriormente.

Produccion de ACTs silvestre recombinante soluble y variantes

La serpina a1-antiquimotripsina silvestre se us6 para desarrollar inhibidores especificos de la calicreina hK2. Los residuos
P3-P3' ubicados en la estructura de RSL de rACTsiveste S€ reemplazaron por pentapéptidos sustrato, previamente
seleccionados por la tecnologia de presentacion en fagos como se describié anteriormente. Las seis variantes de rACT
mostradas en la Tabla |, se disefiaron y construyeron. El enlace escindible en los péptidos sustrato se alineé de acuerdo con
Leu-358-Ser-359 en el RSL de la serpina. El rACTsivestre Y SUS variantes se expresaron en E.coli TG1 como proteinas de
fusién que contenian una cola de His en la posiciéon N-terminal. Cada uno de ellos se produjo a baja temperatura lo que
permitié la acumulacion de la proteina principalmente en forma soluble activa. Purificada bajo condiciones naturales, el nivel
de produccién varié entre 1.0 a 2.5 mg/l. La pureza de las serpinas purificadas, tales como por ejemplo la variante 6.1 (carril
1) y la ACT silvestre (carril 2), como se estim6 por analisis de SDS-PAGE es mas que 98% (Figura 1).

Las variantes de rACT son principalmente especificas para la calicreina hk2

Un panel de enzimas que incluye la elastasa de neutréfilos humana, las proteinasas (Chtr, PSA or hK3) de tipo quimotripsina
y (hK2, hK1, PK, uPA) de tipo tripsina, se tamizaron para determinar la especificidad inhibidora de las variantes de rACT
(Tabla V).

Tabla V
Perfil inhibitorio de rACTivestre Y SUS Vvariantes.
ACTs.20 ACTs2 ACTs3 ACTs7 ACTe1 ACTs 5 (ER|VSP)? ACTwr
(LR|SRA)? (RR|SID)? (RGR|SE)? (KLR|TT)? (MTR|SN)? (LL|SA)*
MD820 M D 62 MD 83 MD 67 MD 61 MD518
Proteasa Inhibicién %"
hK2 95 100 100 100 100 73 0
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Perfil inhibitorio de rACTivestre Y SUS Vvariantes.

ACTs 20 ACTs2 ACTs3 ACTs7 ACTs 1 ACTs.15 (ER|VSP)? ACTwr
(LR|SRA)® (RR/SID) (RGR|SE)® (KLR|TT)? (MTR|SN)* (LL|SA)

MD820 M D 62 MD 83 MD 67 MD 61 MD518
Chtr 66 0 0 0 0 0 100
Pk 54 100 0 36 100 0 0
HNE 30 0 0 0 60 0 15
PSA (hK3) 45 0 0 0 0 0 80
hKI 0 0 0 0 0 0 0
Uroquinasa 0 0 0 0 0 0 0

@ La secuencia de aminoé&cidos clivada en el RSL (lazo de serpina reactivo) de ACTs recombinante que corresponde al
Eéptido sustrato seleccionado por hK2.

La proteasa y las serpinas se incubaron durante 30 min a 25°C (90 min a 37° para PSA) a una [l]o/[E], relacién de 100:1. El
porcentaje de inhibicion se corresponde con 100 x (1- (velocidad en presencia de inhibidor / velocidad de control no
inhibido)).

Al incubar con un exceso de inhibidores ([l]o/[E]o de 100: 1) durante 30 minutos, la hK2 se inhibi6 completamente por
rACTs2, rACTg3, rACTs7 y rACTs. 1, mientras que rACTs20 ¥ rACTs 1ginhibieron 95 % y 73 % de la actividad de la enzima,
respectivamente. Bajo esta condicion, rACT silvestre no mostré actividad de inhibicion hacia la hK2. Entre estas variantes,
dos (rACTs3 y rACTs 18) son especificas para hK2, sin inhibir ninguna otra enzima probada. Dos otras variantes, rACTe7 Yy
rACTs.2, inhibieron también PK a 36 % y 100% respectivamente. Como ACT silvestre, la variante de rACTg 2 inhibié las dos
proteasas de tipo quimotripsina Chtr y PSA pero ademas PK y HNE. Ninguna de las serpinas recombinantes mostré
actividad inhibidora contra la calicreina hK1 y uPA.

Las estequiometrias de inhibicion de ACTs variantes para hK2 se mejoran drasticamente en comparacion con ACT silvestre

La determinacion de la estequiometria del inhibidor se llevé a cabo en condiciones fisioldgicas de pH y fuerza iénica para
todas las enzimas para asegurar la comparacion mas valiosa. La ACT silvestre recombinante dio un valor de Sl de 2 (Tabla
VI) con la quimotripsina que fue idéntico al valor obtenido con ACT comercial en condiciones similares (datos no mostrados).

Tabla Vi

Comparacioén de los valores de estequiometria de la inhibicion y las constantes de velocidad de segundo orden (ka)
para la reaccion de rACTsivestre Y SUS Variantes con hK2 y otras proteinasas.

ACTs ACTe ACTg; ACTe7 ACTe 4 ACTs1s ACTwr

(LRISRA)° | (RR|SID) | (RGR|SE) | (KLR/TT) | (MTR/SN) | (ER|VSP) (LL|SA)°

MD820 MD62 MD83 MD67 MD61 MD518
Sl | (k)M [SI| kM | SI k®M's | SI | kM | SI | k°M | SI | kM Sl ke® M
1S-1 ls-l 1 ls-l ls»l 15-1 15-1

Proteasa
hK2 105 | 1779 |25 | 6261 |34 | 2439 | 9 | 8991 | 19 | 3442 | 139 | 595 - -
Chtr 134 | 905 | - - - - - - - - - - 2 61295
Pk 150 | 424 |18 | 6217 | - - 277 | 201 | 16 | 8024 | - - - -
HNE 334 | 158 | - - - - - - 159 | 1192 | - - - -

@ Los valores de Sl informados se determinaron usando el andlisis de regresion lineal para extrapolar la relacion I/E (Ver la
Figura 1).
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Comparacion de los valores de estequiometria de la inhibicién y las constantes de velocidad de segundo orden (ka)
para la reaccion de rACTsivestre Y SUS Variantes con hK2 y otras proteinasas.

ACTs.0 ACTs ACTs; ACTe7 ACTe4 ACTs.1s ACTwr
(LR/SRA)° | (RR|SID) | (RGR|SE) | (KLR/TT) | (MTR/SN) | (ER|VSP) (LL|SA)°
MD820 MD62 MD83 MD67 MD61 MD518
SI | (k)°M | SI| k"M [ SI |[k°M's | SI | k"M | SI | k°M | SI | k®M Sl ka® M’
1s-1 1s-1 1 1s-1 15-1 1s-1 1s-1

Proteasa

® Las constantes de velocidad de segundo orden para las reacciones serpinas-proteinasas se midieron bajo condiciones de
seudo-primer o segundo orden como se describe en "Procedimiento experimental”.

¢ La secuencia de aminoécido de los residuos P3-P3' en el RSL (lazo de serpina reactivo) de la ACT recombinante
corresponden al péptido sustrato seleccionado por la hK2

-, No hay actividad inhibidora detectable.

Con el fin de determinar los valores de S| de todas las variantes recombinantes, los solicitantes incubaron la hK2 (5nM) con
diferentes concentraciones (6.25-500nM) de rACTs20 (x), rACTs2 (o), FACTs3 (A), raCTez (0), rACTs1 (X.), rACTs1s (o),
rACTsivestre (*), @ 25°C por 30 min en amortiguador de reaccién. Las actividades residuales (velocidad) para hK2, se
ensayaron por adicion del sustrato fluorescente (10uM) Z-FR-AMC. La velocidad fraccional corresponde a la relacion de la
velocidad de la enzima inhibida (vi) a la velocidad del control no inhibido (v,). La Sl se determiné usando el analisis de
regresion lineal para extrapolar la relacién I/E (es decir, el intercepto x).

Como se muestra en la Figura 2 todas las variantes de ACT de nueva construccion mostraron valores de S| con hK2 menor
que ACT silvestre. De estas variantes, rACTes7, rACTs.1 y rACTs2 tuvieron los valores méas bajos de estequiometria de la
inhibicion para hK2 (9, 19 y 25 respectivamente). Mientras rACTe> y rACTs 1 ademas tuvieron los valores mas bajos de Sl
(18 y 16) para PK, la Sl para rACT6.7 fue mucho mayor (277). Las dos ACTs recombinantes especificas para hK2, rACTs3 y
rACTs 1stuvieron una mayor relacion Sl de 34 y 139, respectivamente. El valor de Sl del inhibidor rACTjg 2 fue superior a 100
para todas las proteasas probadas que incluye hK2.

La ACTs variante forma complejos estables con hK2 sin degradacion de los inhibidores

La hK2 se incubd 3h a 37°C con rACTg 20, FACTe.2, rACTg 3, rACTs 7, rACTs 1, rACTs.18 y rACT silvestre, en una relacion |:E de
100:1. El analisis de transferencia tipo western de los productos de la reaccion de rACTs con hK2 (rACTg.2o (carril 1), rACTe2
(carril 2), rACTg3 (carril 3), rACTes7 (carril 4), rACTe.1 (carril 5), rACTs 18 (carril 68) y rACT silvestre (carril 7)), se realizé bajo
condiciones reductoras usando un anticuerpo anti-hK2 de ratén para determinar el destino de los inhibidores después de la
interaccion con la enzima. La Figura 3A muestra que cuando la hK2 se incubd con las variantes de ACT, la hK2 (E) libre
desaparecié por completo para formar un complejo covalente (El). Este complejo covalente demostré una alta estabilidad ya
que no se descompuso en un periodo de incubacién de 16 horas (datos no mostrados). La ACT silvestre inhibié mas
lentamente la hK2, que estaba principalmente no unida después de 3 horas de incubacién. Los valores de Sl elevados,
medidos con hK2 no se debian a la degradacién no formadora de complejos de las variantes de ACT inhibidoras.

Ademas en ACTg 3 (carril 1) o ACTe 7 (carril 3) se incubaron con hK2 (carril 2 y 4 respectivamente en la transferencia de tipo
western) bajo condiciones cinéticas (30min a 25°C) a una relacién |:E de 10:1. La formacion del complejo se analizé por
transferencia de tipo western en condiciones reductoras usando un monoclonal anti-cola de his de raton (Figura 3B). Todos
los proteinas inhibidoras o bien formaron complejos con hK2 o estaban presente como la forma no clivada, lo que indicaba
que la posible ruta del sustrato para la interaccion serpina-enzima es marginal.

Las ACTs variantes mostraron las mas altas constantes de asociacion con hK2

La velocidad de la reaccién inhibidora con la ACTs variante se determiné para cada proteasa que mostraba reactividad con
estos inhibidores. Para ese fin, la interaccion de hK2 y las serpinas recombinantes se midié en condiciones de seudo-primer
orden usando el método de la curva de progreso. La hK2 (2nM) y el sustrato Z-FR-AMC (10uM) se afiadieron a cantidades
variables (20n-800nM) de los inhibidores rACTg 20(0), rACTs 18 (+) (Figura 4A) y los inhibidores rACTs 2(0), rACTg3 (o) rACTs 7
(A), rACTs1 (x) (Figura 4B). Las curvas de progreso representativas se sometieron a analisis de regresion no lineal usando
eq 1y la velocidad (kobs) Se representé graficamente contra las concentraciones de serpina. Después de la determinacién de
la kobs, las constantes de asociacion (ka) se calcularon usando la Knde las proteasas por sus correspondientes sustratos
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(Tabla VI). El valor de ka de la ACT silvestre con quimotripsina fue idéntico a los datos publicados (Cooley y otros, 2001
"The serpin MNEI inhibits elastase-like and chymotrypsin-like serine proteases through efficient reactions at two active sites"
Biochemistry 40, 15762-70). El rACT recombinante g7 mostré una mayor ka (8991 M'1s'1) con hK2 mientras que la obtenida
con PK fue 45 veces inferior. En contraste, rACT recombinantes 2 dio equivalente ka con hK2 y PK lo que demostré una falta
de discriminacion entre las dos proteasas. Los valores de ka de los inhibidores recombinantes especificos de hK2, rACT g3y
rACTs 1gfueron inferiores, 2439 y 595 M's! respectivamente, mientras que ACT no especifica g2 exhibié una ka de 1779 M
s, para hK2, superior en comparaciéon con Chtr, PK y HNE. Una de las serpinas recombinantes, rACTe. 1, reacciond a una
velocidad mas alta con PK que con hK2.

Ejemplo 2

Desarrollo de inhibidores ACT recombinantes especificos para las proteasas hK2 y hK3 humanas.

Los residuos P3-P3' ubicados en la estructura RSL de rACTsivestre S€ reemplazaron por el pentapéptido sustrato de
codificacion para el RSL del inhibidor de la proteina C (PCI) (Tabla VII) como se describe en el Ejemplo 1.

Tabla VII
Alineacion de RSL (lazo de serpina reactivo) de las serpinas recombinantes ACT, PCl y ACTec.

Secuencias RSL

Serpina P6 P5 P4 P3 P2 P1 P'1 P2 P'3 P'4 P'5 P'6
rACT silvestre Secuencia de \% K | T L L S A L
aminoacido
Secuencia de ADN | GTC | AAA | ATC | ACC |CTC | CTT | TCT | GCA | TTA | GTG | GAG | GTC
(cododn)
rPClsivestre Secuencia de T F T F R S A R L N S
aminoacidos
rACTpc (MD Secuencia de \Y K I T E R S A L \Y E T
Cl) aminoacidos

ADN (codon) GTC | AAA | ATC | ACC | TTT | AGA | TCT | GCA | TTA | GTG | GAG | GTC

Los residuos en letra sencilla son comunes a rACT ivestre, residuos en negrita y subrayados corresponden a péptidos
sustrato reubicados en RSL de las variantes ACT.El enlace escindible en los péptidos sustrato se designa por | y el sitio de
clivaje putativo en las serpinas se marca por asteriscos entre los residuos P1-P1".

En resumen, para producir la proteina recombinante ACTpci (MDCI), las células TG1 se transformaron con las
correspondientes construcciones seguido por el crecimiento en medios de cultivo adecuados. Las células después se
indujeron a una densidad éptima para expresar inhibidores recombinantes durante 16h a 16°C. El inhibidor recombinante
ACThpc) se extrajo del citoplasma de bacterias y se separé por cromatografia de afinidad usando la columna de Ni-NTA como
se describio para el ejemplo anterior.

Analisis de la expresion de ACT recombinante por SDS-PAGE.

La pureza de los diferentes inhibidores desarrollados en el Ejemplo 1 y 2 se probd por analisis de SDS-PAGE en
condiciones reductoras como se muestra en la Figura 5.

Evaluacion de los inhibidores.

Estos inhibidores se analizaron adicionalmente para evaluar su especificidad y afinidad para inhibir las calicreinas hK2 y hK3
humanas (Figuras 6) y la calicreina de plasma, tripsina, uroquinasa, elastasa, trombina, hK14 y calicreina 8 humana (Tabla
VIIl). Estas dos enzimas poseen diferentes especificidades enzimaticas (hK2: tipo tripsina, hK3: tipo quimotripsina) pero ACT
las inhibe de forma natural. Mientras que ACT se considera que es el inhibidor natural de la hK3 en circulacién en sangre, su
inhibicion de la hK2 es mas débil.
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Andlisis de la reaccién inhibidora entre rACTs y las calicreinas humanas se realizaron por transferencia de tipo western
como se muestra en las Figuras 6. Para cada una de las variantes de ACT, se incubd 1ug de inhibidor con 100 ng de hK2 o
de hK3 durante 1 hora a 37°C bajo condiciones fisioldgicas.

Los resultados de la deteccién usando el anticuerpo monoclonal 9D5 anti hK2 se muestran en la Figura 6 A.

Linea 1: sélo hK2, 2 : ACT comercial + hK2, 3 : ACT silvestre + hK2, 4 : MD820 + hK2, 5 : MDCI + hK2, 6 : MD62 + hK2, 7 :
MD61 + hK2,

La Figura 6 B muestra la deteccién del complejo hK3-ACT usando el anticuerpo anti-His (cola presente en las proteinas ACT
recombinantes).

Linea 1: PSA, 2: PSA + ACT, 3: ACT silvestre + PSA, 4 : MD820 + PSA, 5: MDCI + PSA, 6 : MD62 + PSA, 7 : MD61 + PSA.

Los cambios de aminoacidos dentro del lazo reactivo usando secuencias de sustrato seleccionadas para la especificidad de
hK2 transformé ACT en un inhibidor altamente especifico para hK2 (MD820, MD61, MD62) sin inhibir hK3. Estos resultados
confirman los anteriormente mostrados en la Tabla IV. S6lo MDCI, basado en el lazo reactivo del inhibidor de la Proteina C
(PCl) es capaz de inhibir

Proteasa Inhibicién %"° sl M-kll .
Quimotripsina 98 1 86216
Calicreina palsmatica 100 4.6 25900
Tripsina 100 1 1126025
Uroquinasa 0 - -
Elastasa 0 - -
Trombina 0 - -
hK14 100 3.2 287000
Calicreina 8 Humana ~25 ~180

ambas calicreinas probadas (hK2 y hK3).

MD61 y MD62 son inhibidores con afinidad muy alta por hK2 que inhiben toda la proteina hK2 en menos de 3 minutos (en
las mismas condiciones) en comparacién con la a1-antiquimotripsina silvestre o comercial, que requiere mas de 12 horas de
incubacion para inhibir la misma cantidad de hK2 (datos no mostrados). Tabla VIII Perfil inhibidor de MDc,.

Ejemplo 3 :

Inhibicion del crecimiento del tumor por inhibidores MD

3.1 Inhibicién del crecimiento del tumor por inhibidores MD62 y MD 67

La linea celular DU-145 de adenocarcinoma de prostata humano independiente de androgenos se obtuvo de la Coleccién
Americana de Cultivos Tipo. La tecnologia retroviral se usé para obtener las células DU145 transfectadas con el gen hK2
(DU145/hK2).

Las células DU145/hK2 en crecimiento exponencial se recogieron y se resuspendieron a una concentracion de 7.5 x 107
células/ml en DMEM (Invitrogen) que contenia 1 o 10ug de inhibidores. Esta suspension de células se mezclé con matrigel
(BD Biosciences) a una relacion 1:2 y se inyecto por via subcutanea (3 x 10° células/40pl) en los flancos derecho e izquierdo
de ratones desnudos suizos, atimicos, machos de 8 semanas de edad (dos ratones/grupo). Cada ratén se inocul6é en dos
sitios.

En los dias 6, 12 y 18 después de la inoculacion del tumor, 50 o 10ug de MD62, MD67 o 100ug o 10ug de ACT-silvestre se
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inyectaron por via subcutanea. En los dias 24, 30, 33, 36, 39 y 41 después de la inoculacion del tumor, 25 o 5ug de
inhibidores (MD62 and MD67) o 50 ug o 5 ug de ACT-silvestre se inyectaron por via subcutanea.

Figura 10A muestra la inhibiciéon del crecimiento del tumor por MD 62. Las células de cancer de préstata DU-145 (3 x 10°
células), transfectadas con calicreina 2 humana, se implantaron en ratones desnudos y después se trataron con MD 62 (5
025pg/inyeccién).

Figura 10B muestra la inhibicion del crecimiento del tumor por MD 67. Las células de cancer de préstata DU-145 (3 x 10°

células), transfectadas con calicreina 2 humana, se implantaron en ratones desnudos y después se trataron con MD 67 (5 o
25ugl/inyeccion).

3.2 Inhibicién del crecimiento del tumor por el inhibidor MDCI.

La linea celular DU-145 de adenocarcinoma de prostata humano independiente de andrégenos se obtuvo de la Coleccion
Americana de Cultivos Tipo. La tecnologia retroviral se usé para obtener las células DU145 transfectadas con el gen hK2
(DU145/hK2).

Las células DU145/hK2 en crecimiento exponencial se recogieron y se resuspendieron a una concentracion de 7.5 x 107
células/ml en DMEM (Invitrogen) que contenia 1 o 10ug de inhibidores. Esta suspensién de células se mezclé con matrigel
(BD Biosciences) a una relacion 1:2 y se inyecto por via subcutanea (3 x 10° células/40ypl) en los flancos derecho e izquierdo
de ratones desnudos suizos, atimicos, machos de 8 semanas de edad (dos ratones/grupo). Cada ratén se inocul6é en dos
sitios.

En los dias 6, 12 y 18 después de la inoculacion del tumor, 100ug o 10ug de MDCI o ACT-silvestre se inyectaron por via
subcutanea. En los dias 24, 30, 33, 36, 39 y 41 después de la inoculacion del tumor, 50 ug o 5 ug de MDCI o ACT-silvestre
se inyectaron por via subcutanea.

La Figura 11 muestra la inhibicién del crecimiento del tumor por MD CI. Las células de cancer de préstata DU-145 (3 x 10°
células), transfectadas con calicreina 2 humana, se implantaron en ratones desnudos y después se trataron con MD CI (5 o
50ug/inyeccion).
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REIVINDICACIONES

Una proteina recombinante inhibidora de una calicreina, que comprende una secuencia de serpina en donde el lazo
P6-P6' de serpina reactivo de dicha secuencia de serpina comprende al menos un sitio activo de sustrato que
consiste en una secuencia pentapéptido seleccionada entre SSRTE, KTRSN, ISPRS, GVFRS, GTVRS, ETKRS,
LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP, PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA, KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA, PGRAP,
VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY, PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS,
RPQEL,VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL, MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK, PFRKI especifica
para dicha calicreina una quimera molecular de la misma, y/o una combinacién de estas.

La proteina recombinante inhibidora de una calicreina de la reivindicaciéon 1,caracterizada porque la calicreina es
una proteina calicreina hK2.

La proteina recombinante inhibidora de una calicreina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 2,
caracterizada porque la secuencia de serpina se selecciona del grupo que comprende la a-1antiquimotripsina
(ACT), inhibidor de la proteina C (PCI), a-1antiproteinasa (AAT), precursor de la proteina relacionada con la a-
1antitripsina humana (ATR), inhibidor de la a-2-plasmina (AAP), precursor de la antitrombina-lll humana (ATIII),
inhibidor de proteasa 10 (Pl 10), precursor de la proteina 2 de unién a colageno humano (CBP2), inhibidor de
proteasa 7 (PI7), leuserpina inhibidor de proteasa 2 (HLS2), inhibidor de la proteasa C1 de plasma humano (C1
INH), inhibidor de la elastasa monocito/neutréfilo (M/NEI), inhibidor del activador del plasminégeno tipo 3 (PAI3),
inhibidor de proteasa 4 (Pl4), inhibidor de proteasa 5 (PI5), inhibidor de proteasa 12 (P112), inhibidor del activador
del plasminégeno humano tipo 1 precursor endotelial, inhibidor del activador de plasminégeno humano tipo 2 de la
placenta (PAI2), precursor del factor derivado del epitelio pigmentado humano (PEDF), inhibidor de proteasa 6
(P16), inhibidor de proteasa 8 (PI8), inhibidor de proteasa 9 (PI9), antigeno 1 humano asociado al carcinoma de
células escamosas (SCCA-1), antigeno 2 humano asociado al carcinoma de células escamosas (SCCA-2),
globulina de unién a T4 (TBG), Megsin, e inhibidor de proteasa 14 (Pl14), fragmentos bioldgicamente activos de
estos, quimeras moleculares de estos, y/o combinaciones de los mismos.

La proteina recombinante inhibidora de una calicreina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3,
caracterizada porque dicha proteina recombinante inhibidora de una calicreina se selecciona del grupo que
comprende la sec. con num. de ident. 2, 4, 8, 10 y 14.

La proteina inhibidor recombinante de una calicreina de la reivindicacion 4,caracterizada porque dicha proteina
recombinante inhibidora de una calicreina es la sec. con nim. de ident. 4 u 8.

La proteina inhibidor recombinante de una calicreina de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
precedentes, caracterizada porquela al menos una secuencia de sitio activo de sustrato especifica para dicha
calicreina es un péptido sustrato seleccionado por calicreina usando una genoteca pentapéptido aleatorio de
exhibicion de fago.

Una secuencia de ADN aislada y purificada que codifica la proteina recombinante inhibidora de una calicreina de
acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones precedentes.

La secuencia de ADN aislada y purificada de la reivindicaciéon 7, caracterizada porque dicha secuencia se
selecciona del grupo que comprende la sec. con num. de ident.: 1, sec. con num. de ident.: 3, sec. con num. de
ident.: 5, sec. con num. de ident.: 7, sec. con num. de ident.: 9, sec. con num. de ident.: 11 y sec. con num. de
ident.: 13.

Un vector de expresiéon caracterizado porque, comprende la secuencia de ADN aislada y purificada de las
reivindicaciones 7 u 8.

El vector de expresion de la reivindicaciéon 9, caracterizado porque comprende ademas un promotor
operativamente unido a la secuencia de ADN aislada y purificada.

Una célula huésped eucariota o procariota transfectada con el vector de expresién de las reivindicaciones 9 o 10.
Una composicion farmacéutica caracterizada porque, comprende la proteina recombinante inhibidora de una

calicreina de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 6 como un agente activo, y opcionalmente en combinacién con
uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables.
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Uso de la composicidon farmacéutica de la reivindicacion 12, para la preparacién de un medicamento para el
tratamiento o prevencién de un trastorno asociado a la proteolisis en un mamifero.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 13, caracterizado porque el trastorno es un trastorno en el que la actividad
de la calicreina hK2 es perjudicial.

El uso de acuerdo con las reivindicaciones 13 o 14, caracterizado porque el trastorno es un cancer, un trastorno
autoinmune, un trastorno inflamatorio o un trastorno infeccioso.

El uso de acuerdo con la reivindicacién 15, caracterizado porque el cancer es cancer de préstata, cancer de
mama o un cancer metastasico.

El uso de acuerdo con la reivindicacion 15, caracterizado porque el trastorno inflamatorio es hipertrofia prostatica
benigna.

Un método para producir la proteina inhibidor recombinante de una calicreina de la reivindicaciones 1 a 6, que
comprende las etapas de

a) seleccionar una secuencia polinucleotidica que codifica un sitio activo de sustrato especifico para dicha
calicreina, dicha secuencia consiste en una secuencia pentapéptido seleccionada entre SSRTE, KTRSN,
ISPRS, GVFRS, GTVRS, ETKRS, LGRSL, RGRSE, RRSID, VLRSP, PFRSS, RSGSV, ARARS, SDRTA,
KLRTT, RAAMM, TRAPM, DVRAA, PGRAP, VESRA, ARASE, TLQRV, RLERV, ERVSP, SSPRV, RVGPY,
PSARM, RGRMA, TVRMP, LRMPT, HRMSS, RPQEL, VRPLE, SGRLA, GTLRF, QWRNS, RNDKL,
MRNRA, TRDSR, TGSRD, IMSRQ, LTTSK, PFRKI especifica para dicha calicreina, fragmentos
biolégicamente activos de estas, una quimera molecular de la misma, y/o una combinacién de estos,

b) introducir dicha secuencia pentapéptido en una secuencia que codifica una secuencia de serpina, para
obtener una proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina,

c) permitir la expresiéon de dicha proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina en un sistema de
expresion celular bajo condiciones adecuadas,

d) y recuperar la proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina.

El método de la reivindicacion 18, caracterizado porque las condiciones adecuadas consisten en cultivar el
sistema de expresion celular a una temperatura entre 10-40°C durante 10-30 horas.

El método de la reivindicacion 19, caracterizado porque las condiciones adecuadas consisten en una temperatura
de 16°C durante 16 horas.

El método de la reivindicaciones 18 a 20, caracterizado porque la etapa d) se alcanza por la separacién después
de la extraccion de la proteina recombinante inhibidora de dicha calicreina a partir del sistema de expresién celular.

El método de la reivindicacion 21, caracterizado porque la separacion de la proteina recombinante inhibidora de
dicha calicreina se alcanza por cromatografia de afinidad.

El método de las reivindicaciones 18 a 22, caracterizado porque la proteina recombinante inhibidora de dicha
calicreina se ensaya adicionalmente para su capacidad para inhibir la actividad de dicha calicreina.

El método de las reivindicaciones 18 a 22, caracterizado porque el sistema de expresion celular es una célula
bacteriana.

Un kit diagndstico para la deteccion de una calicreina en un espécimen caracterizado porque, comprende
cualquier secuencia de ADN adecuada aislada y purificada, seleccionada del grupo de sec. con nim. de ident.: 1,
3,5,7,9, 11, 13, y/o una secuencia complementaria de la misma.

Un kit diagndstico para la deteccion de una calicreina en una muestra caracterizado porque, comprende la
proteina recombinante inhibidora de una calicreina de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 6.
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Figura 5
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Figura 7A

Itélica: coddn de iniciacion ATG

Negrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACTsivestre
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de las variantes ACT: MD 820

Sec. con num. de ident.: 1

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGACGAGGAGA
ATCTGACCCAGGAGAACCAAGACCGAGGGACACACCTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCAACGT
GGACTTCGCTTTCAGCCTGTACAAGCAGTTAGTCCTGAAGGCCCCTGATAAGRATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGEEGGCCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCARAGGCCTCAAGTTCAACCTCACGGACGACTTCTGAGGCAGARATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGCGATGAGCTGCAGCTGAGTATGGGARRT
GCCATGTTTGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGAGGATGCCARGAGECTCT
ATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGACTCAGCTGCAGCTARAGAAGCTCATCAACGA
CTACGTGAAGAATGGAACTAGGGGGAAAATCACAGATCTGATCARGGACCTTGACTCGCAGACA
ATGATGGTCCTGGTCAATTACATCTTCTTTAAAGCCAAATGECAGATGOCCTTTGACCCCCARG
ATACTCATCAGTCAAGGTTCTACTTGAGCAAGAAARAGTGGGTAATGGTGCCCATGATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTGTCCTGCACCGTGGTGGAGCTGAAG
TACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGATCAAGACAAGATGGAGGAAGTGGAAG
CCATGCTGCTCCCAGAGACCCTGAAGCGGTGGAGAGACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGETGA
GCTCTACCTAOCARAGTTTTCCATCTCGAGECACTATAACCTGARCGACATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGAARGCCTTCACCAGCARGGCTGACCTGTCAGGEATCACAGGGGCCAGGAACCTAG
CAGTCTCCCAGGTGGTCCATAAGGCTGTGCTTGATGTAT T TGAGGAGGECACAGAAGCATCTGC
TGCCACCGCGGTCARRATCACCCTCCGTTCTCGAGCAGTGGAGACGCGTACCATTGTGCGTTTC
AACAGGCCCTTCCTGATGATCATTGTCCCTACAGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGCAARG
TCACCAATCCCAAGCAAGCCTAA

Secuencia de proteina de las variantes ACT: MD 820

Sec. con num. de ident.: 2

MRGSHHHHHHSRHPNSPLOEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLYKQLVLKAFDENVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLEKFNLTETSEAETHOSFOQHLLRTLNQSSDELQLSMGN
AMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSARAKKLINDYVENGTRGEI TDLIKDLDSQT
MMVLVNYIFFKAKWEMPFDPODTHQSRFYLSKEKKWVMVPMMSLHHLTI PYFRDEELSCTVVELK
¥ TGNASALFILPDODKMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRDYNLNDILLOL
GIEERFTSKADLSGITGARNLAVSQVVHKAVLDVFEEGTEASAATAVKITLRSRAVETRTIVRF
NREPFLMIIVPTDTONIFFMSKVTNPKQA*
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Figura 7B

Italica: codon de iniciacion ATG

Negrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACT gjvectre
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de la variante ACT: MD &2

Sec. con ndm. de ident.: 3

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGACGAGGAGR
ATCTGACCCAGGAGAACCRAAGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGEGATTAGCCTCCGCCAACGT
GEACTTCGCTTTCAGCCTGTACAAGCAGTTAGTCCTGAAGGCCCCTGATAAGAATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGGGGCCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCAARGEGCCTCAAGTTCAACCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGRAATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGCGATGAGCTGCAGCTGAGTATGGGAAAT
GCCATGTTTGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGAGGATGCCAAGAGGECTGT
ATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTT TCAGGACTCAGCTGCAGCTAAGARGCTCATCAACGEA
CTACGTGAAGAATGGAACTAGGEGCAAAATCACAGATCTGATCAAGGACCTTGACTCGCACGACA
ATGATGETCCTEETCAATTACATCTTCTTTAAAGCCARATEEGAGATICCITTTEACCCCCAAG
ATACTCATCAGTCAAGSTTCTACTTGAGCARGARAARGTGGGTAATGGTGCCCATGATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTGTCCTGCACCGTGGTGGAGCTGARG
TACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTCGATCARGACARGATGGAGCGARGTGGAAG
CCATGCTGCTCCCAGAGACCCTGAAGCGETGGAGAGACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGETGA
GCTCTACCTGCCAARAGT TTTCCATCTOGAGGCACTATAACCTGAACGACATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGRAGCCTTCACCAGCAAGGCTGACCTGTCAGGGATCACAGGGECCAGGARCCTAG
CAGTCTCCCAGGTGETCCATAAGGCTGTGCTTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGAAGCATCTGEC
TGCCACCGCGGTCAARATCACCAGGAGGTCTATCCGATGTGGAGACGCGTACCATTGTGCSETTTC
AACAGGCCCTTCCTGATGATCATTGTCCCTACAGACACCCAGARACATCTTCTTCATGAGCAARAG
TCACCAATCCCAAGCAAGCCTAA

Secuencia de proteina de la variante ACT: MD &2

Sec. con ndm. de ident.; 4

MRGSHHHHHHSRHPNSFLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLYKQLVLKAPDENVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEI LKGLKFNLTETSEAEIHQSFOHLLRTLNQSSDELQLSMGN
AMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSAAAKKLINDYVENGTRGKITDLIKDLDSQT
MMVLVNY IFFKARKWEMPFDPODTHOSREY LS KKKWVMVEPMMS LHHLTI PYFRDEELSCTVVELX
¥TGNASALFILPDOQDEMEEVEAMLLPETLEKRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRDYNLNDILLQL
GIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSQVVHKAVLDUFEEGTEASAATAVKITEEQ;EVETRTIVRF
NRPFLMIIVPTDTONIFFMSKVINPKQA*
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Figura 7C

ltalica: codon de iniciacion ATG

Negrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACT sivesrs
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de la variante ACT: MD &3

Sec. con ndm. de ident.: 5

ATGAGACGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGACGAGGAGA
ATCTGACCCAGGAGAACCAAGACCGEAGGGACACACGTGCACCTCEGEATTAGCCTCCGCCARCGT
GGACTTCGCTTTCAGCCTGTACARGCAGTTAGTCCTGARAGGCCCCTGATARGRATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGEEECCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCAARAGGCCTCAAGTTCAACCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGARATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTECCCACCCTCAATCACTCCACGCGATGAGCTGCAGCTCACTATCGCARAT
GCCATGTTTGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGRAGGATGCCAAGAGGCTGT
ATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGACTCAGCTGCAGCTARGAAGCTCATCARCGA
CTACGTGARGARTGGAACTAGGGGGRAAARTCACAGATCTCGATCAAGGACCTTGACTCGCAGACAR
ATGATGGTCCTGCTGAATTACATCTTCTT TARAGCCARATGGGAGATGCCCTTTGACCCCCARAG
ATACTCATCAGTCAAGGTICTACTTCGAGCAAGARAAAGTGGETAATGETGCCCATCATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTGTCCTGCACCGTGETGEAGCTEARG
TACACAGGCARTGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGATCAAGACARGATGGAGGAAGTEGGAAG
CCATCGCTGCTCCCAGAGACCCTEARGCGETEGAGAGACTCTCTGCGAGTTCAGAGAGATAGGTGA
GCTCTACCTGCCARAGTTTTCCATCTCGAGGGRACTATAACCTGAACGACATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGAAGCCTTCACCAGCAAGGCTGACCTEGTCAGGGATCACAGEGGCCAGGRACCTAG
CAGTCTCCCAGGTGCTCCATARGGCTGTGCTTCGATGTATTIGAGGAGGGCACAGAAGCATCTGC
TGCCACCGCGETCAAAATCAGGGGEAGATCTCGACTTAGTGGACGACGCGTACCATTGTGCGTTTC
AACAGGCCCTTCCTGATGATCATTGTCCCTACAGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGCAAAG
TCACCAATCCCAAGCAAGCCTAR

Secuencia de proteina de la variante ACT: MD 83

Sec. con ndm. de ident.: 6

MRGSHHHHHHSRHPNSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLY KQLVLEKAPDENVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLRKFNLTETSEAETHOSFOHLLRTLNOQSSDELQLSMGN
AMFVEEQLSLLDRFTEDRKRLYGSEAFPATDFQDSARRKKLINDYVENGTRGKITDLIKDLDSQT
MMVLVNYIFFKAKWEMPFDPOQDTHOQSRFYLSKKKWVMVPMMSLHHLTIPYFRDEELSCTVVELK
YIGNASALFILPDQDEMEEVEAMLLPETLRRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRDYNLNDILLOL
GIEERFTSKADLSGITGARNLAUSQVVHKAVLDHFEEGTEASAATAUKIEEEBELVETRTIVRF
NRPFLMIIVPTDTQNIFFMSKVINPEQA*
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Figura 7D

lalica: coddn de iniciacion ATG

MNegrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACTsivestre
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de la variante ACT: MD &7

Sec. con nuam. de ident.: 7

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGACCAGGAGA
ATCTGACCCAGGAGAACCAAGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCAACGT
GGACTTCCCTTTCAGCCTGTACAAGCAGTTAGTCCTGAAGGCCCCTGATAAGRATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGGGGCCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCAAAGGCCTCARGTTCAACCTCACGEAGACTTCTGAGGCAGAAATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGCGATGAGCTGCAGCTGAGTATGGSARAT
GCCATGTTTIGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACACGTTCACGCAGCATGCCAAGAGGCTGT
ATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGACTCAGCTGCAGCTAAGARGCTCATCAACGA
CTACGTGAAGAATGGRACTAGGGGGAALRTCACAGATCTGAT CAAGGACCTTGACTCGCAGACA
ATGATGGTCCTGGTGRATTACATCTTCTTTAAAGCCARATGGGAGATGCCCTTTGACCCCCAAG
ATACTCATCAGTCAAGGTTCTACTTGAGCARGARARAGTCGGTAATGCTGCCCATGATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTGTCCTGCACCGTGGTGGAGCTGRAG
TACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGATCAAGACAAGATGCGAGGAACTGGAAG
CCATGCTGCTCCCAGRGACCCTGAAGCGETGGAGAGACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGETGA
GCTCTACCTGCCARAGTTTTCCATCTCGAGGGACTATAACCTGAACGRCATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGRAGCCTTCACCAGCAAGECTGACCTGT CAGGGATCACAGGEGCCAGEGRACCTAG
CAGTCTCCCAGETGETCCATAAGGCTGTGC T IGATGTATTTGAGGAGGGCACAGARGCATCTGC
TGCCACCGCGGTCARARTCAAGC T TAGAACAACATTAGTGGAGACGCGTACCATTGTGCGTTTC
AMCAGGCCCTTCCTGATCGATCATTGTCCCTACAGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGCARAG
TCACCAATCCCAAGCAAGCCTAA

Secuencia de proteina de la variante ACT: MD &7

Sec. con num. de ident.: 8

MRGSHHHHHHSRHPNS PLDEENLTOENODRGTHVDLGLASANVDFAFSLYKOLVLKAPDKNVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLKFNLTETSEAEIHQSFQHLLRTLNQSSDELQLSMGN
AMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSAAAKKI, INDYVKNGTRGK I TDLIKDLDSQT
MMVLVNY I FFKAKWEMPFDPODTHOSRFYLSKKKWYMVPMMSLHELTI PYFRDEELSCTVVELK
YTGNASALFILPDODKMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREI GELYLEKFS I SRDYNLNDI LLOL
GIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSOVVHEKAVLDVFEEGTEASAATAVKIKLRTTLVETRTIVRF
NRPFLMIIVPTDTQNIFFMSKVTNPKQA* o
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Figura 7E

Italica: coddn de iniciacion ATG

Negrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACT siveetre
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de la variante ACT: MD 81
Sec. con ndm. de ident.: 9

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGACCGAGGAGA
ATCTGACCCAGGAGAACCAAGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCAACGT
GGACTTCGCTTTCAGCC TG TACARGCAGTTAGTCCTGAAGGCCCCTGATARGAATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGGGGCCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCARAGGCCTCARGTTCAACCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGAMATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGCGATGAGCTGCAGCTGAGTATGGGARAT
GCCATGTTTGTCAAAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGAGGATGCCARAGAGGCTGT
ATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGACTCAGCTGCAGCTAAGAAGCTCATCAACGA
CTACGTGAAGAATGGAACTAGEGGGARRATCACAGATCTGATCAAGEACCTTCGACTCGCAGACA
ETGATGGTCCTGETGAATTACATCTTCTTTARAGCCARAATGGGAGATGCCCTTTGACCCCCAAG
ATACTCATCAGTCAAGETTCTACTTGAGCAAGARANAGTGGCTAATGETGCCCATGATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTGTCCTGCACCGTGGTGGAGCTGAAG
TACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGATCARGACARSATCCGAGGARGTGGAAG
CCATGCTGCTCCCAGAGACCCTGAAGCGGTCCGAGAGACTCTCTGGAGTTCAGAGAGRTAGGTGA
GCTCTACCTGCCAAAGTTTTCCATCTCGAGGGACTATAACCTGARCGACATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGAAGCCTTCACCAGCAAGGCTGACCTGTCAGGGATCACAGGGGCCAGGARACCTAG
CAGTCTCCCAGGTGETCCATAAGGCTGTGCTTEATGTATTTGAGSAGGGCACAGARGCATCTGT
TGCCACCGCGETCAMATCATGACAAGATCTAACGCAGTEGAGACGCGTACCATTGTECGTTTC
ARCAGGCCCTTCCTGATGATCATTGTCCCTACAGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGCAANG
TCACCAATCCCARGCARGCCTAA

Secuencia de proteina de la variante ACT: MD 61

Sec. con num. de ident.: 10

MRGSHHHHHHSRHFNS PLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLY KRQLVLEKAPDENVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILRGLKFNLTETSEAEIHQSFQHLLRTLNQSSDELQLSMGN
AMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFODSAAAKKLINDYVENGTRGKITDLIKDLDSQT
MMVLVNY [FFKAKWEMPFDPODTHOSRFY LSKEKWVMVPMMSLHHLTIPYFRDEELSCTVVELK
¥YTCGNASALFILPDODKMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREIGELYLPKFSI SRDYNLNDILLOL
GIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSQVVHKAVLDVFEEGTEASAATAVKIMTRSNAVETRTIVRF
NRPFLMIIVPTDTOQNIFFMSKVTNPKQA*
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Figura 7F

Italica: codon de iniciacion ATG

MNegrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACT siyestr=
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de las variantes ACT: MD 518

Sec. con num. de ident.: 11

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCOCACTTGACGAGGAGA
ATCTGACCCAGGAGAACCAAGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCARACGET
GGACTTCGCTTTCAGCCTGTACAAGCAGTTAGTCCTGAAGGCCCCTCATAAGAATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGGEGECCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCAAAGGCCTCAAGTTCAACCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGAAATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGCCGATGAGC TGCAGCTGAGTATGGGAMAT
GCCATGTTTGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACRAGGTTCACGGAGGATGCCARGAGGCTGT
ATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGACTCAGCTGCAGCTARGRAGCTCATCAACGA
CTACGTGAAGAATGGAACTAGGGEGAARATCACAGATCTGATCAAGGACCTTGACTCGCAGACE
ATGATGGTCCTGGTGAATTACATCTTCTTTAAAGCCARATGGGACGATGCCCTTTGACCCCCAAG
ATACTCATCAGTCAAGGTTCTACTTGAGCAAGAABARGTEGITAATGGTGCCCATEATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTGTCCTGCACCGTGGTGGAGCTGARAG
TACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGATCAAGACAAGATGGAGGRAGTGGAAG
CCATGCTGCTCCCAGAGACCCTGAAGCGGTGGAGAGACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGTGA
GCTCTACCTGCCAANGTTTTCCATCTCGRAGGGACTATARCCTGAACGACATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGAAGCCTICACCAGCAAGGCTCGATCTGTCAGGSATCACAGGGGCTAGGAATCTAG
CAGTCTCCCAGGTGGTCCATAAGGCTGTGCTTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGARGCATCTGC
TGCCACCGCGGTCAARATCACCGAGCGTETCTCGCCCGTGEAGACGCGTACCATTGTGCGTTTC
AACAGGCCCTTCCTGATGATCATTGTCCCTACAGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGCARLAG
TCACCAATCCCAAGCRAGCCTAA

Secuencia de proteina de las variantes ACT: MD 518

Sec. con num. de ident.: 12

MRGSHHHHHHSRHPNSPLDEENLTOENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLYKQLVLEAPDKNVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLRKFNLTETSEAETHOSFQHLLRTLNQSSDELOLSMGN
AMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSAAAKKLINDYVKNGTRGKITDLIKDLDSQT
MMVLVNYIFFKARKWEMPFDPQDTHOSRFY LEKKEWVMVPMMSLHHLTIPYFRDEELSCTVVELK
YTGNASALFILPDQDKMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRDYNLNDILLQL
GIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSQVVHKAVLDVFEEGTEASAATAVKITERVSPVETRTIVRE
NRPFLMIIVPTDTQNIFFMSKVINPKQA*
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Figura 7G

Italica: codon de iniciacion ATG

Negrita: cola de His

Subrayado: secuencia de ADN diferente a la secuencia de ACT gjiesire
Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion del RSL

Secuencia de ADN de la variante ACT: MD CI
Sec. con num. de ident.: 13

ATGAGAGCGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGACGAGGAGA
ATCTGACCCAGGAGAACCARGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCAACGT
GGACTTCGCTTTCAGCCTGTACAAGCAGTTAGT CCTGAAGGCCCCTGATARGAATGTCATCTTC
TCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTEECCTTCCTETCTCTGEEEGCCCATAATACCACCCTGA
CAGAGATTCTCAAAGGCCTCAAGTTCAACCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGRAATTCACCAGAG
CTTCCAGCACCTCCTECGCACCCTCAATCAGTCCAGCGATGAGCTGCAGCTGAGTATGGGARAT
GCCATGTTTETCAAAGAGCAACTCAGT CTGCTGGACAGGTTCACGCAGGATGCCARGAGGCTGT
ATGGCTCCGAGECCTTTGCCACTGACT TTCAGGACTCAGCTECAGCTAAGAAGCTCATCAACGA
CTACGTGAAGRATGGAACTAGGGCEAARAATCACAGATC TCGATCAAGGACCTTGACTCGCAGACA
ATGATEETCCTEETGAAT TACATOTTC TTTARA GCCARATERGAGATECCOTTTGACCCCCARG
ATACTCATCAGTCAAGGTTCTACTTGAGCAAGRARAAGTCESTAATGETGCCCATGATGAGTTT
GCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTEGTCCTGCACCGTGGTGGAGCTGAAG
TACACAGECAATECCAGOGCACTCTTCATCOTCOCTGATCAAGACAAGATGEAGGAAGTOGAAS
CCATGCTGCTCCCAGAGACCCTGAAGCGETEEAGACACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGETGA
GCTCTACCTGCCARAGTTTTCCATCT CGAGGGACTATAACCTGAACGACATACTTCTCCAGCTG
GGCATTGAGGAAGCCTTCACCAGCARGGCTGACCTGTCAGEGGATCACAGGGGCCAGGAACCTAG
CAGTCTCOCCAGETGGTCCATARGECTCTEUTTGATCTATTTGAGGAGGCCACAGAAGCATCTGC
TGCCACCECGETCRARRATCACCTTTAGATCTGCATTAGTCGCAGACGCGTACCATTGTGCETTTC
AACAGGCCCTTCOTGATEATCATTGT CCCTACARACACCCAGAACATC T TCTTCATGAGCARRG
TCACCAATCCCAAGCARGCCTRA

Secuencia de proteina de las variantes ACT: MD CI

Sec. con num. de ident.: 14

MRGSHHHHHHSRHPNS PLDEENLTOENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLY KOLVLEAPDEKNVIF
SPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLKFNLTETSEAETHQSFQHLLRTLNQSSDELQLSMGH
AMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFODSAARAKKLINDY VEKNGTRGKI TDLIKDLDSQT
MMVLVNY I FFKAKWEMPFDPQDTHOSRFYLSKK KWVMVEMMS LHHLT I PYFRDEELSCTVVELK
YTGNASALFILPDQDKMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRDYNINDILLOL
GIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSQVVHKAVLDVFEEGTEASAATAVKI TFRSALVETRTIVRF
NRPFLMI IVETDTQONIFFMSKVTNPKQA * -
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Figura 8

Serpina Secuencia P65 P5 P4 P3 P2 PI P1 P2 P3 P4 PS5

ACTamam  Froleina(aa) vy g T L L* 8 A L V E

Sec. con num.

de ident.: 15

ADN (coddn) GTC AAA ATC ACC CTC CTr TCT GCA TTA GTG GAG
MDE20 Proteina (a.a) "

Sec. con nam. ¥ K I ¥ L B s R A L E

de ident.: 16

ADN (codén)  GTC AAA ATC ACC CTC CGT TCT CGA GCA GTG GAG
MDE2 Proteina (a.a) V] K | T R R* [ | D W E

Sec. con num. - - =

de ident.: 17

ADN (coddn)  GTC AAA ATC ACC AGG AGG TCT ATC GAT GG GAG
MDg3  Proteina (a.a) VoK | R G R S E L V¥ E

Sec. con nam. = = - -

de ident.: 18

ADN (codon) GTC AAA ATC AGG GGG AGA TCT GAG TTA GTG GAG
MDe7  Proteina(aa) oy g I K E & T T L W E

Sec. con nom. - - = -

de ident.: 19

ADN (codbn)  GTC ARA ATC AAG CTT AGA ACA ACA TTA GIG GAG
mMpDg1  Proteina (a.a) v K 1M I R S8 N A V E

Sec. con nim. - = = L e

de ident.: 20

ADN {(codén) GTC AAA ATC AIG ACA AGA TCT AAC GCA GTG GAG
MD518  Proteina (a.a) vV K ! T E R V S P Vv E

Sec. con nim. = - - - -

de ident.: 21

ADN (coddn)  GTC AAA ATC ACC GAG CGT GIC TCG CCC GTG GAG
MDCI Proteina (a.a) \Y K | T F R* S A L A" E

Sec. con nam.

de ident.: 22

ADN (codon) GTC AAA ATC ACC TIT AGA TCT GCA TTA GTG GAG
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Figura 9
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Figura10 A

Control

o bt M e et —

{
MD 62 (5ug)

ACT-silvestre (50ug)

40



Control

ACT-silvestre (50 ug)

MD 67 (2

£n
| =
=]
—

MD 67 (5ug)

ES 2431 548 T3

Figura10 B
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Figura 11
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