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Descripcion
Proteinas de dominio Kunitz inhibidores de calicreina y &cidos nucleicos que codifican las mismas
Antecedentes de la invencion
Campo de la invencion

Esta invencion se relaciona con nuevas clases de proteinas y analogos de proteinas que se unen a e inhiben la calicreina
plasmatica humana.

Descripcion de la Técnica Anterior

Las calicreinas son serina proteasas que se encuentran tanto en tejidos como en plasma. La calicreina de plasma esta
implicada en la coagulacion activada por contacto (via intrinseca), la fibrinolisis, la hipotension y la inflamacién. (Ver
BHOO92) Estos efectos de la calicreina estdn mediadas a través de las actividades de tres sustratos fisiologicos distintos: 1)
Factor Xl (coagulacién), ii) Pro-uroquinasa/plasminégeno (fibrinolisis), y iii) Quininégenos (hipotension e inflamacion).

La escision de la calicreina a los quinindégenos resulta en la produccién de cininas, pequefios péptidos bioactivos altamente
potentes. Las cininas actlan a través de receptores de la superficie celular presentes en una variedad de tipos de células.
Proteinas G heterotriméricas intracelulares enlazan los receptores de cininas a las vias de segundo mensajero, incluyendo
oxido nitrico, la adenilato ciclasa, fosfolipasa A, y fosfolipasa C. Entre las actividades fisioldgicas importantes de cininas
estan: (i) aumento de permeabilidad vascular; (ii) vasodilatacion; (iii) broncoespasmo; y (iv) dolor de induccién. Asi, las
cininas median el shock vascular que amenaza la vida y el edema asociado con bacteriemia (sepsis) o trauma, el edema y
la hiperreactividad de las vias respiratorias del asma, y tanto el dolor inflamatorio como neurogénico asociado con lesién de
los tejidos. Las consecuencias de la actividad inadecuada de la calicreina plasmatica y la produccion cinina resultante se
ilustran dramaticamente en pacientes con angioedema hereditario (HA). La HA es debida a una deficiencia genética del
inhibidor de C1, el principal inhibidor enddgeno de la calicreina plasmatica. Los sintomas de la HA incluyen edema de la piel,
tejidos subcutaneos y el tracto gastrointestinal y dolor abdominal y vémitos. Casi un tercio de los pacientes con HA mueren
por asfixia debido a edema de la laringe y el tracto respiratorio superior. La calicreina se secreta como un zimdgeno
(precalicreina) que circula como una molécula inactiva hasta que es activado por un evento proteolitico que libera el +NHs-
IVGGTNSS ... secuencia de la calicreina (sec. con nim. de ident. 1). La Precalicreina Humana de Plasma se encuentra en
Genebank entrada P03952.

La calicreina madura de plasma contiene 619 aminoacidos. La hidrdlisis del enlace peptidico Args7i-lles72 produce una
proteinasa de dos cadenas unidas por un enlace disulfuro. La cadena ligera amino-terminal (residuos 248) lleva el sitio
catalitico.

El principal inhibidor de la calicreina plasmatica (pKA) in vivo es el inhibidor de CI; ver SCHM87, pp.27-28. La Cl es una
serpina y forma un complejo esencialmente irreversible con pKA. Aunque el inhibidor de tripsina pancreatica bovina (BPTI)
fue el primer inhibidor fuerte de pKA con K; = 320 pM (AUER88), BERN93 indica que su K;para pKA es 30 nM (por ejemplo,
30,000 pM). El mutante G36S tenia una K; de mas de 500 nM. Asi, existe una necesidad de un inhibidor de la calicreina
seguro. Los atributos esenciales de un agente de este tipo son:

I. La neutralizacién de la enzima(s) calicreina pertinente;

Il. Unién de alta afinidad a calicreinas para minimizar la dosis diana;

lll. Alta especificidad para la calicreina, para reducir los efectos secundarios; y

IV. Alto grado de similitud con una proteina humana para minimizar la inmunogenicidad potencial y la toxicidad de
Organos/tejidos.

Las calicreinas candidatas diana para ser inhibidas son serina proteasas homélogas a quimotripsina.

Sangrado Excesivo

El sangrado excesivo puede ser resultado a partir de una actividad deficiente de la coagulacion, la actividad fibrinolitica
elevada, o una combinacion de los dos. En la mayoria de las diatesis hay que controlar la actividad de la plasmina. Sin

embargo, la calicreina plasmatica (pKA) es un activador de plasminégeno y un inhibidor potente, un inhibidor selectivo de
pKA puede evitar la activacion del plasminégeno. El efecto clinico beneficioso de BPTI en la reduccién de la pérdida de
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sangre se cree que es resultado a partir de su inhibicion de la plasmina (Kp ~ 0.3 nM) o de la calicreina plasmatica (Kp ~ 100
nM) o ambas enzimas. Se ha encontrado, sin embargo, que BPTI es suficientemente antigénico que segundos usos
requieren pruebas de la piel. Ademas, las dosis de BPTI requeridas para controlar el sangrado son bastante altas y el
mecanismo de accién no esta claro. Algunos dicen que el BPTI actia en plasmina, mientras que otros dicen que actla
mediante la inhibicion de la calicreina plasmatica. FRAE89 reporta que las dosis de aproximadamente 840 mg de BPTI a 80
pacientes de cirugia a corazén abierto reducen la pérdida de sangre casi a la mitad y la cantidad media transfundida se
redujo en 74%. Miles Inc. ha introducido recientemente Trasylol en EE.UU. para la reduccion de la hemorragia en la cirugia
(Véase el folleto del producto Miles de Trasylol, LOHM93 sugiere que los inhibidores de plasmina pueden ser Utiles en el
control de la hemorragia en la cirugia del ojo. SHER89 reporta que el BPTI puede ser Util para limitar la hemorragia en la
cirugia de colon.

Un inhibidor de la calicreina que es mucho mas potente que el BPTI y que es casi idéntica a una proteina de dominio
humano ofrece un potencial terapéutico similar, permite que la dosis se reduzca, y supone un menor potencial de
antigenicidad.

Con las técnicas de ADN recombinante, se puede obtener una nueva proteina mediante la expresion de un gen mutado de
una proteina parental. Varias estrategias se conocen para recoger mutaciones para prueba. Una "cirugia de proteina”,
implica la introduccién de una o mas mutaciones predeterminadas en el gen de eleccion. Un Gnico polipéptido de secuencia
completamente predeterminada se expresa, y se evallan sus caracteristicas de union.

En el otro extremo esta la mutagénesis aleatoria mediante mutagenos relativamente inespecificos, como la radiacion y
diversos agentes quimicos, ver Lehtovaara, E.P. Appin. 285,123, o por la expresién de ADN altamente degenerados.
También es posible seguir una estrategia intermedia en la que algunos residuos se mantienen constantes, otros se mutan al
azar, y otros aln se mutan de una manera predeterminada. Esto se denomina "variegacion ". Ver Ladner, y otros. USP
5,220,409.

DENN94a y DENN94b reportan selecciones de dominios Kunitz basados en APP-I para la unién al complejo del Factor
Tisular con el Factor VII. No usaron LACI-K1 como parental y no usaron pKA como una diana. La mayor afinidad de unién
que obtuvieron tenia Kp para su diana de aproximadamente 2 nM. Nuestros seleccionados de la primera ronda para la unién
a pKA tienen afinidad de aproximadamente 0.3 nM, y nuestros seleccionados de la segunda ronda estan cerca de 0.1 nM (=
100 pM) o mejor.

Las proteinas extraidas a partir de una especie en particular se supone que son menos propensas a causar una respuesta
inmune cuando se inyectan en los individuos de esa especie. Los anticuerpos murinos son altamente antigénicos en seres
humanos. Los anticuerpos "quiméricos" que tienen dominios constantes humanos y dominios variables murinos
decididamente son menos antigénicos. Los denominados anticuerpos "humanizados" tienen dominios constantes humanos
y dominios variables en las que las CDRs se toman de los anticuerpos murinos, mientras que el marco de los dominios
variables son de origen humano. Los anticuerpos "humanizados" son mucho menos antigénicos que los anticuerpos
"guiméricos". En un anticuerpo "humanizado", cincuenta a sesenta residuos de la proteina son de origen no humano. Las
proteinas de esta invencion comprenden, en la mayoria de los casos, s6lo aproximadamente sesenta aminoacidos y por lo
general hay diez o menos diferencias entre la proteina manipulada y la proteina parental. Aunque los seres humanos
desarrollan anticuerpos incluso a proteinas humanas, tales como la insulina humana, tales anticuerpos tienden a unirse
débilmente y frecuentemente no impiden que la proteina inyectada muestre su funcién biol6gica deseada. El uso de una
proteina de la especie a tratar no garantiza que no habra respuesta inmune. Sin embargo, escogiendo una proteina muy
parecida en secuencia a una proteina humana reduce en gran medida el riesgo de una fuerte respuesta inmune en los seres
humanos.

Los dominios Kunitz son altamente estables y pueden ser producidos eficientemente en levadura u otros organismos
huésped. Se han reportado al menos diez dominios Kunitz humanos. Aunque el BPTI se penso en algin momento que era
un potente inhibidor pKA, en realidad, no hay dominios Kunitz humanos que inhiban la pKA muy bien. Asi, es un objetivo de
esta invencion proporcionar secuencias de dominios Kunitz que son potentes inhibidores de la pKA y parecidos en
secuencia a los dominios Kunitz humanos.

El uso de mutagénesis de sitio especifica, ya sea aleatoria o no aleatoria, para obtener proteinas de unién mutantes de
actividad mejorada, se conoce en la materia, pero no garantiza que las proteinas mutantes tengan la especificidad de la
diana o afinidad deseadas. Dada la mala actividad anti-calicreina de BPTI, la mutacion de BPTI u otras proteinas de dominio
de Kunitz no se habria considerado, antes de esta invencion, un método preferido de obtencién de un aglutinante mas
fuerte, solo inhibidor, de la calicreina.
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RESUMEN DE LA INVENCION

Esta invencion se relaciona con nuevos dominios Kunitz homologos a BPTI, especialmente homdlogos a LACI, que inhiben
una o mas calicreinas de plasma (y/o tejido), y el uso terapéutico de estas nuevas proteinas. En particular, esta invencion se
relaciona con dominios Kunitz derivados de dominios Kunitz de origen humano y especialmente al primer dominio Kunitz de
LACI; dominios Kunitz de origen humano es probable que no sean inmunogénicos en seres humanos. Las proteinas de
esta invencidn inhiben la calicreina plasmatica (y/o la calicreina tisular) con una Kp de no méas de 20 nM, preferiblemente, no
més de 5 nM, mas preferiblemente, no mas de aproximadamente 300 pM, y mas preferiblemente, no mas de
aproximadamente 100 pM.

En un primer aspecto la presente invencién proporciona

Un polipéptido que inhibe la calicreina que comprende una estructura de dominio Kunitz que comprende la secuencia de
aminoacidos:

Xaal-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Cys-Xaa6-Xaa7-Xaa8-Xaa9-Xaal 0-Xaal 1-Gly-Xaal3-
Cys-Xaal5-Xaal6-Xaal7-Xaal8-Xaal9-Xau20-Xaa2]-Xaa22-Xaa23-Xaa24-Xaa25-
Xaa26-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Cys-Xaa31-Xaa32-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Gly-Cys-
Xaa39-Xaad0-Xaad1-Xaad2-Xaad3-Xaad4-Xaad5-Xaad6-Xaad7-Xaa48-Xaad9-Xaas0-
Cys-Xaa52-Xaa53-Xaa54-Cys-Xaa56-Xaa57-Xaa58,

en donde:

Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 pueden estar ausentes;
Xaalo se selecciona a partir de Asp, Glu, Ala, Gly, Ser, y Thr;

Xaall se selecciona a partir de Asp, Gly, Ser, Val, Glu, Leu, Met, Asn, lle, Alay Thr;
Xaal3 se selecciona a partir de Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys y GIn;
Xaal5 se selecciona a partir de Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asny Gin;

Xaal6 se selecciona a partir de Ala, Gly, Ser, Asp, y Asn;

Xaal7 se selecciona a partir de Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, GlIny Thr;

Xaal8 se selecciona a partir de His, Leu, Gin, y Ala;

Xaal9 se selecciona a partir de Pro, GIn, Leu, Asn, y lle;

Xaa20 se selecciona a partir de Arg, Leu, Ala, Ser, Lys, Gin, y Val;

Xaa2l se selecciona a partir de Trp, Phe, Tyr, His y lle;

Xaa22 se selecciona a partir de Tyr y Phe;

Xaa23 se selecciona a partir de Tyr y Phe;

Xaa3l se selecciona a partir de Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle y Thr;
Xaa32 se selecciona a partir de Glu, Gln, Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly y Val;
Xaa33 se selecciona a partir de Phe y Tyr;

Xaa34 se selecciona a partir de Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu;

Xaa35 se selecciona a partir de Tyr, Trp y Phe;

Xaa36 se selecciona a partir de Gly, Ser y Ala;

Xaa39 se selecciona a partir de Gly, Glu, Ala, Ser y Asp;

Xaad0 se selecciona a partir de Gly y Ala;

Xaa43 se selecciona a partir de Asny Gly; y

Xaa45 se selecciona a partir de Phe y Tyr;

para su uso en el tratamiento o prevencion del edema de la piel, tejido subcutaneo, la laringe, el tracto respiratorio superior o
el tracto gastrointestinal en un paciente, en donde dicho edema se asocia con excesiva actividad de calicreina

En un aspecto relacionado, la presente invencién proporciona el uso de un polipéptido de la inhibicién de la calicreina que
comprende una estructura de dominio Kunitz que comprende la secuencia de aminoacidos que se expone anteriormente
para el primer aspecto, para la fabricacion de un medicamento para tratar o prevenir el edema de la piel, tejido subcutaneo,
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la laringe, el tracto respiratorio superior o el tracto gastrointestinal en un paciente, en donde dicho edema se asocia con
actividad excesiva de la calicreina

Otros aspectos y modalidades de la presente invencion se exponen en las reivindicaciones adjuntas.

Un inhibidor de alta afinidad especifica, de la calicreina plasmética (y, cuando sea necesario, la calicreina tisular)
demostrara la utilidad terapéutica significativa en todas las condiciones patolégicas mediadas por la calicreina, y
especialmente aquellas asociados con cininas. El enfoque terapéutico de la inhibicion de la produccion catalitica de cininas
se considera que antagoniza preferentemente con los receptores de cininas, ya que en ausencia de la inhibicion de la
calicreina, antagonistas de los receptores deben competir con la generacién continua de cinina. Significativamente, la
deficiencia genética de la calicreina plasmética es benigna y asi, la inhibicion de la calicreina plasmatica es probable que
sea segura. Hemos descubierto recientemente un inhibidor de pKA principal, designado KKII/3#6. Este inhibidor es una
variante de una proteina de plasma humano de dominio Kunitz de origen natural y demuestra significativamente mayor
potencia de unién a calicreina que Trasylol. KKII/3#6 tiene un Kjpara calicreina que es mas de 100 veces mayor que la de
ambos LACI y BPTI de tipo salvaje, y cerca de 300 pM. Por el contrario, su Kjpara plasmina es de 10 M. Proteinas KK2/#11
y KK2/#13 son inhibidores de pKA especialmente preferidos y tienen Ki < 300 pM y probablemente menor de 100 pM. Un
inhibidor reversible se cree que es de mayor utilidad que un inhibidor irreversible tales como el inhibidor de CI.

La transferencia de las subsecuencias que confieren la unién a pKA en otros dominios Kunitz, particularmente dominios
Kunitz humanos se dan a conocer.

Los inhibidores de pKA preferidos de la presente invencién cumplen uno o mas de los siguientes objetivos esenciales:

1) el inhibidor inhibe la calicreina plasmatica con un Ki no mas de 20 nM, preferiblemente 5 nM o menos, mas
preferentemente 300 pM o menos, y lo mas preferentemente 100 pM o0 menos,

2) el inhibidor comprende un dominio Kunitz que cumple los requisitos que se muestran en la Tabla 14 con los residuos
numerados por referencia a BPTI,

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

d)el inhibidor es sustancialmente homdlogo a una secuencia de referencia de origen esencialmente humano
seleccionado a partir del grupo KKII/3#6, KK2/#11, KK2/#13, KK2/#1, KK2/#2, KK2/#3, KK2/#4, KK2/#6, KK2/#7, KK2/#8,
KK2/#9, KK2/#10, KK2/#12, KK2conl, LACI-K2 Humano, LACI-K3 Humano, KuDom a3 Colageno Humano, DOMINIO 1
TFPI-2 Humano , DOMINIO 2 TFPI-2 Humano, DOMINIO 3 TFPI-2 Humano, ITI-K1 HUMANO, ITI-K2 Humano,
PROTEASA NEXINA-II HUMANA, APP-I Humano, DKI-1.2.1, DKI-1.3.1, DKI-2.1, DKI-3.1.1, DKI-3.2.1, DKI-3.3.1, DKI-
4.1.1, DKI-4.2.1, DKI-4.2.2, DKI-5.1, y DKI-6.1

Nomenclatura

En la presente invencion, las afinidades se indican como Kp (Kp(A,B)=[A][B]J/[A-B]). Una Kp numéricamente mas pequefia
refleja mayor afinidad. Para los fines de esta invencion, una "proteina inhibidora de calicreina" es una que se une e inhibe la
calicreina especificada con una K; de aproximadamente 20 nM o menos. "Inhibicién" se refiere al bloqueo de la actividad
catalitica de la calicreina y asi es medible en ensayos in vitro usando sustratos cromogénicos o fluorogénicos o en ensayos
que implican macromoléculas.

Los residuos de aminoacidos se tratan de tres maneras: nombre completo del aminoacido, cédigo de tres letras estandar, y
el cédigo de una sola letra estandar. El texto usa nombres completos y codigo de tres letras donde se requiera claridad.

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



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514615713

Para los fines de esta invencion, secuencias "sustancialmente homoélogas” son al menos 51%, mas preferiblemente al
menos 80%, idénticas, sobre cualquier regién determinada. Para esta invencion, "sustancialmente homoélogo" incluye
identidad exacta. Las secuencias todavia serian "sustancialmente homélogas" si dentro de una region de al menos 20
aminoécidos fueran suficientemente similares (51% o mas), pero fuera de la region de comparacion difirieran totalmente.
Una insercion de un aminodcido en una secuencia con respecto a los otros cuenta como una divergencia. Con la maxima
preferencia, no mas de seis residuos, excepto en los extremos, son diferentes. Preferentemente, la divergencia en la
secuencia, particularmente en las regiones determinadas, esta en forma de "modificaciones conservadoras".

"Modificaciones conservadoras" se definen como

a) sustituciones conservadoras de aminoécidos tal como se definen en la Tabla 9; y
(b) inserciones o deleciones de aminoéacidos en las terminales individuales o mdltiples, en los limites de dominio,

en bucles o en otros segmentos de movilidad relativamente alta.
Preferentemente, excepto en los extremos, no mas de aproximadamente seis aminoacidos se insertan o eliminan en
cualquier lugar, y las modificaciones son regiones de fuera conocidas por contener sitios de unién importantes.

Dominios de Kunitz

En la presente invencion, "dominio Kunitz " y "KuDom"  se usan indistintamente para referirse un homélogo de BPTI (no
del inhibidor de tripsina de soja Kunitz). Un KuDom es un dominio de una proteina que tiene al menos 51 aminoacidos (y
hasta aproximadamente 61 aminoacidos) que contiene al menos dos, y preferentemente tres, disulfuros. En la presente
invencion, los residuos de todos los dominios Kunitz se numeran como referenci a a BPTI (es decir, residuos 1-58,
secuencia de aminoacidos en la Tabla 2). Asi, el primer residuo de cisteina es el residuo 5 y la ultima cisteina es 55. Una
secuencia de aminoacido se considerard, a los fines de esta invencion, un dominio Kunitz si puede ser alineado, con tres o
menos divergencias, a la secuencia mostrada en la Tabla 14. Una insercién o delecién de un residuo se contabilizaran como
una divergencia. En la Tabla 14, "x" coincide con cualquier aminoacido y "X" coincide con los tipos enumerados para esa
posicion. Los puentes disulfuro enlazan al menos dos de 5 a 55, 14 a 38, y 30 a 51. El nimero de disulfuros puede reducirse
a una, pero ninguna de las cisteinas estandar quedard desapareada. Asi, si se cambia una cisteina, después se afiade una
cisteina de compensacion en un lugar adecuado o la cisteina coincidente ademas se sustituye por una no-cisteina (siendo
este ultimo preferido generalmente). Por ejemplo, Drosophila funebris el inhibidor de proteasa de la glandula accesoria del
macho no tiene cisteina en la posiciébn 5, pero tiene una cisteina en la posicién -1 (justo antes de la posicion 1);
presumiblemente ésta forma un disulfuro a CYSss. Si Cysia and Cyssg se sustituyen, el requisito de Glyiz, (Gly o Ser)s7, y
Glyss se pierde De cero a muchos residuos, incluyendo dominios adicionales (incluyendo otros KuDoms), se pueden
conectar a cualquiera de los extremos de un dominio Kunitz.

Descripcion detallada de las modalidades preferidas

Los inhibidores de proteasa, tales como los dominios Kunitz, funcionan uniéndose al sitio activo de la proteasa para que un
enlace peptidico (el "enlace escindible") sea: 1) no escindido 2) escindido muy lentamente, o 3) escindido o ningun efecto
debido a la estructura del inhibidor evita la liberacién o la separacion de los segmentos escindidos. En los dominios de
Kunitz, los enlaces disulfuro actdan para mantener la proteina unida incluso si se rompen los enlaces peptidicos expuestos.
A partir del residuo en el lado amino del enlace escindible, y alejandose de la unién, los residuos se denominan,
convencionalmente P1, P2, P3, etc. Los residuos que siguen el enlace escindible se denominan P1', P2', P3', etc. (SCHE67,
SCHEG68). Es generalmente aceptado que cada serina proteasa tiene sitios (Qque comprenden varios residuos) S1, S2, etc.
que reciben los grupos secundarios y los &tomos de la cadena principal de los residuos P1, P2, etc. del sustrato o inhibidor y
sitios S1', S2', etc. que reciben los grupos secundarios y los 4&tomos de la cadena principal de P1', P2', etc. del sustrato o
inhibidor. Son las interacciones entre los sitios S y los grupos laterales P y &tomos de la cadena principal las que dan la
especificidad de la proteasa con respecto a los sustratos y la especificidad con respecto a los inhibidores de proteasas.
Debido a que el fragmento que tiene el nuevo extremo amino terminal sale de la primera proteasa, mucho trabajado de
disefio de inhibidores de moléculas pequefias de la proteasa se ha concentrado en compuestos que se unen los sitios S 1,
S2, S8, etc.

LASK80 revisa inhibidores proteicos de proteasa. Algunos inhibidores tienen varios sitios reactivos en una cadena de
polipéptidos, y estos dominios suelen tener diferentes secuencias, especificidades, e incluso topologias. Se sabe que la
sustitucion de aminoéacidos en la region Ps a Psinfluye en la especificidad de un inhibidor. Anteriormente, la atencién se ha
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centrado en el residuo P1 y aquellos muy cerca de ella ya que estos pueden cambiar la especificidad de una clase de
enzima a otra. LASK80 sugiere que entre KuDoms, los inhibidores con P1=Lys o Arg inhiben la tripsina, aguellos con
P1=Tyr, Phe, Trp, Leu y Met inhiben la quimotripsina, y aquellos con P1=Ala o Ser son propensos a inhibir la elastasa. Entre
los inhibidores Kazal, LASK80 continla, inhibidores con P1=Leu o Met son fuertes inhibidores de la elastasa, y en la familia
de elastasa Bowman-Kirk se inhibe con P1=Ala, pero no con P1=Leu. Tales cambios limitados no proporcionan inhibidores
de afinidad verdaderamente alta (es decir, mejor que 1 a 10 nM).

KuDoms se han definido anteriormente. La estructura 3D (a alta resolucion) de BPTI (del dominio de Kunitz arquetipico) es
conocida. Una de las estructuras de rayos-X estd depositada en el Banco de Datos de Proteinas Brookhaven como "6PTI"].
La estructura 3D de algunos homologos BPTI (EIGE90, HYNEQO) es conocida. Al menos setenta secuencias KuDom son
conocidas. Homélogos humanos conocidos incluyen tres KuDoms de LACI (WUNT88, GIRA89, NOV089), dos KuDoms de
inhibidor de Inter-a-tripsina, APP-I (KIDO88), un KuDom de colageno, y tres KuDoms de TFPI-2 (SPRE94).

LACI

Inhibidor de la coagulacion asociado a lipoproteinas (LACI) es una fosfoglicoproteina de suero humano con un peso
molecular de 39 kDa (secuencia de aminoacido en la Tabla 1) que contiene tres KuDoms. Nos referimos en lo sucesivo a la
proteina como LACI y a los dominios Kunitz del mismo como LACI-K1 (residuos 50-107), LACI-K2 (residuos 121-178), y
LACI-K3 (213-270). La secuencia de ADNc de LACI se reporta en WUNT88. GIRA89 reporta estudios mutacionales en los
que se alteraron los residuos P1 de cada uno de los tres KuDoms. LACI-K1 inhibe Factor Vlla (F.VIly) cuando F.VIl, esta
unido con el factor tisular y LACI-K2 inhibe Factor Xa. No se conoce si LACI-K3 inhibe nada. Ni LACI ni ninguno de los
KuDoms de LACI es un inhibidor potente de la calicreina plasmatica.

En una modalidad preferida de esta invencion, los KuDoms son sustancialmente homoélogos con LACI-K1, pero difieren en
formas que confieren una fuerte actividad inhibidora de calicreina plasmatica se discute a continuacién. Otros KuDoms de
esta invencion son homélogos a otros KuDoms de origen natural, en particular a otros KuDoms humanos. Para uso en seres
humanos, las proteinas de esta invencion estan disefiadas para ser altamente similares en secuencia a uno u otro KuDom
humano para reducir el riesgo de provocar una respuesta inmune.

La variegacion de una proteina se consigue tipicamente mediante la preparacion de una mezcla correspondientemente
variegada de ADN (con codones variables que codifican residuos variables), la clonacion en vectores adecuados, y
expresando el ADN en células huésped adecuadas. Para cualquier molécula de proteina dada de la genoteca, la eleccion de
aminoacido en cada residuo variable sujeto a las restricciones anteriores, es aleatoria, el resultado de la casualidad de que
el ADN exprese esa molécula de proteina.

PRIMERO LA GENOTECA LACI-K1 CRIBADA PARA UNION A PKA

Los solicitantes han cribado una primera gran genoteca de dominios LACI-K1 (patrén de variegacion se muestra en la Tabla
21), con los resultados mostrados en la Tabla 3. En la Tabla 3, "Residuos genoteca" son los que admite que se produzca, de
forma aleatoria, en esa posicion, en la genoteca, y "Residuos Preferidos" son los que aparecen en esa posicién en al menos
una de las 10 variantes identificadas como la unién a la calicreina humana.

En los residuos 13, 16, 17, 18, 31, y 32, las selecciones son muy fuertes. En la posicion 34, la seleccion de bien SER o THR
es bastante fuerte. En la posicion 39, la seleccion para GLY es fuerte. La posicion 19 parece ser bastante tolerante.

Debe tenerse en cuenta que los Solicitantes no han secuenciado todos los aislamientos positivos en esta u otras las
genotecas dadas a conocer en la presente invencion, que algunas de las posibles proteinas mutantes pueden no haber
estado presente en la genoteca en cantidades detectables, y que, en algunas posiciones, s6lo algunos de los posibles
aminoécidos se pretende que estén incluidos en la genoteca.

SEGUNDO GENOTECA DE LACI-K1 Y SELECCION DE LOS NUEVOS INHIBIDORES DE CALICREINA

Los solicitantes prepararon una segunda genoteca LACI-K1, como se muestra en la Tabla 750. Esta genoteca usa la
observacion de la primera seleccion y permite la variabilidad en las posiciones 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, y 21. Los
residuos en las posiciones 34 y 39 se fijaron en Sas y Gag. Los seleccionados KK2/#1 a través de KK2/#13, como se muestra
en la Tabla 2 se obtuvieron de la misma manera como se describe en la seccién de Ejemplos para el primer cribado. Los
solicitantes prepararon las proteinas KK2/#11 y KK2/#13 en S. cerevisiae en el sistema de Mata descrito en la presente
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invencién. Las mediciones preliminares indican que estas proteinas son inhibidores muy potentes de pKA con K; de menos
de 300 pM y probablemente menor de 100 pM.

Usando las secuencias seleccionadas y los datos de union de KuDoms seleccionados, se puede escribir una receta para
una alta afinidad KuDom inhibidor de pKA que se puede aplicar a otros KuDom parentales humanos. En primer lugar, el
KuDom debe cumplir con los requisitos de la Tabla 14. Las sustituciones que se muestran en la Tabla 15 es probable que
confieran alta afinidad de la actividad inhibidora de pKA en cualquier KuDom. Asi, una proteina que contiene una secuencia
que es un KuDom, como se muestra en la Tabla 14, y que contiene en cada una de las posiciones 12-21 y 32-39 un tipo de
amino&cidos que se muestra en la Tabla 15 para esa posicidn es probable que sea un potente inhibidor de la pKA humana.
Con mayor preferencia, la proteina tendria un tipo de aminoacido que se muestra en la Tabla 15 para todas las posiciones
indicadas en la Tabla 15. Para reducir el potencial para respuesta inmune, se debe usar una u otra KuDom humana como
proteina parental para proporcionar la secuencia fuera de la regiéon de unién.

Es probable que una proteina que comprende una secuencia de aminoacidos que es sustancialmente homéloga a uno de
KK2/#13, KK2/#11, o KKII/3#6 a partir del residuo 5 al residuo 55 (como se muestra en la Tabla 2) y es idéntica a una de
KK2/#13, KK2/#11, o KKII/3#6 en las posiciones 13-19, 31, 32, 34, y 39 pKA humano con una K; de 5 nM 0 menos. KK2/#13,
KK2/#11, y KKII/3#6 difieren de LACI-K1 en las posiciones 10, 8, y 7 respectivamente. No esta claro que estas sustituciones
son igualmente importantes fomentando la unién e inhibicion de pKA. A partir de los inhibidores de pKA conocidos
enumerados, se pueden preparar una serie de moléculas que se reviertan progresivamente hacia LACI-K1. Se espera que
las moléculas muestren menos afinidad por pKA pero ademéas menos potencial para antigenicidad. Una persona experta en
la técnica puede elegir a partir de esta coleccion una proteina de suficiente potencia y baja inmunogenicidad. También es
posible que las sustituciones en uno de los inhibidores de pKA enumerados por aminoacidos que difieren de LACI-K1
puedan reducir la inmunogenicidad sin reducir la afinidad por pKA a un grado que hace que la proteina no sea apta para su
uso como un medicamento.

Inhibidores Kudom de pKA DISENADOS

De aqui en adelante, "DKI" significara un PKA "Disefiado Inhibidor" que son KuDoms que incorporan informacién de la
secuencia de aminoéacidos de la serie SPI de moléculas, especialmente KK2/# 13, KK2/# 11, o KKII/3#6. Las secuencias de
varios DKIs y sus proteinas parentales se dan en la Tabla 2. De aqui en adelante, la declaracién "las mutaciones XnnYi,
XnnY., ... pueden no ser necesarias" significa que cada una de las mutaciones podrian ser innecesarias separadamente. Es
decir, la lista no es para ser tomado como un bloque que se aplicara en conjunto, sino como una lista de cosas para probar.
Del mismo modo, las listas de mutaciones adicionales son para ser probadas por separado.

La proteina DKI-1.2.1 se basa en LACI-K2 humano y se muestra en la Tabla 2. Las mutaciones P11G, I13R, Y17A, 118H,
T19P, Y21W, R32E, K34S, y L39G probablemente confieren una alta afinidad por pKA. Algunas de estas sustituciones
pueden no ser necesarias; particularmente, P11G y T19P pueden no ser necesarias. Otras mutaciones que podrian mejorar
la afinidad por pKA incluyen E9A, D10E, G16A, Y21F, y L39E.

La proteina DKI-1.3.1 (Tabla 2) se basa en humano LACI-K3. Las mutaciones R11D, L13P, N17A, E18H, N19P, R31E,
K34S, y S36G tienen por objeto conferir una alta afinidad por pKA. Algunas de estas sustituciones pueden no ser
necesarias; particularmente, N19P puede no ser necesaria. Otros cambios que podrian mejorar Kp incluyen D10E, F21W y
G39E.

La proteina DKI-2.1 (Tabla 2) est4 basada en el a3 KuDom colageno humano. Las mutaciones D16A, F17A, 118H, R32E, y
W34S probablemente confieren alta afinidad por pKA. Algunas de estas sustituciones pueden no ser necesarias;
particularmente, R32E puede no ser necesaria. Otras mutaciones que podrian mejorar la afinidad por pKA incluyen K9A,
D10E, D16G, K20R, R32T, W34V, y G39E.

DKI-3.1.1 (Tabla 2) se deriva a partir de Dominio 1 TFPI-2 Humano. Los intercambios Y11G, L17A, L18H, R31E, y L34S
probablemente confieren alta afinidad por pKA. La mutacién L34S puede no ser necesaria. Otras mutaciones que podrian
mejorar la afinidad por pKA incluyen Y21W, Y21F, Q32E, L34T, L34l, y E39G.

DKI-3.2.1 (Tabla 2) se deriva a partir de dominio 2 TFPI-2 Humano. Este dominio parental contiene inserciones después
del residuo 9 (un residuo) y 42 (dos residuos). Las mutaciones E15R, G16A, S17a, T18H, E19P, K32T y F34V tienen por
objeto conferir afinidad por pKA. Si uno necesita un inhibidor de pKA basado en dominio 2 de TFPI, una ruta preferida es
hacer una genoteca de dominios que permiten las sustituciones dadas y muchos otros, y después seleccionar los
aglutinantes.
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DKI-3.3.1 (Tabla 2) se deriva a partir de Dominio 3 TFPI-2 Humano. Los intercambios L13H, S15R, y N17A, probablemente
confieren alta afinidad por pKA. Otras mutaciones que podrian mejorar la afinidad por pKA incluyen D10E, T19Q, Y21W,
T36G, y G39E.

DKI-4.1.1 (Tabla 2) es a partir de ITI-K1 humano por la afirmacion de S10D, M15R, M17a, T18H, Q34S, y M39G. Las
mutaciones M39G y Q34V pueden no ser necesarias. Otras mutaciones que podrian mejorar la afinidad por pKA incluyen:
G16A, M17N, S19Q, Y21W,y Y21F.

DKI-4.2.1 (Tabla 2) es a partir de ITI-K2 humano a través de las mutaciones V10D, R11D, F17A, 118H, V31E, L32E, P34S,
y Q39E. Las mutaciones V31E, L32E, y Q39E podrian no ser necesarias. Otras mutaciones que podrian mejorar la afinidad
por pKA incluyen: V10E, Q19P, L20R, W21F, P34l, y Q39G. DKI-4.2.2 tiene ocho mutaciones: V10D, R11D, F17A, 118H,
L20R, V31E, L32E y P34S.

DKI-5.1 se deriva de APP-1 humano (conocido ademas como la Proteasa Nexina-1l) por mutaciones M17A, 118H, S19P,
A31E, y P32E y es probable que sea un potente inhibidor de pKA. Las mutaciones S19P, A31E y P32E pueden no ser
necesarias. Otras mutaciones que podrian mejorar la afinidad por pKA incluyen T11D.

DKI-6.1 se deriva a partir de HKI B9 KuDom NORR93) por las cinco sustituciones: K11D, Q15R, T16A, M17A, M18H, T19P,
y L32E. DKI-6.1 probablemente sea un potente inhibidor de pKA. Las mutaciones L32E, y T19P podrian no ser necesarias.

Aunque el BPTI no es un inhibidor especialmente bueno de pKA, podria convertirse en uno. DKI-7.1 se deriva de BPTI por
las mutaciones Y10E, K15R, R17A, RI18H, 119P, Q31E, T32E, y R39E que probablemente aumenten la afinidad por pKA.
Las mutaciones Y10E, K15R, 119P, Q31E, T32E y R39E pueden no ser necesarias; las mutaciones realmente importantes
son R17Ay RI18H.

MODIFICACION DE DOMINIOS KUNITZ

Los KuDoms son bastante pequefios; si esto debe causar un problema farmacol6gico, tales como la eliminacion
excesivamente rgpida de la circulacién, dos o mas de tales dominios se pueden unir. Un enlazador preferido es una
secuencia de uno o mas aminoacidos. Un enlazador preferido es uno que se encuentra entre los dominios repetidos de una
proteina humana, especialmente los enlazadores que se encuentran en BPTI homoélogos humanos, uno de los cuales tiene
dos dominios (BALD85, ALBR83a, ALBR83b) y otro de los cuales tiene tres (WUNT88). Los enlazadores peptidicos tienen la
ventaja de que toda la proteina puede entonces ser expresada por técnicas de ADN recombinante. También es posible usar
un enlazador peptidico, tales como uno de los usados cominmente para formar conjugados inmunogénicos. Un medio
alternativo para incrementar la residencia de suero de un KuDom similar a BPTI es unirlos a polietilenglicol, llamado
PEGilacion (DAVI79).

FORMAS DE MEJORAR LA ESPECIFICIDAD DE, POR EJEMPLO, KKII/3#7, KK2/#11, Y KK2/#13 PARA LA CALICREINA
PLASMATICA:

Debido a que hemos hecho una gran parte de la superficie de KKII/3#6, KK2/#11, y KK2/#13 complementaria a la superficie
de la pKA, Ris no es esencial para la union especifica a pKA. Muchas de las enzimas en las rutas de coagulacién y
fibrinoliticas cortan preferentemente después de Arg o Lys. No tener un residuo basico en la posicion P1 puede dar lugar a
una mayor especificidad. La variante de KKII/3#7-K15A (se muestra en la Tabla 27), que tiene un ALA en P1,
probablemente sea un buen inhibidor de pKA y puede tener mayor especificidad para pKA con relacién a otras proteasas
que KKII/3#7. La afinidad de KKII/3#7-K15A por pKA probablemente sea menor que la afinidad de KKII/3#7 por pKA, pero la
pérdida de afinidad por otras enzimas que prefieren Arg/Lys probablemente sea mayor y, en muchas aplicaciones, la
especificidad es mas importante que la afinidad. Otros mutantes que son propensos a tener buena afinidad y muy alta
especificidad incluyen KK2/#13-R15A y KK2/#11-R15S. Este enfoque se podria aplicar a otros inhibidores de la pKA de alta
afinidad.

MODO DE PRODUCCION
Las proteinas de esta invencién pueden producirse mediante cualquier técnica convencional, incluyendo

(a) la sintesis no biolégica mediante acoplamiento secuencial de aminoacidos componentes,
(b) la produccion por técnicas de ADN recombinante en una célula huésped adecuada, y
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(c) eliminacion de secuencias no deseadas de LACI y acoplamiento de las secuencias sintéticas de reemplazo

Las proteinas descritas en la presente invencion se producen preferiblemente, de manera recombinante, en un huésped
adecuado, tales como bacterias de los géneros Bacillus, Escherichia, Salmonella, Erwinia, y levaduras de los géneros
Hansenula, Kluyveromyces, Pichia, Rhinosporidium, Saccharomyces, y Schizosaccharomyces, o células de mamifero
cultivadas, tales como células COS-1. Los huéspedes mas preferidos son los microorganismos de las especies Pichia
pastoris, Bacillus subtilis, Bacillus brevis, Saccharomyces cerevisiae, Escherichia coli y Yarrowia lipolytica. Cualquier
promotor, regulable o constitutivo, que es funcional en el huésped se puede usar para controlar la expresion génica.

Preferentemente las proteinas son secretadas. Con la méaxima preferencia, las proteinas se obtuvieron a partir de medio
condicionado. No se requiere que las proteinas descritas en la presente invencion sean secretadas. La secrecion es la ruta
preferida porque las proteinas son mas propensas a plegarse correctamente, se pueden producir en medio condicionado
con pocos contaminantes, y es menos probable que sea toxico para las células huésped. La secrecion no es necesaria.

A menos que haya una razén especifica para incluir glicogrupos, preferimos las proteinas disefiadas para carecer de sitios
de N glicosilaciéon unidos para reducir la posibilidad de que la antigenicidad de los glicogrupos y por lo que las proteinas
equivalentes pueden expresarse en una amplia variedad de organismos incluyendo: 1) E. coli, 2) B. subtilis, 3) P. pastoris, 4)
S. cerevisiae, y 5) células de mamiferos.

Existen varios medios para reducir el problema de las células huésped que producen proteasas que degradan el producto
recombinante; ver, entre otros BANE90 y BANE91. VAND92 reporta que la sobreexpresion de la peptidasa sefial de B.
sublilis en E. coli. provoca un aumento de la expresion de una proteina de fusion heter6loga. ANBA8S reporta que la adicién
de PMSF (un inhibidor de serina proteasas) al medio de cultivo mejor6 el rendimiento de una proteina de fusion.

Otros factores que pueden afectar a la produccion de éstas y otras proteinas descritas en la presente invencion incluyen: 1)
el uso de codones (se prefiere optimizacién de codones para el huésped), 2) secuencia sefial, 3) secuencia de aminoacido
en sitios de procesamiento destinados, presencia y localizacion de procesamiento de enzimas, delecién, mutacion o la
inhibicion de varias enzimas que pudieran alterar o degradar el producto disefiado y las mutaciones que hacen que el
huésped sea méas permisivo en la secrecion (se prefieren huéspedes de secrecion permisiva).

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

PREPARACION DE PEPTIDOS

La sintesis quimica de polipéptidos es un area de rapida evolucién en la técnica, y estan bien descritos los métodos de
sintesis de polipéptidos en fase sélida en las siguientes referencias, por la presente incorporada en su totalidad como
referencia: (Merrifield, J Amer Chem Soc 85:2149-2154 (1963); Merrifield, Science 232:341-347 (1986); Wade y otros,
Biopolymers 25:5S21-S37 (1986);Fields, Int J Polypeptide Prot Res 35:161 (1990); MilliGen Report Nos. 2 y 2a, Millipore
Corporation, Bedford, MA, ((1987); Ausubel y otros, supra, y Sambrook y otros, supra). Tan y Kaiser (Biochemistry, 1977,
16:1531-41) sintetizaron BPTI y un homdlogo hace dieciocho afios.

Como se conoce en la técnica, tales métodos implican el bloqueo o la proteccién de grupos funcionales reactivos, tales
como grupos amino, carboxilo y grupos tio. Después de la formacién del enlace polipéptido, se eliminan los grupos
protectores. Asi, la adicion de cada residuo de aminoacido requiere varias etapas de reaccion para proteger y desproteger.
Los métodos actuales usan sintesis en fase sélida, en donde el aminoacido C-terminal estd unido covalentemente a
particulas de resina insolubles que se pueden filtrar. Los reactivos se eliminan por lavado de las particulas de resina con
disolventes apropiados usando una maquina automatizada. Varios métodos, incluyendo el método "tBoc" y el método
"Fmoc" son bien conocidos en la técnica. Véase, entre otros, Atherton y otros, J Chem Soc Perkin Trans 1:538-546 (1981) y
Sheppard y otros, Int J Polypeptide Prot Res 20:451-454 (1982).

ENSAYOS PARA LA UNION E INHIBICION DE LA CALICREINA PLASMATICA
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Cualquier método adecuado puede ser usado para probar los compuestos de esta invencion. Scatchard (Ann NY Acad Sci
(1949) 51:660-669) describié un método clasico de medicién y andlisis de unidn que es aplicable a la proteina de unién. Este
método requiere proteina relativamente pura y la capacidad de distinguir la proteina unida de la no unida.

Un segundo método adecuado para la medicién de Kp es medir la actividad inhibidora contra la enzima. Si la Kp a medir
esta en el rango de 1 nM a 1 M, este método requiere sustratos cromogénicos o fluorogénicos y decenas de microgramos a
miligramos de inhibidor relativamente puro. Para las proteinas de esta invencion, que tienen Kp en el intervalo de 5 nM a 50
pM, nanogramos a microgramos de inhibidor son suficientes. Al usar este método, la competencia entre el inhibidor y el
sustrato de la enzima puede dar una Kimedida que es més alta que la verdadera Ki. La medicion reportada aqui no est4 tan
corregida porque la correccién seria muy pequefia y la correccion reduciria la Ki. Aqui, usamos la K; medida como una
medida directa de Kp.

Un tercer método para determinar la afinidad de una proteina por un segundo material es tener la proteina mostrada en un
empaque genético, tal como M 13, y medir la capacidad de la proteina de adherirse a un "segundo material" inmovilizado.
Este método es altamente sensible debido a que los empaques genéticos pueden amplificarse. Obtenemos al menos
valores semicuantitativos para las constantes de unién mediante el uso de un gradiente escalonado de pH. Los inhibidores
de afinidad conocida por la proteasa se usan para establecer los perfiles estandar contra el que se juzga a otros inhibidores
expuestos en fagos. Cualquier otro método adecuado de medicién de la unién a proteinas puede ser usado.

Preferentemente, las proteinas de esta invencion tienen una Kp para pKA de como mucho aproximadamente 5 nM, mas
preferiblemente a lo sumo aproximadamente 300 pM, y la mayoria preferentemente 100 pM o menos. Preferentemente, la
unién es inhibidora de modo que la K; es la misma que Kp. La K; de KKII/3#6 es de aproximadamente 300 pM y la Kis de
KK2/#11 y KK2/#13 son menor de 300 pM y probablemente menor de 100 pM.

METODOS Y PREPARACIONES FARMACEUTICAS

El tema preferido de esta invencion es un mamifero. La invencion es particularmente Gtil en el tratamiento de seres
humanos, pero es adecuado para aplicaciones veterinarias también.

En la presente invencion, "proteccion" incluye “prevencion", "supresion', y "tratamiento". "Prevencion" implica la
administracion de drogas antes de la induccién de la enfermedad. "Supresion" implica la administracion de drogas antes de
la aparicién clinica de la enfermedad. "Tratamiento" consiste en la administracion de drogas después de la aparicién de la
enfermedad.

En la medicina humana y veterinaria, puede que no sea posible distinguir entre "prevencion" y "supresion”, ya que el
evento(s) inductivo puede ser desconocido o latente, o el paciente no se percata hasta después de la ocurrencia del evento
inductivo(s). Usamos el término "profilaxis”, a diferencia de "tratamiento" para abarcar "prevencion" y "supresion". En la
presente invencion, "proteccion” incluye "profilaxis". La proteccién no necesita ser absoluta para ser util.

Las proteinas de esta invencion se pueden administrar, por cualquier medio, sistémico o topico, para proteger a un sujeto
contra una enfermedad o condicién adversa. Por ejemplo, la administracion de tal composicion puede ser por cualquier via
parenteral, por inyeccion en bolo o por perfusion gradual. Alternativa o simultdneamente, la administracién puede ser por via
oral. Un régimen adecuado comprende la administracion de una cantidad eficaz de la proteina, administrada como una dosis
Unica o como varias dosis durante un periodo de horas, dias, meses o afios.

La dosis adecuada de una proteina de esta invencién puede depender de la edad, sexo, salud, y peso del receptor, tipo de
tratamiento concurrente, si lo hay, frecuencia de tratamiento, y el efecto deseado. Sin embargo, la dosificacién mas preferida
puede ser adaptada para el sujeto individual, como se entiende y determinable por un experto en la materia, sin
experimentacion indebida mediante el ajuste de la dosis de maneras conocidas en la materia.

Para los métodos de los ensayos preclinicos y clinicos de medicamentos, incluyendo proteinas, véase, por ejemplo, Berkow
y otros, eds., The Merck Manual, 15va edicion, Merck y Co., Rahway, N.J., 1987; Goodman y otros, eds., Goodman and
Gilman's The Pharmacological Basis of Therapeutics, 8va edicién, Pergamon Press, Inc., EImsford, N.Y., (1990); Avery's
Drug Treatment: Principles and Practice of Clinical Pharmacology and Therapeutics, 3ra edicion, ADIS Press, LTD., Williams
and Wilkins, Baltimore, MD. (1987), Ebadi, Pharmacology, Little, Brown and Co., Boston, (1985),

Adicionalmente a una proteina descrita aqui, una composicion farmacéutica puede contener vehiculos farmacéuticamente
aceptables, excipientes o auxiliares. Véase, por ejemplo, Berker, supra, Goodman, supra, Avery, supra y Ebadi, supra.
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METODOS DE DIAGNOSTICO IN VITRO Y REACTIVOS

Las proteinas de esta descripcion se pueden aplicar in vitro para cualquier muestra adecuada que podria contener la
calicreina plasmatica para medir la pKA presente. Para ello, el ensayo debe incluir un Sistema de Produccion de Sefial
(SPS) que proporcione una sefial detectable que depende de la cantidad presente de pKA. La sefial se puede detectar
visualmente o instrumentalmente. Las posibles sefiales pueden incluir la produccién de productos de color, fluorescentes,
luminiscentes, alteracion de las caracteristicas de absorcidbn o emision de radiacion por un componente o producto de
ensayo, y precipitacion o aglutinaciéon de un componente o producto.

El componente de la SPS mas intimamente asociado con el reactivo de diagndstico se denominada la "etiqueta". Una
etiqueta puede ser, por ejemplo., un radioisétopo, un fluoréforo, una enzima, una co-enzima, un sustrato enzimatico, un
compuesto denso en electrones, o una particula aglutinable. Un is6topo radiactivo se puede detectar mediante el uso de, por
ejemglo, un contador y o un contador de centelleo o por autorradiografia. Los is6topos que son particularmente Utiles son
3y, 125, 1Y, ¥g YC 'y, preferentemente, **I. Ademas es posible marcar un compuesto con un compuesto fluorescente.
Cuando el compuesto marcado con fluorescencia se expone a luz de la longitud de onda apropiada, su presencia puede ser
detectada. Entre los compuestos de marcaje fluorescente mas cominmente usados estan isotiocianato de fluoresceina,
rodamina, ficoeritrina, ficocianina, aloficocianina, o-ftaldehido y fluorescamina. Alternativamente, metales emisores de
fluorescencia, tales como ***Eu u otros lantanidos, (se pueden unir a la proteina de unién usando tales grupos de metal
como el acido dietilentriaminopentaacético o acido etilendiaminotetraacético quelante. Las proteinas también pueden ser
marcadas de manera detectable por acoplamiento a un compuesto quimioluminiscente, como luminol, isolumino, éster de
acridinio teromético, imidazol, sal de acridinio, y éster oxalato. Del mismo modo, un compuesto bioluminiscente, tales como
la luciferina, luciferasa y aequorina, puede ser usado para etiquetar la proteina de union. La presencia de una proteina
bioluminiscente se determina por la deteccién de luminiscencia. Se prefieren etiquetas de enzima, tales como la peroxidasa
de rabano picante y la fosfatasa alcalina.

Hay dos tipos basicos de los ensayos: heterogéneos y homogéneos. En los ensayos heterogéneos, la union de la molécula
de afinidad al analito no afecta a la etiqueta; asi, para determinar la cantidad de analito, la etiqueta unida debe ser separada
de la etiqueta libre. En los ensayos homogéneos, la interaccién hace que se afecte la actividad de la etiqueta, y el analito se
puede medir sin separacion.

En general, una proteina de unién a calicreina (KBP) puede ser usada para el diagndéstico de la misma manera que se usa
un anticuerpo anti-pKA. Asi, dependiendo del formato de ensayo, puede ser usado para ensayar pKA, o, por inhibicion
competitiva, otras sustancias que se unen a pKA.

La muestra sera normalmente un fluido biolégico, tales como sangre, orina, linfa, semen, leche o liquido cefalorraquideo, o
un derivado del mismo, o un tejido biol6gico, por ejemplo., una seccién de tejido u homogeneizado. La muestra puede ser
cualquier cosa. Si la muestra es un fluido biol6gico o tejido, puede ser tomada de un humano u otro mamifero, vertebrado o
animal, o a partir de una planta. La muestra preferida es sangre, o una fraccién o derivado de la misma.

En un caso, la proteina que se une a pKA (KBP) se inmoviliza, y al pKA en la muestra se le permite competir con una
cantidad conocida de un anélogo de pKA etiquetado o especificamente etiquetables. El "andlogo de pKA" es una molécula
capaz de competir con un pKa para la union a la KBP, que incluye en si a pKA. Puede tener el nombre ya, o puede ser
etiquetado posteriormente por unirse especificamente la etiqueta a un resto diferenciando el analogo de pKA de pKA. Las
fases se separaron, y se cuantificé el analogo de pKA marcado en una fase.

En un "ensayo de sandwich", se emplean tanto un agente de unién insolubilizado pKA (KBA), como un KBA marcado. El
analito pKA es capturado por el KBA insolubilizado y es marcado por la KBA marcado, formando un complejo terciario. Los
reactivos pueden afiadirse a la muestra en cualquier orden. Los KBAs pueden ser el mismo o diferentes, y s6lo una KBA
necesita ser un KBP de acuerdo con esta invencion (el otro puede ser, por ejemplo, un anticuerpo).La cantidad de KBA
marcado en el complejo terciario es directamente proporcional a la cantidad de pKA en la muestra.

Los dos casos descritos anteriormente son los dos ensayos heterogéneos. Un ensayo homogéneo requiere sélo que la
etiqueta se vea afectada por la unién de la KBP a pKA. El analito pKA puede actuar como su propia etiqueta si se usa un
inhibidor de pKA como reactivo de diagndéstico.

Una etiqueta se puede conjugar, directa o indirectamente (por ejemplo., a través de un anticuerpo anti-KBP marcado),
covalente (por ejemplo, con SPDP) o no covalentemente, a la proteina de uniéon a pKA, para producir un reactivo de
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diagnostico. Del mismo modo, la proteina de unién a pKA se puede conjugar a un soporte de fase sélida para formar una
fase solida ("captura™) de reactivo diagnostico. Los soportes adecuados incluyen vidrio, poliestireno, polipropileno,
polietileno, dextrano, nylon, amilasas, y magnetita. El vehiculo puede ser soluble en cierta medida o insoluble. EI material de
soporte puede tener cualquier estructura siempre que la molécula acoplada sea capaz de unirse a la pKA.

USOS DIAGNOSTICOS IN VIVO

Un dominio Kunitz que se une fuertemente a pKA se puede usar para formacién de imagenes in vivo. El diagnéstico por
imagenes de focos de la enfermedad era considerada una de las mayores oportunidades comerciales para los anticuerpos
monoclonales, pero esta oportunidad no se ha logrado. A pesar del considerable esfuerzo, sélo dos agentes de imagen
basados en anticuerpos monoclonales han sido aprobados. Los decepcionantes resultados obtenidos con los anticuerpos
monoclonales se deben en gran medida a:

i) Afinidad y/o especificidad inadecuada;

ii) Escasa penetracion a sitios diana;

iii) Lenta eliminacion en sitios que no son diana;
iv) Inmunogenicidad (la mayoria son murinos); y
v) Alto costo de produccién y poca estabilidad.

Estas limitaciones han llevado a la mayoria en el campo de diagndstico por imagen a empezar a desarrollar agentes de
imagen basados en péptidos. Mientras que potencialmente resuelven los problemas de escasa penetracion y aclaramiento
lento, los agentes de imagen basados en péptidos es poco probable que posean una adecuada afinidad, especificidad y
estabilidad in vivo para ser til en la mayoria de aplicaciones.

Las proteinas manipuladas se adecuan perfectamente a los requisitos de un agente de imagen. Particularmente la
extraordinaria afinidad y especificidad que se puede obtener manipulando los dominios pequefios, estables de proteinas de
origen humano que tengan tasas de eliminacion y mecanismos conocidos in vivo se combinan para proporcionar mas
temprano, resultados mas fiables, menos toxicidad/efectos secundarios, menor costo de produccion y almacenamiento, y
una mayor comodidad de preparacion de etiquetas. De hecho, deberia ser posible conseguir el objetivo de la formacién de
imagenes en tiempo real con agentes de formacion de imagenes de proteinas manipuladas. Asi, una proteina de unién a
calicreina, por ejemplo, KKII/3#6, KK2/#11, y KK2/#13 puede usarse para localizar los sitios de de excesiva actividad de
PKA.

La proteina de unién radiomarcada se puede administrar al sujeto humano o animal. La administracion es tipicamente por
inyeccion, por ejemplo, intravenosa o arterial u otros medios de administracién en una cantidad suficiente para permitir la
posterior formacion de imagenes dinamicas y/o estaticas usando dispositivos de de radio deteccion adecuados. La
dosificacion es la menor cantidad capaz de proporcionar una imagen eficaz para el diagnéstico, y puede ser determinada
por medios convencionales en la materia, usando agentes de formacion de radio imagenes conocidas como guias.

Tipicamente, la formaciéon de imagenes se lleva a cabo en todo el cuerpo del sujeto, o en esa parte del cuerpo u 6rgano
relevante para la condicién o enfermedad en estudio. La proteina de union radiomarcada se ha acumulado. La cantidad de
proteina de union radiomarcada acumulada en un punto dado en el tiempo en los drganos diana pertinentes puede ser
cuantificada.

Un dispositivo de radio deteccion particularmente adecuado es una camara de centelleo, tal como una camara y. El
dispositivo de deteccion de la cdmara detecta y registra (y opcionalmente digitaliza) la desintegracién radiactiva. La
informacién digitalizada puede ser analizada de cualquier modo adecuado, muchos de los cuales son conocidos en la
técnica. Por ejemplo, un analisis de tiempo-actividad puede ilustrar a través de la captacion de eliminacién de la proteina de
union marcada radiactivamente por los érganos diana con el tiempo.

Varios factores se tienen en cuenta en la seleccién de un radiois6topo adecuado. El is6topo se seleccioné: para permitir una
buena resolucién de calidad en la imagen, para ser seguro para el uso diagnéstico en seres humanos y animales, v,
preferentemente, para tener una vida media corta con el fin de disminuir la cantidad de radiacion recibida por el cuerpo. El
radiois6topo usado preferentemente debe ser farmacolégicamente inerte, y las cantidades administrada no deben tener
efecto fisiolé%ico sustancial. La proteina de union puede estar radiomarcada con diferentes isétopos de yodo, por ejemplo
123 1125 o 3% (véase, por ejemplo, Estados Unidos Patente 4,609,725). La cantidad de etiquetado debe ser supervisada
adecuadamente.
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En las aplicaciones a los sujetos humanos, puede ser deseable usar otros radiois6topos que 125 para el etiquetado para

disminuir la exposicion de dosimetria total del cuerpo y para optimizar la detectabilidad de la molécula marcada. Teniendo
en cuenta la dlsponlbllldad clinica listo para su uso en seres humanos, los marcadores radiactivos preferidos incluyen: 9Mre,
¥Ga, %Ga, v, Min, 3N, 23, Re, B8Re 0 ?MAt. La proteina radiomarcada se puede preparar por diversos métodos.
Estos incluyen la radio-halogenacién por la cloramina-T o método de la lactoperoxidasa y la posterior purificacion por
cromatografia liquida de alta presion, por ejemplo, véase Gutkowska y otros en "Endocrinology and Metabolism Clinics of
America: (1987) 16 (1):183. Otros métodos de radiomarcado se pueden usar, tales como IODOBEADS™,

Una proteina radiomarcada se puede administrar por cualquier medio que permita al agente activo alcanzar el sitio de
accion del agente en un mamifero. Como las proteinas estan sujetos a la digestion cuando se administran por via oral, la
administracion parenteral, es decir, subcutanea intravenosa, intramuscular, normalmente se usaria para optimizar la
absorcion.

Inhibidores de alta afinidad, con alta especificidad son también Utiles para diagnéstico in vitro de exceso de actividad de pKA
humana.

Otros Usos

Las proteinas de unién a calicreina de esta descripcién también se pueden usar para purificar calicreina de un fluido, por
ejemplo, sangre. Para ello, el KBP se inmoviliza preferentemente sobre un soporte. Dichos soportes, incluyen los ya
mencionadas como Utiles para preparar reactivos de diagnéstico en fase soélida.

Las proteinas pueden usarse como marcadores de peso molecular de preferencia en la separacién o purificacion de
proteinas. Las proteinas pueden necesitar ser desnaturalizadas para servir como marcadores de peso molecular. Una
segunda utilidad general para las proteinas es el uso de proteina hidrolizada como una fuente de nutrientes. Las proteinas
también pueden usarse para aumentar la viscosidad de una solucién.

Las proteinas de esta descripcién se pueden usar para cualquiera de los fines anteriores, asi como para fines terapéuticos y
de diagnéstico como se discute méas anteriormente en esta especificacion.

EJEMPLO 1: CONSTRUCCION DE LA PRIMERA GENOTECA LACI -K1

Un ddplex oligonucledtido sintético que tiene extremos Nsil- y Mlul-compatibles fue clonado en un vector parental (LACI:III)
anteriormente escindido con las dos enzimas anteriores. El material ligado resultante se transfectd por electroporacion en la
cepa XLIMR de (F) Escherichia coli y se sembraron en placas de Amp para obtener fagos generadores de colonias Ap El
esquema de variegacion de la Fase 1 se centra en la region P1, y afectd a los residuos 13, 16, 17, 18 y 19. Permitio 6.6 x
10 secuencias de ADN diferentes (3.1 x 10° secuencias de proteinas diferentes). La genoteca obtenida consistié en 1.4 x
10° ufc independientes que aproxmadamente representa el doble de toda la genoteca. El stock de fago generado a partir de
este plaqueado dio un titulo total de 1. 4 x 10" pfu en aproximadamente 3,9 ml, con cada clon independiente que representa,
en promedio, 1 X 10" en total y 2.6 X 10° veces por ml de stock de fago.

Para permitir la variegacion de los residuos 31, 32, 34 y 39 (fase Il), duplex de oligonucledtidos sintéticos con extremos
Mlul- y BstEIll- compatibles se clonaron en ADN previamente escindido R¢ derivado a partir de una de las siguientes

i) la construccion parental,
i) la fase | de la genoteca, o
iii) fagos de exposicion seleccionado a partir de la primera fase de la unién a una diana determinada.

El esquema variegacion de la fase Il permite 4096 secuencias de ADN diferentes (1600 secuencias de proteinas diferentes)
debido a alteraciones en los residuos 31, 32, 34 y 39. La fase final Il de variegacion es dependiente del nivel de variegacion
restante después de las tres rondas de union y elucién con una diana determinada en la fase I.

La posible variegacion combinada para ambas fases es igual a 2.7 x 10® secuencias de ADN diferentes 0 5.0 x 10’
secuencias de proteinas diferentes. Cuando se usan fagos de exposicion seleccionados previamente como el origen de Rt
ADN para la variegacion de fase I, el nivel final de variegacién esta probablemente en el rango de 10' a 10°.

Ejemplo 2: Tamizaje de genoteca de LACI (K1) paral a unién a Calicreina

14



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514615713

El esquema general para la seleccién de una variante LACI-K1 para unirse a una proteasa dada implica la incubacion de la
genoteca de fagos de exposicion con perlas de calicreina de interés en una solucién tamponada (PBS que contiene 1 mg/ml
de BSA), seguido de un lavado que elimina la variante de fagos de exposicidon no unida y pobremente retenida con PBS que
contiene 0,1% de Tween 20. Las perlas de calicreina se hicieron mediante el acoplamiento de la calicreina plasmatica
humana (Calbiochem, San Diego, CA, # 420302) a perlas de agarosa usando Reactigel (6x) (Pierce, Rockford, D, #202606).
Los fagos de exposicion méas fuertemente unidos se eluyeron con un tampon de elucién de pH bajo, tipicamente el tampén
citrato (pH 2.0) que contiene 1 mg/ml de BSA, que se neutralizé inmediatamente con tampoén Tris a pH 7.5. Este proceso
constituye una sola ronda de seleccién. Los fagos de exposicién eluidos neutralizados se pueden usar ya sea:

i) para inocular una cepa F' de E. coli para generar un nuevo stock de fagos de exposicién, que se usara para
posteriores rondas de seleccion (el llamado tamizaje convencional), o

i) ser usado directamente para otra ronda inmediata de seleccién con las perlas de la proteasa (los llamados de tamizaje
rapido).

Tipicamente, tres rondas de cualquiera de los métodos, o una combinacion de los dos, se realizan para dar lugar a los fagos
de exposicion finales seleccionados en la que se secuencié y analizé un nimero representativo para propiedades de unién,
ya sea como grupos de fagos de exposicion o como clones individuales.

Se realizaron dos fases de seleccién, cada una compuesto de tres rondas de union y elucion. La seleccion de fase | usa la
fase | de la genoteca (residuos variegados 13, 16, 17, 18 y 19), que pasoé por tres rondas de unién y elucién contra una
proteasa diana dando lugar a una subpoblacién de clones. EI ADN Ry derivado de esta subpoblacién seleccionada se us6
para generar la genoteca de la Fase Il (adicion de restos variegados 31, 32, 34 y 39). Los 1.8 x 10’ transformantes
independientes se obtuvieron para cada una de las genotecas de la fase Il. Las genotecas de la fase Il se sometieron a
otras tres rondas de unidn y elucién con la misma proteasa diana dando lugar a los seleccionados finales.

Después de dos fases de seleccion contra de perlas de calicreina-agarosa de plasma humano se secuencié un nimero (10)
de la seleccién final de fagos de exposicion. Las secuencias de aminoacidos se muestran en la Tabla 2, entradas KBPconl a
través de KKII/3#C.

La Tabla 23 muestra que Kkll/3(D) es un inhibidor altamente especifico de la Calicreina humana. Los fagos que muestren
Kkl1/3(D) el derivado de LACI-K1 se unen a perlas de calicreina al menos 50 veces mas de lo que se une a otras dianas de
la proteasa.

Las mediciones preliminares indican que KKII/3#6 es un potente inhibidor de la pKA con K; probablemente menos de 500
pM.

EXPRESION, PURIFICACION Y ANALISIS CINETICO.

Los tres aislamientos KKII/3#6, KK2/#11, y KK2/#13 se volvieron a clonar en un vector de expresion de levadura. El vector
de expresion de levadura se deriva a partir de pMFalpha8 (KURJ82 y MIYAS85). Los genes variantes de LACI se fusionaron
a parte del gen matal, generando un gen hibrido que consiste en matal promotor-péptido sefial y secuencia lider fusionado
a la variante LACI. El sitio de clonacién se muestra en la Tabla 24. Notese que la proteina variante LACI-K1 procesada
correctamente debe ser lo més detallada en la Tabla 2 con la adicion de residuos de glu-ala-ala-glu a la met N-terminal
(residuo | en la Tabla 2). Expresion en S. cerevisiae dio un rendimiento aceptable tipico de este sistema. LACI (dominio
kunitz 1) expresado en levadura, BPTI y variantes LACI: KKII/3#6, KK2/#11, y KK2/#13 se purificaron mediante
cromatografia de afinidad usando perlas tripsina-agarosa.

Para la producciéon a gran escala, Pichia pastoris es un huésped preferido. El sistema produccion mas preferido en P.
pastoris es el sistema alcohol oxidasa. Otros han producido una serie de proteinas en la levadura Pichia pastoris. Por
ejemplo, Vedvick y otros. (VEDV91) y Wagner y otros.(WAGN92) produjeron aprotinina a partir del promotor de la alcohol
oxidasa con la inducciéon por metanol como una proteina secretada en el medio de cultivo a =1 mg/ml. Gregg y otros.
(GREG93) han revisado la produccién de un nimero de proteinas en P. pastoris. La Tabla 1 de GREG93 muestra proteinas
que se han producido en P. pastoris y los rendimientos.
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TABLA 1: Secuencia de toda LAC1:

5

5 5 5

MIYTMKKVHA LWASVCLLLN LAPAPLNAds eedeehtiit dtelpplklM

HSFCAFKADD GPCKAIMKRF FFNIFTRQCE EFIYGGCEGN QNRFESLEEC
KKMCTRDnan riikttlgge kpdfcfleed pgicrgyitr yfynnqtkqc
erfkyggclg nmnnfetlee cknicedgpn gfqvdnygtq lnavnnsltp

gstkvpslfe fhgpswcltp adrglcrane nrfyynsvig kcrpfkysgc

ggnennftsk geclrackkg fiqriskggl iktkrkrkkq rvkiayeeif

vknm (Sec. con num. de ident. 18)

La secuencia sefial (1-28) estd en mayuscula y subrayada LACI-K1 estd en mayuscula LACI-K2 esta subrayada LACI-K3

esta en negrita

La TABLA 2 esta mas abajo.

BPTI #
13
16
17

18
19

31
32
34
39

Tabla 3: Resumen de la primera seleccion de dominios LACI-K1 para la union a pKA.

(Lacl)

o]
a
|

Genoteca de Residuos
LHPR
AG
FYLHINA
SCPRTVD
G
ALL
LWQMKAG
SPRTVE
Eq
Eq
ALL
ALL

Residuos Preferidos
HP
AG
NSA

HL
QLP

Eq
STI
GEA
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Tabla 2: Secuencias de dominios Kunitz, algunos de los cuales inhiben la pKA humana.

Identificacion
BPTI
LACI-K1
KBPconl
KKII/3#1
KKII/3#2
KKII/3#3
KKII/3#4
KKII/3#5
KKII/3#6
KKII/3#7

KKII/3#8

KKII/3#9

KKII/3#10

KKI/3(a)

KKI/3(b)

KKII/3#C

KK2/#13

KK2/#14

KK2/#5

KK2/#11

KK2/#1

KK2/#4

KK2/#6

Secuencia de aminoéacidos
1111111121222222222233333333334444444444555555555
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678
RPDFCLEPPYTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGGCRAKRNNFKSAEDCMRTCGGA

mhsfcafkaddgpckaimkrfffniftrgceefiyggcegngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckaNHQrfffniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckASLPrfffniftrqcEEflyggcEgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgPckANHLrfffniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrqcEEfTyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrgcEQfTyggcAgnqgnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckASLPrfffniftrqcEEflyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrqcEEfSyggcGgnqgnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrqcEEfSyggcGgnanrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrqcEEfSyggcGgnanrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrqcEEfSyggcGgnqgnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddgHckGAHLfffniftrqgcEEflyggcEgngnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddgRckGAHLfffniftrqceefiyggcegngnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddgPckAlHLrfffniftrgceefiyggcegngnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaddgHckANHQrfffniftrqcEEfSyggcGgnanrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaDGgRcRGAHPrWifniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaDGgRcRGAHPrWifniftrqcEEfSyggcGgnqgnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaDDgPcRAAHPrWifniftrqcEEfSyggcGgnqgnrfesleecklanctrd

mhsfcafkaDDgPcRAAHPrWifniftrqcEEfSyggcGgnqgnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaDVgRcRGAHPrwW tniftrqcEEfSyggcGgnqgnrfesleeckkmctrd

mhsfcafkaDVgRcRGAQPrFffniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmetrd

mhsfcafkaDDgScRAAHLrWifniftrqgcEEfSyggcGgnqgnrfesleeckkmctrd
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KK/#10
KK2/#8
KK2/#3
KK2/#9
KKV#7
K2/#12
KK2conl

LACI-K2
Humano

DKI-1.2.1

LACI-K3
Humano

DKI-1.3.1

Colageno
Humano
KuDom a3

DKI-2.1

TFPI-2
DOMINIO 1

DKI-3.1.1

tfpi -2 DOMINIO 2

DKI-3.2.1
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mhsfcafkaEGgScRAAHQrWifniftrqcEEfSyggcGgnqanrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaDDgPcRGAHLrFffiftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaDDgHcRGALPrwifniftrqcEEfSyggcGgnanrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaDSgNcRGNLPrFffniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaDSgRcRGNHQrFffniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaDGgRcRAIQPrWi fniftrqgcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
mhsfcafkaDDgRcRGAHPrWitniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd
KPDFCFLEEDPGICRGYITRYFYNNQTKQCERFKYGGCLGNMNNFETLEECKNICEDG

kpdfcfleedGgRcrgAHPrWfynngtkgceEfSyggcGgnmnnfetleecknicedg
GPSWCLTPADRGLCRANENRFYYNSVIGKCRPFKYSGCGGNENNFTSKQECLRACKKG

gpswecltpadDgPcraAHPrfyynsvigkcEpfSysgcggnennftskqgeclrackkg
ETDICKLPKDEGTCRDFILKWYYDPNTKSCARFWYGGCGGNENKFGSQKECEKVCAPV

etdicklpkdegtcrAAHIkwyydpntkscaEfSyggcggnenkfgsgkecekvcapv
NAEICLLPLDYGPCRALLLRYYYDRYTQSCRQFLYGGCEGNANNFYTWEACDDACWRI

naeicllpldGgpcraAHIryyydrytqscEqfSyggcegnannfytweacddacwri

VEKVCRLOVE=
VODOCEGSTENY FFHLSSMTCEKFFSGGIHANE—
IENRFFODEATCHGFCAFE

vpkvcrlgvs-vddgcRAAHPKyffnissmtceEffsggchrnr-ienrfpdeatcmgfcapk

TFPI-2 DOMINIO 3 IPSFCYSPKDEGLCSANVTRYYFNPRYRTCDAFTYTGCGGNDNNFVSREDCKRACAKA

DKI-3.3.1

ITI-K1 HUMANO
DKI-4.1.1

ITI-K2 HUMANO
DKI-4.2.1
DKI-4.2.2
PROTEASA

ipsfcyspkdegHcRaAHQryyfnpryrtcdaftytgcggndnnfvsredckracaka

KEDSCQLGYSAGPCMGMTSRYFYNGTSMACETFQYGGCMGNGNNFVTEKECLQTCRTV

kedscqlgyDagpcRgAHPryfyngtsmacetfSyggcGgngnnivtekeclqgtcrtv
TVAACNLPIVRGPCRAFIQLWAFDAVKGKCVLFPYGGCQGNGNKFYSEKECREYCGVP
tvaacnlpiDDgpcraAHglwafdavkgkcEEfSyggcEgngnkfysekecreycgvp
tvaacnlpiDDgpcraAHgRwafdavkgkcEEfSyggcaqgngnkfysekecreycgvp

VREVCSEQAETGPCRAMISRWYFDVTEGKCAPFFYGGCGGNRNNFDTEEYCMAVCGSA

HUMANA: NEXINA -1l

DKI-5.1
Dominio HKI B9
DKI-6.1
DKI-7.1

vrevcseqaetgpcraAHPrwyfdvtegkcEEfSyggcggnrnnfdteeycmavcgsa
LPNVCAFPMEKGPCQTYMTRWFFNFETGECELFAYGGCGGNSNNFLRKEKCEKFCKFT
IpnvcafpmeDgpcRAAHPrwifnfetgeceEfayggcggnsnnfirkekcekfckft
rpdfcleppEtgpcRaAHPryfynakaglcEEfvyggcGakrnnfksaedcmrtcgga
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La Tabla 3 esta anteriormente.

TABLA 8: Datos de Union para la exposicion de fagos seleccionada que se une a Calicreina.

Fagos de exposicion(a) Fraccion Unida (b) | Unién Relativa (c)

LACI 4x10° 1.0

BPTI 2x10° 6.0
KKI1/3(a) 3,649 x 10° 761
KKI/3(b) 2x10° 524
KKII/3#5 3,649 x 10° 928
KKII/3#6 8x10° 2071
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(a) Aislamientos clonales de fagos de exposicion. LACI-K1 es la molécula parental, BPTI (inhibidor
de la tripsina pancreatica bovina) es un control y KKII/3 (5 y 6) y KKI/3(a y b) fueron seleccionados

por su union a la proteasa diana, calicreina.

(b) El nimero de ufp eluidas después de un experimento de unién como una fraccién del nimero
de entrada (10 ufp).

(c) Fraccién unida relativa al fagos de exposicién parental, LACI-K1.

Tipo AA
inicial

a

T | Z2|Z /| X

Q

Tabla 9: Sustituciones Co nservativas y Semiconservativas

Categoria

Pequefio no polar o ligeramente
polar

SH libre

disulfuro

acidico, hidrofilico
acidico, hidrofilico
aromatico

conformacion de solo Gly
conformacion "normal*
anfotérico aromaético
alifatico, ramificado carbono 3
bésico

alifatico

hidrofébico

no-polar hidrofilico

inflexible

alifatico mas amida

basico

Sustitucion
conservativa

G, ST

A M LV, I
nada
E,N,S, T,Q
D,Q,S,T,N
W,Y,H L M
nada

A S,N, T
Y,F, K R
V,L, M, A
R, H
M, I, V, A

L, I, V,A

S, T, (D), Q, A G, (E)

v, 1

N,E,A S T,D

K,Q,H

19

Sustitucion semi-conservativa

N, V, P, (C)

F, G

nada

K,R,H A

K/R, H A

1, V, (C)

nada
D,EH, LK, LM, Q,R,V
L, M, A, (C)
F,Y,W, G (C)
Q.,N,S,T,D,EA

F, Y, W, H, (C)

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

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

W, Y
M, L, K, R
S, T,E, D, A
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S |hidrdfilo A T,G N D, E,R,K

T |hidréfilo A 'S, G NV D,E R, K I
V | alifatico, ramificado carbono 8 ILL,M, AT P, (C)

W |aromaético F, Y, H L, M, 1, V, (C)
Y |aromético F, W, H L, M, 1LV, (C)

Cambiando a partirde A, F, H, I, L, M, P, V, W 0 Y a C es semiconservativo si la nueva cisteina permanece como un tiol
libre.

Cambiando de M a E, R, K es semiconservativo si la punta iénica del nuevo grupo lateral puede llegar a la superficie de
la proteina, mientras que los grupos metileno hacen contactos hidrofébicos.

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

Tabla 14: Definicion de un dominio de Kunitz (sec. con nam. de ident. 52)
1 2 3 4 5
1234567890123456789012345678901234567890123456789012345678
XXXXCXXXXXXGXCXXXXXXXXXXXXXXXCXXFXXXG CXXXXXXXXXXXXCXXXCXXX
donde:
X1, X2, X3, X4, X58, X57, y X56 pueden estar ausentes,
X21 = Phe, Tyr, Trp,
X22 = Tyr o Phe,
X23 = Tyr o Phe,
X35 =Tyr o Trp,
X36 = Gly o Ser,
X40 = Gly o Ala,
X43 =Asn o Gly,y
X45 = Phe o Tyr

20
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Tabla 15: Sustitucion para conferir alta afinidad para pKA en KuDoms

Posicién
10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

31

32

33
34

35
36
37

38

39

Preferido

Asp, Glu

Ala, Gly

Ala, Asn, Ser,
lle

His, Leu, GIn

o

ro, Gin, Leu

L)3>

5]
o
>
()

[
=

o)
=
o)
=)

o
>
[v)

7]
@
—
>
=

£’k

5

, Glu, Ala

Ig

Permitido
Ala, Gly, Ser, Thr

Glu, Leu, Met, [Asn, lle, Ala, Thr]

(Otros aminoéacidos SOLO si el disulfuro C14-Cas

se reemplaza con otros aminoacidos)
[Thr, Ala, Gly, Lys, GIn]

(Otros aminoéacidos SOLO si Csg también
cambio.)

[Ala, Ser, Gly, Met, Asn, GIn]

[Ser, Asp, Asn]

[Gly, Val, GIn, Thr

[Ala,

[Asn, lle]

Leu, Ala, Ser, Lys, GIn, Val

[Tyr, His, lle]

[Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle, Thr]

[Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly, Val]

[Tyr]
[Val, Ala, Asn, Gly, Leu]

[Trp, Phe]
Ser, Ala

(Otros tipos de aminoacidos permitidos solo si

C14-C38 se reemplaza con otros tipos.)

(Otros aminoéacidos SOLO si C14 cambi6
también)

[Ser, Asp]

Bajo "Preferido”, se subraya el tipo mas altamente preferido
Bajo "Permitido" estan los tipos no probados actuablemente, pero que se juzgan como aceptables. Tipos mostrados entre corchetes se
permiten pero no se seleccionaron, pero son similares a los tipos que se seleccionaron del tipo que es improbable que elimine la unién a
pKA. Tales tipos no son preferidos, pero las proteinas de unién a pKA pueden tener esos tipos.

Bajo" Improbable que funcione", los tipos que se muestran fuera de paréntesis, han sido juzgados y no se tienen aislamientos de ese
tipo; los tipos en paréntesis no se probaron, pero se juzgan como inadecuados a partir de la consideracion de los tipos actualmente

excluidos

21

Improbable que funcione

Lys, Asn, (Arg, Cys, Phe, His, lle, Leu,
Met, Pro, Gln, Val, Trp, Tyr)

(Cys, Phe, His, Lys, Pro, GIn, Arg, Trp,
Tyr)

Phe, Tyr, Cys, Leu, lle, Val, Asp (Glu,
Met, Trp)

(Cys, Asp, Glu, Phe, His, lle, Leu, Pro,
Thr, Val, Trp, Tyr)

(Cys, Glu, Phe, His, lle, Lys, Leu, Met,
Pro, GIn, Arg, Thr, Val, Trp, Tyr)

Cys, Asp, Phe, His, Pro, Arg, Tyr, (Glu,
Lys, Met, Trp)

Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, lle, Lys, Met,
Asn, Pro, Arg, Ser, Thr, Val, Trp, Tyr

Ala, Glu, Gly, Met, Arg, Ser, Thr, Val, Trp,
(Cys, Asp, Phe, His, Tyr)

(Cys, Asp, Glu, Phe, Gly, His, lle, Met,
Asn, Pro, Thr, Trp, Tyr)

Cys, Leu (Ala, Asp, Glu, Gly, Lys, Met,
Asn, Pro, GIn, Arg, Ser, Thr, Val)

(Arg, Lys, Cys, Phe, Gly, His, Met, Pro,
Trp, Tyr)

(Cys, Phe, His, lle, Lys, Met, Arg, Trp,
Tyr)

otro 18 excluido

Cys, Asp, Glu, Phe, His, Lys, Met, Pro,
Gln, Arg, Trp, Tyr

(otro 17)
(otro 17)

Otro 15.
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TABLA 21: Primera variegacion de LACI-K1

a b 1
A E M

2 3 4 5 6 7 8 5 10
H S F C A F K A D

Ilgcclgaglatglicat|tec|ttoltgelgeclitteclaaglget|gat|
| Nsii |

LIP

D G HIR C
11 1z 13 14

IIN

CIH
FIS FIY
YIC LIS LIS
LIP WIP WP
HIR QIR QIR
IIT MIT MIT
NIV KIV KIV
AID AIE A|E

K AIG G DIG G R
15 16 17 18 19 20

|gat|ggticNt|tot|aaa|gSt|NNL |NNS |NNg|cgt

F F F N
21 22 23 24

1 F T R Q@ C
25 26 27 28 29 30

|ttc|tte|ttclaaclate|tte|acglecgt|cag]| tgc

QIE
MIK
FIS
Yl
LIP
HIR
IIT
NIV
AID

EIQEIQ F GIW
31 32 33 34

| MluI |
NIH
clI
FIY
L|s
Wip
QIR
M|T
KV
AIE

Y 6 G € GID 6 N @
35 3¢ 37 38 39 40 41 42

|Sag|Saalttc|NNS|tac|ggt|ggt|tgt INNS |ggt|aac|cagl]

| BstEII |

22
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Tabla 21, continuacién

N R F E S L E E

43 44 45 46 47 48 49 50
laaclicgglttclgaaltctictalgaglgaal
| BstBI | | Xbal |
| Agel |

55 56 57 58 59 60
K M C T R D G A

Itgtlaaglaaglatgltgclact|cgtigacigge gcc

El segmento a partir de Nsil a Mlul da 65,536 secuencias de ADN y 31,200 secuencias de proteinas. El segundo grupo de
variegacion da 21,840 y 32,768 variantes. Esta variegacion puede entrar en un fragmento que tiene Miul y uno de los
extremos Agel, BstBl, o Xbal. Debido a la cercania entre el codén 42 y el sitio de restriccién 3’, uno haré un oligonucleétido
de cebado automatico, rellenard, y cortara con Mlul y, por ejemplo, BstBI. Las variantes totales son 2.726 x 10° y 8.59 x 10°.

| Kasl

La secuencia de ADN tiene la sec. con nim. de ident. 56.
La secuencia de aminoacido tiene la sec. con nim. de ident. 57.

TABLA 23: Resultados de Especificidad

La proteina que aparece en M13 glllp

LACI-K1
KKIl/3 (D)
BPTI

Los numeros se refieren a la relacion de union de los clones de fagos de exposicion en comparacién con el fagos de

exposicion parental.

El clon KKkll/3(D) (calicreina) conserva la afinidad de la molécula parental para tripsina. Kkll/3(D) fue seleccionado para

unirse a pKA.

Enzima inmovilizada probada

Plasmina Trombina PKA | Tripsina
1 1 1 1

3.4 15 196. |2.

88. 1.1 1.7 0.3

23

Tripsina, 2 lavados
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Tabla 24: Vectores de expresion Mat a de S. cerevisiae:
Matxl (Mfa8)

K R P R sec.connum. de ident. 58
5'-...|AARA|AGG|CCTICGA|G...-3" sec. con num. de ident. 59
| Stul |
| Xhol |

Mato2 (después de introduccion de un enlazador en ADN cortado con Stul)

aminoacidos sec. con nim. de ident. 60

K R E A A E P W G A . . L E
5' | AAR | AGG | GAA | GCG | GCC | GAG | CCA | TGG | GGC | GCC | TAA | TAG |CTC [ GAG| 3"
| Eagl | | Styl | KasI | | Xhol |

ADN sec. con nim. deident. 61

Mato-LACI-K1, aminoacidos: sec. con num. de ident. 62, DNA: sec. con num. de ident. 63
a b c d 1 2 3 4 S 6 7 8
K R E A A E M H S F C A F K
5'"|ARA|AGG|GAAIGCG|GCCIGAG|atglcatltececlttcltgolgetlttctaaal
| Fagl | | NsiI |

9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20
A D D G P C K A I M K R
IgctlgatlgaClggTlccGitgtlaaalgct|atclatglaaalcgtl

| RsrII | | BspHI|

21 22 23 24 25 26 27 28 29 30
F F F N I F T R Q C
Ittcittcittclaac|attlttclacGlcgticagltge]
| Miul |

31 32 33 34 35 36 37 38 39 40 41 42
E E F I Y G G C E G N Q
lgaglgaRhlttClattitaciggtiggt|tgt|gaalggtiaacicagl
| EcoRI | | BStEII |

43 44 45 46 47 48 438 50
N R F E S L E E
|laaclcgGlttclgaaltctictA|gag|gaal

| | BstB1 | | Xbal |

|_Agel |

51 52 53 54 55 56 57 58 59 60
C K K M <C T R D G A
ltgtlaaglaaglatgltgciacticgtigaclggclgee| TARITAGICTCIGAG|-3"
| Kasl | | Xhel |

Se esperamos que esa secuencia pre Mata sea escindida antes de GLUa-ALAy-

24
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Tabla 27: inhibidores de alta especificidad de Cali  creina de plasma

LACI-K1 (sec. con nim. de ident. 3)

MHSFCAFKADDGPCKAIMKRFFFNIFTRQCEEFIYGGCEGNQNRFESLEECKKMCTRD

KKII/3#7 (sec. con nim. de ident. 11)

mhsfcafkaddgHckANHQ fffniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd

KKII/3#7-K15A (sec. con. nim. de ident. 64)

mhsfcafkaddghcAanhgrfffniftrqceefsyggcggnqgnrfesleeckkmetrd

KK2/#13-R15A (sec. con num. de ident. 65)

mhsfcafkaDGgRcAGAHPrWifniftrqcEEfSyggcGgngnrfesleeckkmctrd

KK2/#11-R15S (sec. con nim. de ident. 66)

mhsfcafkaddgpcSaahprwifniftrqceefsyggcggngnrfesieeckkmctrd

Tabla 49
Numero del residuo

10 11 12 113 14 |15 16 |17 18 19 20 |21
LACI-K1 D D G |P C K |Ja |I M K R |F
S o o e clkla w0 Rk
gomoecarz KM 016 FSICLIRITc e ac [ A0 aL g
KK2/#13 - G - |- - |- - - - - - -
KK2/#14 - G - - - |- - - - - - -
KK2/#5 - - - P - - la |- - } -
KK2/#11 - - - P - - la |- ; . .-
KK2/#1 - \% - - - - |- - - - - |-
KK2/#4 - % - - - -1 - Q . - F
KK2/#6 - - - |s - la - . L - |-
KK2/#10 E G - S - - a |- - - -
KK2/#8 - - - P -1- |- | - L - F
KK2/#3 - - - |H -] |- L . .-
KK2/#9 - S - N - |- - N L - -
KK2/#7 - S - - - - - N : Q .
KK2/#12 - G - - - |- a |l Q - - ]-
Consenso #2 D D G R CR G |a H P R |W

25
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Tabla 750: ADN que incorpora genoteca KKF.

S F
3 4

M H
1 2
5'-cctect atg cat tcc ttc
| Nsil
F|S
YiC
L|H
RII
Il VIT
TIA AlG
SIG DIN
DIN G p C KIR
11 12 13 14 15
RNt ggt NNt tgt aRa
WIL
FIC F F N I
21 22 23 24 25
tKS ttc ttc aac atc
3'-g ttg tag

Los sitios Rsrll y BspHI encontrados en el gen parental LACI-K1 mostrado (Tabla 6) no estan presentes en la genoteca KKF.
Hay 1,536,000 secuencias de aminoacidos y 4,.194,304 secuencias de ADN. Metig y Lysig N0 se permiten en la genoteca

KKF.
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A continuacién se describen ejemplos preferidos de la presente descripcion y se conocen como E; a Ess.

E1. Una proteina inhibidora de calicreina que comprende un dominio de Kunitz con los residuos numerados por referencia al
inhibidor de la tripsina pancreéatica bovina maduro, en donde, en cada uno de los residuos correspondientes a los residuos
identificados de BPTI a continuacion, uno de los siguientes amino&cidos permitidos se encuentra,

10Asp, Glu

11Asp, Gly, Ser, Val
13His, Pro, Arg, Asn, Ser

15Arg, Lys
16Gly, Ala

17Asn, Ser, Ala, lle

18His, Leu, Gin
19GIn, Leu, Pro
21Trp, Phe
31Glu

32Glu, GIn
34Ser, Thr, lle
39Gly, Glu, Ala.

E2. Una proteina inhibidora de la calicreina plasméatica que comprende una secuencia que es sustancialmente homdloga a
una secuencia de referencia se selecciona a partir del grupo que consiste en
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ES 2514615713

KKII/3 # 1, KKII/3 # 2, KKII/3 # 3, KKII/3 # 4, KKII/3 # 5, KKII/3 # 6, KKII/3 # 7, KKII/3 # 8, KKII/3 # 9, KKII/3 # 10,
KK2/#11, KK2/#13, KK2/#1, KK2/#2, KK2/#3, KK2/#4, KK2/#6, KK2/#7, KK2/#8, KK2/#9, KK2/#10, KK2/#12, y KK2conl
como se define en la Tabla 2.

E3. Un método para prevenir o tratar un trastorno atribuible a excesiva actividad de calicreina que comprende administrar, a
un sujeto humano o animal que se beneficiaria de la misma, una cantidad de la proteina inhibidora de calicreina o analogo
de E1 0 E2.

E4. Un método de ensayo para la calicreina que comprende proporcionar la proteina pr analoga de E1 o E2 en forma
marcada o insoluble, y determinar si se forma un complejo de dicha proteina y la calicreina en una muestra.

E5. Un método de purificacion de calicreina a partir de una mezcla que comprende proporcionar el analogo de proteina de
E1l en forma insolubilizada, y poner en contacto la mezcla con dicha proteina insolubilizada o analogo de forma que la
calicreina en la mezcla se una.

E6. Un polipéptido que se une a la calicreina que comprende una estructura de dominio Kunitz que comprende la secuencia
de aminoacidos:

Lys-Glu-Asn-Ser-Cys-Gln-Lys-Gln-Tyr-Xaa10-Ala-Gly-Pro-Cys-Xaal 5-Xaal6-
Xaal7-Xaal8-Xaal9-Arg-Xaa21-Phe-Tyr-Asn-Glu-Thr-Ser-Met-Ala-Cys-Glu-Thr-Phe-
Xaa34-Tyr-Gly-Gly-Cys-Xaa39-Gly-Asn-Gly-Asn-Asn-Phe-Val-Phe-Glu-Lys-Glu-Cys-
Leu-Gin-Thr-Cys-Arg-Thr-Val,

en donde:

Xaalo se selecciona a partir de Asp, Glu, Ala, Gly, Ser, y Thr;

Xaal5 se selecciona a partir de Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asny Gin;
Xaal6 se selecciona a partir de Ala, Gly, Ser, Asp, y Asn;

Xaal7 se selecciona a partir de Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, GlIny Thr;
Xaal8 se selecciona a partir de His, Leu, Gin, y Ala;

Xaal9 se selecciona a partir de Pro, GIn, Leu, Asn, lle;

Xaa2l se selecciona a partir de Trp, Phe, Tyr, His y lle;

Xaa34 se selecciona a partir de Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu; y
Xaa39 se selecciona a partir de Gly, Glu, Ala, Ser y Asp,

y en donde el polipéptido inhiba la calicreina.

E7. El polipéptido de E6 que se une calicreina, que comprende la secuencia de aminoéacidos y en donde:

Xaalo se selecciona a partir de Asp, y Glu;

Xaals se selecciona a partir de Arg, y Lys;

Xaal6 se selecciona a partir de Ala, y Gly;

Xaal7 se selecciona a partir de Ala, Asn, Ser, y lle;
Xaal8 se selecciona a partir de His, Leu, y Glin;
Xaal9 se selecciona a partir de Pro, Gin, y Leu;
Xaa21 se selecciona a partir de Trp, y Phe;

Xaa34 se selecciona a partir de Thr, lle, y Ser,
Xaa39 se selecciona a partir de Gly, Glu, y Ala.

E8. El polipéptido de E6 que se une a calicreina, que comprende la secuencia de aminoacidos y en donde:
XaalO es Asp;

Xaals es Arg;
Xaal7 se selecciona a partir de Ala, y Asn; y
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Xaals.
E9. El polipéptido de E6 que se une calicreina, que comprende la secuencia de aminoéacidos y en donde:

Xaall es Asp;

Xaal5 es Arg;

Xaal6 es Ala;

Xaal7 se selecciona a partir de Ala 'y Asn;
Xaal8 es His;

Xaal9 es GIn; y

Xaa2l es Trp.

E10. El polipéptido de E8 or E9 que se une a calicreina, que comprende la secuencia de aminoacidos y en donde:

Xaa34 es Ser; y
Xaa39 es Gly.

E11. Uso de un polipéptido segun cualquiera de E6 a E10 para la preparacion de una composicion farmacéutica para el
tratamiento o profilaxis de la hipotension, la inflamacion, shock vascular, edema asociado con bacteremia o trauma, edema y
la hiperreactividad de las vias respiratorias del asma, dolor inflamatorio y neurogénico asociado con lesién de los tejidos,
angioedema hereditario y sangrado excesivo.

E12. Un método para ensayar la presencia de calicreina que comprende: adicién de un polipéptido de acuerdo con
cualquiera de E6 a E10 a una muestra de interés, y determinar si se forma un complejo de dicho polipéptido y la calicreina.

E13. Un método de purificacion de calicreina &tomo de una mezcla que comprende: contactar la mezcla con un polipéptido
de acuerdo con cualquiera de E6 a E10, y separar polipéptido unido a la calicreina de los otros componentes de la mezcla.

E14. Un polipéptido de acuerdo con cualquiera de E6 a E10 para el uso en el tratamiento o profilaxis de un trastorno
caracterizado por actividad excesiva de la calicreina.

E15. Un polipéptido segun cualquiera de E6 a E10 para uso en el tratamiento o profilaxis de la hipotension, la inflamacion,
shock vascular, edema asociado con bacteremia o trauma, edema y la hiperreactividad de las vias respiratorias del asma,
dolor inflamatorio y neurogénico asociado con lesion de los tejidos, angioedema hereditario y sangrado excesivo.

E16. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido de cualquiera de E6 a E10 en un vehiculo
farmacéuticamente aceptable.

LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Dyax Corporation

<120> PROTEINAS DE UNION A CALICREINA DE "DOMINIO KUNITZ" Y ANALOGOS DE ELLA
<130> D39076PCEPT2

<140> EP 08 018 863.4
<141>1995-01-11

<150> Estados Unidos 179,964
<151>1994-01-11

<150> Estados Unidos 208,264
<151> 1994-03-10

<160> 69

<170> FastSEQ para windows version 4.0
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<210>1

<211>8

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Ille val Gly Gly Ttslr Asn Ser Ser

<210>2

<211>58

<212> PRT

<213> Bos taurus

<400> 2
Aig Pro Asp Glu c:srs Leu Glu Pro Pro Igr Thr Gly Pro Cys Iigs Ala
Arg Ile Ile gsg Tyr Glu Tyr Asn 12\'153 Lys Ala Gly Leu %s GIn Thr
phe val ';gr Gly Gly Cys Arg :g’a LysS Arg Asn Asn E;u Lys Sser Ala
Glu Asp Cys Met Arg Thr Cgs Gly Gly Ala

50 S

<210>3

<211>58

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 3
Mit His Ser «Phe C)Srs Ala Phe Lys Ala ggp Asp Gly Pro Cys i)svs Ala
Ile Met Lys %g pPhe Phe Phe Asn ﬂe phe Thr Arg GIn ggs Glu Glu
Phe Ile gr Gly Gly Cys Glu g;l)y Asn GIn Asn Arg :tsle Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cgs Thr Arg Asp

50 5

<210>4

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 4
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<210>5

<211> 58
<212> PRT

ES 2514615713

M%i:'ms Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala écs)p Asp Gly His Cys i)sfs Ala

Asn His GlIn %‘g phe Phe Phe Asn ge Phe Thr Arg GIn %s Glu Glu

Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
g - 40 9 45

Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 Y SS

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400>5

<210>6

<211>58
<212> PRT

Mit His Ser pPhe C)Srs Ala Phe Lys Ala ﬁs)p Asp Gly His Cys i;s Ala

ser Leu Pro grg phe phe Phe Asn ge phe Thr Arg GlIn %s Glu Glu

Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu
3 40 45

Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
S0 Sg

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 6

<210>7
<211> 58
<212> PRT

Mit His Ser Phe c)s/s Ala Phe Lys Ala i(s)p Asp Gly Pro Cys |i§s Ala
Asn His Leu sgg Phe Phe Phe Asn ge Phe Thr Arg Gln %s Glu Glu
Phe Ser ';')Srr Gly G’1y Cys Gly %y Asn GIn Asn Arg :rge Glu Ser Leu
Glu g%u Cys Lys Lys Met %s Thr Arg Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente
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<400> 7
Mit His Ser Phe
Asn His Gln grg
Phe Thr 13'yr Gly
5
Glu Glu Cys Lys
50
<210> 8
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 8
Mgi'uié ser phe
Asn His GlIn Arg
20
pPhe Thr 13')5/1' Gly
Glu Glu Cys Lys
50
<210>9
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 9
Mgt"nié ser Phe
Ser Leu Pro Arg
he I1 2?
Phe Ile Tyr Gly
i 3%
Glu Glu Cys Lys
50
<210> 10
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 10

ES 2514615713

c¥s Ala Phe Lys Ala Agp Asp Gly His Cys igs Ala

%
Glu

Phe Phe Phe Asn ge phe Thr Arg GlIn Glu Glu

Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg Phe Ser Leu
40 45

Lys Met ggs Thr Arg Asp

His
GlIn

Cys

Cys
30

Phe Glu
45

Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Lys Ala
5 10 15

phe Phe Phe Asn g;e Phe Thr Arg Glu GIn

Gly Cys ser Leu

Lys Met

Ala %y Asn GIn Asn Arg
Cys Thr Arg Asp
5§

His Cys

Cys
3
Phe Glu
45

Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Lys Ala
10 15

Phe Phe Phe Asn ge pPhe Thr Arg Gln Glu Glu

Gly Cys Gly g;l,y Asn GIn Asn Arg Ser Leu

Lys Met ggs Thr Arg Asp
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Mgi’His"Ser Phe

Asn His GIn Arg

20

Phe Ser ;gr Gly

Glu Glu Cys Lys
50

<210> 11

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 11
Mgt His ser phe
Asn His GIn Arg

20
Phe Sser ;gr Gly
Glu Glu Cys Lys
50

<210> 12

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido generado sintéticamente

<400> 12
Mgt'uis ser Phe
Asn His GIn Arg

20
Phe Ser ;gr Gly
Glu Glu Cys Lys
50

<210> 13

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido generado sintéticamente

Cys
5
Phe
Gly
Lys

cgs
Phe
Gly
Lys

ES 2514615713

Ala
pPhe
Cys
Met

Ala
phe
Cys
Met

Phe Lys Ala

Phe Asn Ile
25

Gly Gly Asn
40

Cys
55

Phe
Phe
Gly
5%

Cgs Ala phe

Phe pPhe phe
Gly Cys‘Gly Gly

Lys Met Cys
53

Lys
Asn
Gly
Thr

Lys
Asn

40
Thr

Thr Arg

Ala
Ile
Asn
Arg

Ala
Ile
Asn

Arg

33

Asp Asp Gly His Cys Lgs Ala

h 61n ¢ys Glu @1
n S u Glu
53

Phe Glu
45

Phe Thr Arg

GIn Asn Arg ser Leu

Asp

Asp Asp Gly His Cys Lys Ala
10 15

Gln Glu Glu

Phe
45

phe Thr Ar Cys
9 30

GIn Asn Arg Glu ser Leu

Asp

His Cys

%
Glu

Lgs Ala
1
Glu Glu

Asp Asp Gly
10
Gln

Phe
45

pPhe Thr Arg
GIn Asn Arg Ser Leu

Asp
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Cgs
Phe
Gly
Lys

Cys
Gly

Lys

ES 2514615713

Ala
Phe
cys
Met

Ala
Phe
Cys
Met

Phe
Phe
Gly

5§

Phe
Phe
Glu

5

Lys
Asn
Gly
Thr

Lys
Asn
Gly
Thr

His
Gln

Ala llx(s)p Asp Gly
Ile phe Thr Arg
25

Cys Lys Ala
s i

Czs Glu Glu
3

Phe Glu Ser Leu

45

Asn GIn Asn Arg
Arg Asp

His
Gln
Phe

Ala ?(s)p Asp Gly
Ile Phe Thr Arg
25

Cys Lys Gly
15

%s Glu Glu

Asn GIn Asn Arg Glu Ser Leu

Arg Asp

Met His Ser phe cgs Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Lys Gly
1 10 15

Ala His Leu Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu
20 25 30

Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45

Glu ggu Cys LyS Lys Met ggs Thr Arg Asp

<400> 13
Mit'wis ser phe
Asn His GIn Arg
h a3
Phe Ser Tyr Gly
1 1 ;g
Glu Glu Cys Lys
50
<210> 14
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> péptido generado sintéticamente
<400> 14
Mgt His Ser Phe
Ala His Leu Arg
20
Phe Ile ?5". Gly
Glu Glu Cys Lys
S0
<210> 15
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 15
<210> 16
<211>58
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> péptido generado sintéticamente

<400> 16
Mgf:'uis'ser Phe c¥s
Ile His Leu %g pPhe
phe Ile Tyr Gly Gly

3
Glu Glu Cys Lys Lys
50

<210> 17

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 17
Mit His Ser Phe Cys
Asn His GIn %g Phe
Phe ser Tyr Gly Gly

3%
Glu Glu Cys Lys Lys
50

<210> 18

<211> 304

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 18

ES 2514615713

Ala
phe
cys
Met

Ala
Phe
cys
Met

Phe Lys Ala A;(s)p Asp Gly Pro Cys kgs Ala
Phe Asn ge Phe Thr Arg Gln %s Glu Glu
Glu g’loy Asn Gln Asn Arg :tsle Glu Ser Leu
ggs Thr Arg Asp

Phe Lys Ala ggp Asp Gly His Cys iys Ala
Phe Asn ge Phe Thr Arg GlIn §(y’s Glu Glu
Gly g;l,y Asn GIn Asn Arg zge Glu Ser Leu
%'s Thr Arg Asp
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Met Ile
1
Leu Leu
Asp Glu
Leu Met
Ala Ile
Glu Phe
Leu Glu
Ile Lys
Glu Asp
Asn GIn
145
Asn Met
Asp Gly
Ala val
Phe Glu
210
Leu Cys
225
Lys Cys
Phe Thr
GIn Arg

Lys GIn
Y 290

<210> 19

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

Tyr
Leu
Glu
35

His
Met
Ile
Glu
Thr
115
Pro
Thr
AsSn
Pro
ASn
195
Phe
Arg
Arg
ser
Ile

275
Arg

Thr
Asn
20

His
ser
Lys
Tyr
Cys
100
Thr
Gly
Lys
ASn
Asn
180
Asn
His
Ala
Pro

Lys

260

ser
val

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 19

Met His Ser Phe

1
Ala His Pro Arg
20

phe Ser Tyr Gly
35

Glu Glu Cys Lys
50

<210> 20

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

Met
5
Leu
Thr
Phe
Arg
Gly
Lys
Leu
Ile
Gln
Phe
165
Gly
ser
Gly
Asn
Phe
245
GIn
Lys
Lys

cys
Gly

Lys

ES 2514615713

Lys
Ala
Ile
Cys
Phe
Gly
Lys
GIn
Cys
25
Glu
Phe
Leu
Pro
sig
Lys
Glu
Gly
Ile

Ala
Phe
cys
Met

Lys
Pro
Ile
Ala
Phe
Cys
Met
GIn
Al

Glu
Thr
Gln
Thr
Ser
215
Asn
Tyr
Cys
Gly

Ala
295

Phe
pPhe
Gly

s¥°

val
Ala
Thr
Phe
Phe
Glu
cys
2
Gly
Arg
Leu
val
Pro
Trp
Arg
ser
Leu
Leu

280
Tyr

Lys
Asn

His
Pro
ASp
Lys
Asn
Gly
105
Lys
Tyr
Phe
Glu
i
GIn
cys
phe
Gly
Ar

e
Glu

Ala

Ile
25

Ala
Leu
Thr
Ala
Ile
Asn
Arg
Pro
Ile
Lys
2
Asn
Ser
Leu
Tyr
%6
Ala
Lys
Glu

Leu
ASn
Glu
Asp
e
GIn
Asp
Asp
Thr

TYr
155
Cys
Tyr
Thr
Thr

Gly
cys
Thr
Ile

Trp
Ala
Leu
Asp
Thr
Asn
Asn
Phe
%

Gly
Lys
Gly
Lys
Pro
220
Asn
Gly
Lys
Lys

Phe
300

Asp Gly Gly
10p

phe Thr Arg

Gly Asn GIn Asn Arg
40

Thr

Arg

36

ASp

Ala
Asp
Pro
Gly
Arg
Arg
Ala
3
Tyr
Gly
ASn
Thr
val
Ala
ser
Asn
Lys
Ar

28
val

Arg
Gln

ser
ser
Pro
Pro
Glin
Phe
it
phe
Phe
cys
Ile
G'Ivn
190
Pro
Asp
val
Glu
2
Lys
Lys

cys
cys
30

val Cys
Glu Glu
Leu Lys
Cys Lys
Cys Glu
Glu ser
95

Arg Ile
Leu Glu
Tyr Asn
Leu Gly
g <
Leu Asn
ser Leu
Arg Gly
Ile G1

24
Asn Asn

Phe Ile
Arg Lys
Asn Met

Arg Gl
159 y
Glu Glu

Phe Glu Ser Leu
45
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<400> 20
M;t His Ser Phe Cys Ala phe Lys Ala égp Gly Gly Arg Cys ?;g Gly
Ala His Pro %g Trp Phe Phe Asn {!Ise phe Thr Arg GIn (3:55 Glu Glu
Phe Ser ‘g)srr Gly Gly Cys Gly gay Asn GIn Asn Arg :Ps!e Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cgs Thr Arg Asp
50 S
<210>21
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 21
Mit His Ser Phe c§s Ala Phe Lys Ala ggp Asp Gly Pro Cys Al\;g Ala
Ala His Pro 389 Trp Phe Phe Asn ge Phe Thr Arg Gin %s Glu Glu
phe ser gr Gly Gly Cys Gly %y Asn GIn Asn Arg z?e Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 S5
<210> 22
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 22
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala ;sp Asp Gly Pro Cys Agg Ala
A'Ia His Pro %g Trp Phe phe Asn g;e Phe Thr Arg Gln c5s Glu Glu
Phe Ser ';gr Gly Gly Cys Gly g;l)y Asn Gln Asn Arg :ge Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met c¥s Thr Arg Asp
S0 S
<210> 23
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 23
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Met "His ser phe c¥s Ala pPhe Lys Ala Agp val Gly Arg Cys /igg Gly
A]a His Pro Arg Trp Phe Phe Asn §1se Phe Thr Arg Gln (3:)65 Glu Glu
Phe Ser T{r G'Iy Gly Cys Gly (4;8y Asn GIn Asn Arg zl;e Glu Ser Leu
Glu <5;(1)u Cys Lys Lys Met ggs Thr Arg Asp

<210> 24
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 24
Met His Ser Phe c;sfs Ala Phe Lys Ala Agp val Gly Arg Cys ;;g Gly
A'Ia GIn Pro Arg phe Phe Phe Asn ge phe Thr Arg GIn cxs Glu Glu
Phe ser gr G1y Gly Cys Gly %y Asn GIn Asn Arg zrsne Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met c;s Thr Arg Asp
50 S
<210> 25
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 25
Mgt His ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala qu Asp Gly Ser Cys Arg Ala
) 15
Ala His Leu 989 Trp Phe Phe Asn {;e Phe Thr Arg GIn %s Glu Glu
Phe Ser ‘;gr Gly Gly Cys Gly %y Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu
45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
<210> 26
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 26
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Mit'uis'Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala %u Gly Gly ser Cys i;g Ala
Ala His GIn gaq Trp Phe Phe Asn g‘ée phe Thr Arg GIn (3:3015 Glu Glu
Phe Ser ‘;’gr Gly Gly Cys Gly %y Asn GIn Asn Arg zge Glu Ser Leu
Glu §3u Cys Lys Lys Met ggs Thr Arg Asp

<210> 27
<211> 58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 27
M:i':'H'is Ser Phe c¥s Ala phe Lys Ala q(s)p Asp Gly Pro Cys ggg Gly
Ala His Leu 12\59 Phe Phe Phe Asn g}e phe Thr Arg Gln (3:55 Glu Glu
phe ser ;gr Gly Gly Cys Gly %y Asn GIn Asn Arg :ge Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met c¥s Thr Arg Asp
50 5
<210> 28
<211> 58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 28
Mgt His Ser Phe Cssfs Ala Phe Lys Ala ?(s)p ASp Gly His Cys Qgg Gly
Ala Leu Pro %g Trp Phe Phe Asn %}e Phe Thr Arg GIn %s Glu Glu
Phe Ser ';gr Gly Gly Cys Gly <4i;l)y Asn GIn Asn Arg zge Glu ser tLeu
Glu Glu Cys Lys Lys Met<Cys Thr Arg Asp
50 gg
<210> 29
<211> 58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 29
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M(lat His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala ggp Ser Gly Asn Cys A;g Gly

Asn Leu Pro Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu

20 25 30
pPhe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu
;’g y Gly Cy y 403' 9 AL

Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 Sg

<210> 30
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 30
Mgivuié'ser phe
Asn His GIn Arg
: 20
Phe Ser 13’;(' Gly
Glu Glu Cys Lys
50
<210> 31
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 31
Mii_l-n"_s ser Phe
Ile GIn Pro Arg
20
Phe ser ';)S/r Gly
Glu Glu Cys Lys
50
<210> 32
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

c;s Ala
phe Phe
Gly Cys
Lys Met

c¥s Ala
Trp Phe
Gly Cys
Lys Met

Phe Lys Ala Agp Ser Gly Arg Cys Ai;g Gly

Phe Asn Ile phe Thr Arg Glin %s Glu Glu

Gly Gly Asn GIln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
40 . 45

ggs Thr Arg Asp

Phe Lys Ala ?Sp Gly Gly Arg Cys ?;g Ala
Phe Asn g}e Phe Thr Arg Gln (3:55 Glu Glu
Gly %y Asn GIn Asn Arg :ge Glu Ser Leu
%/s Thr Arg Asp

40



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514615713

<400> 32
Mgi'm'é_ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Aiap Asp Gly Arg Cys A;g Gly
Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn %Te phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu
Phe ser 13‘)s(r G1y G1y Cys Gly G(l)y Asn GIn Asnh Arg Phe Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
<210> 33
<211>58
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 33
L)lrs Pro Asp Phe c¥s Phe Leu Glu Glu ?Sp Pro Gly Ile Cys ;]\.rs'g Gly
Tyr Ile Thr Arg Tyr Phe Tyr Asn Asn GIn Thr Lys GIn Cys Glu Arg
20 25 30
Phe Lys 'gr Gly Gly Cys Leu G]y Asn Met Asn Asn :he Glu Thr Leu
Glu Glu Cys Lys Asn Ile Cys G'lu Asp Gly
S0 55
<210> 34
<211> 58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 34
L{s Pro Asp Phe c;s Phe Leu Glu Glu ggp Gly Gly Arg Cys /lxgg Gly
Ala His Pro /2\59 Trp Phe Tyr Asn Az\gn GIn Thr Lys GIn %s Glu Glu
phe Ser ;gr' Gly Gly Cys Gly g;l)y ASn Met Asn Asn stste Glu Thr Leu
Glu Glu Cys Lys Asn Ile c¥s Glu Asp Gly
50 S
<210> 35
<211>58
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 35
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Gly Pro Ser Trp

Asn Glu Asn Arg

20

Phe Lys ';gr Ser

GIn Glu Cys Leu
50

<210> 36
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 36
Gly Pro Ser Trp
Ala His Pro Arg
20
Phe ser ';gl‘ ser
GIn Glu Cys Leu
50 ‘
<210> 37
<211>58
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 37
Glu Thr Asp Ile
Phe Ile Leu Lys
;-
phe Trp Tyr Gly
3
Lys Glu Cys Glu
50
<210>
<211>
<212>
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 38

ES 2514615713

Cgs Leu Thr Pro
Phe Tyr Tyr Asn

Gly Cys Gly Gly

G

40

Arg Ala Cys Lys
55

C)sls Leu Thr Pro
Phe Tyr Tyr Asn
Gly Cys Gly Gly

] 40
Arg Ala Cys Lys
53

Cgs Lys Leu Pro

Trp Tyr Tyr Asp
Gly Cys Gly Gly
40

Ala tlxgp Arg Gly Leu Cys égg Ala
ggr val Ile Gly Lys (3:55 Arg Pro
Asn Glu Asn Asn :ts\e Thr Ser Lys
Lys Gly

Ala Alx(s)p Asp Gly Pro Cys ?gg Ala
ggr val Ile Gly Lys %s Glu Pro
Asn Glu Asn Asn :26 Thr Ser Lys

Lys Gly

Lys Asp Glu Gly Arg Cys Arg Asp
10p y Arg Cy 159 P

g;o Asn Thr Lys Ser %s Ala arg
Asn Glu Asn Lys :I's:e Gly Ser Gln

Lys val (s:gs Ala pPro val

42

38
58
PRT



ES 2514615713

G}ﬁ’ThE'Asp Ile Czs Lys Leu Pro Lys ggp Glu Gly Thr Cys Qgg Ala

Ala His Leu lz.gs Trp Tyr Tyr Asp 2Prs'o Asn Thr Lys Ser (3:)65 Ala Glu

Phe Ser T¥r Gly Gly Cys Gly Gly Asn Glu Asn Lys Phe Gly Ser Gln
3 40 45
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Lys Glu Cys Glu Lys val Cys Ala Pro val
y 50 Sg

<210> 39

<211> 58

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 39
Aiix'mé'cm Ile cgs Leu Leu Pro Leu Qgp Tyr Gly Pro Cys ?;g Ala
Leu Leu Leu 359 Tyr Tyr Tyr Asp ggg Tyr Thr GIn Ser §5s Arg Gln
Phe Leu ;gr Gly Gly Cys Glu %y Asn Ala Asn Asn :tsxe Tyr Thr Trp
Glu Ala Cys Asp Asp Ala Cys Trp Arg Ile

S0 - 55

<210> 40

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 40
Ain Ala Glu Ile c;s Leu Leu Pro Leu .Ai(s)p Gly Gly Pro Cys ?;9 Ala
Ala His Leu sgg Tyr Tyr Tyr Asp Az\;g Tyr Thr GIn Ser ggors Glu GIn
Phe Ser }')S;r Gly Gly Cys Glu gg’y Asn Ala Asn Asn 4Pt;e Tyr Thr Trp
Glu Ala Cys Asp Asp Ala Cgs Trp Arg Ile

50 5

<210> 41

<211>61

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 41
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vg] Pro Lys val cgs Arg Leu GIn val igr val Asp Asp GIn %s Glu
Gly Ser Thr Ala Lys Tyr Phe Phe ggn Leu Ser Ser Met 13'8r Cys Glu
Ltys Phe I;I;e Ser Gly Gly Cys 255 Arg Asn Arg Ile g;u Asn Arg phe
Pro ggp Glu Ala Thr Cys r;uset Gly phe Cys Ala 250 Lys

<210> 42
<211>61
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 42
v§1'Pro Lys val c;s Arg teu Gln val igr val Asp Asp Gln %s Arg
Ala Ala His Pro Lys Tyr pPhe phe ;gn Leu Ser Ser Met 'sr(l;r Cys Glu
Glu Phe glsxe ser Gly Gly Cys :as Arg Asn Arg Ile 2}u Asn Arg Phe
Pro Asp Glu Ala Thr Cys Met Gly Phe Cys Ala Pro Lys
50 55 60
<210> 43
<211>58
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 43
Ile Pro Ser phe c¥s Tyr Ser Pro Lys g(s)p Glu Gly Leu Cys igr Ala
Asn val Thr 359 Tyr Tyr Phe Asn 5;0 Arg Tyr Arg Thr gzs Asp Ala
Phe Thr ‘;)s;r Thr Gly Cys Gly 2(])y AsSn AsSp Asn Asn :tste val Ser Arg
Glu Asp Cys Lys Arg Ala Cys Ala Lys Ala
50 55
<210> 44
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 44
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I11e Pro Ser phe c§s Tyr Ser Pro Lys qu Glu Gly His Cys ?gg Ala

Ala His GIn gag Tyr Tyr pPhe Asn ;go Arg Tyr Arg Thr ggs AsSp Ala

phe Thr Tgr Thr Gly Cys Gly Gly Asn Asp Asn Asn Phe val Ser Arg
3 40 45

Glu egp Cys Lys Arg Ala ggs Ala Lys Ala

<210> 45
<211>58
<212> PRT
<213> Homo sapiens
<400> 45
Lys Glu Asp Ser C)S/s GIn Leu Gly Tyr igr Ala Gly Pro Cys l;gt Gly
Met Thr Ser A(r)‘g Tyr Phe Tyr Asn ggy Thr Ser Met Ala Cys Glu Thr
phe Gln Tgr Gly Gly Cys Met %y Asn Gly Asn Asn zhe Va'l Thr Glu
Lys Glu Cys Leu GIn Thr c§s Arg Thr val
50 S
<210> 46
<211>58
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<400> 46
L{é'G‘IU'Asp ser c¥s GIn Leu Gly Tyr g(s)p Ala Gly Pro Cys ggg Gly
Ala His Pro Azxsg Tyr Phe Tyr Asn g}y Thr ser Met Ala Cys Glu Thr
Phe Ser ';gr Gly Gly Cys Gly g(l)y Asn Gly Asn Asn :l;e val Thr Glu
Lys Glu Cys Leu GIn Thr c;s Arg Thr val
50 5
<210> 47
<211>58
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 47
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Thr val Ala Ala Cys Asn Leu Pro Ile v81 Arg Gly Pro Cys igg Ala

1 5
phe I1e GIn Egu Trp Ala Phe Asp Q}a val Lys Gly Lys ggs val Leu

Phe Pro Tyr Gly Gly Cys GIn Gly Asn Gly Asn Lys Phe Tyr Ser Glu
35 40 45

Lys ‘S;(])u Cys Arg Glu Tyr <S:)Sys ‘Gly val Pro

<210> 48

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 48
TT‘ val Ala Ala
Ala His GIn Leu

20
Phe Sser 13')5/r Gly
Lys Glu Cys Arg
50

<210> 49

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 49
Tlllr val Ala Ala
Ala His Gln Arg

20
Phe Ser ;gr Gly
Lys Glu Cys Arg
S0

<210> 50

<211>58

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 50

Cys Asn Leu Pro Ile qu Asp Gly Pro Cys
Trp Ala Phe Asp g}a val Lys Gly Lys %s
Gly Cys Glu %y Asn Gly Asn Lys :l;e Tyr
Glu Tyr Cys Gly val Pro

55

c¥s Asn Leu Pro Ile Qgp Asp Gly Pro Cys AL
Trp Ala Phe Asp Q}a val L_ys Gly Lys %s
Gly Cys GIn %y Asn Gly Asn Lys zge Tyr
G6lu Tyr ggs Gly val Pro

46
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v'ii "Arg Glu val cgs ser Glu Gln Ala g;l)u Thr Gly Pro Cys ggg Ala
Met Ile Ser /2\69 Trp Tyr Phe Asp \zlg'l Thr Glu Gly Lys ggs Ala Pro
pPhe Phe '_gr Gly Gly Cys Gly g&y Asn Arg Asn Asn :I;e Asp Thr Glu
Glu ‘%r Cys Met Ala val (s:¥s Gly Ser Ala

<210>51

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 51
vii 'Arg Glu val C)S(S ser Glu GIn Ala G;I)u Thr Gly Pro Cys ﬁgg Ala
Ala His Pro %g Trp Tyr Phe Asp \Z/zsﬂ Thr Glu Gly Lys %s Glu Glu
phe Ser ;35"' Gly Gly Cys Gly %y Asn Arg Asn Asn zisle Asp Thr Glu
Glu Tyr Cys Met Ala val Cys Gly Ser Ala

50 55

<210> 52

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<220>

<221> VARIANTE
<222> (1)..(1)
<223> [reemplazar=
<220>

<223> Xaa = ausente o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE
<222> (2)..(2)
<223> [reemplazar=
<220>

<223> Xaa = ausente o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (3)..(3)

<223> [reemplazar=""

<220>

<223> Xaa = ausente o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (4)..(4)

<223> [reemplazar=""

<220>

<223> xaa = ausente o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (5)..(5)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(6)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (7)..(7)

<223> xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (8)..(8)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (9)..(9)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> [reemplazar="Glu" /[reemplazar="Ala" /reemplazar="Gly" /reemplazar="Ser" /reemplazar="Thr"
<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223> [reemplazar="Gly" [reemplazar="Ser" [reemplazar="Val" /reemplazar="Glu" /reemplazar="Leu" /reemplazar="Met"
/reemplazar="Asn" /reemplazar="lle" /reemplazar="Ala" /reemplazar="Thr"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>

<221> VARIANTE

<222> (13)..(13)

<223> [reemplazar="His" /[reemplazar="Pro" /reemplazar="Asn" /reemplazar="Ser" /reemplazar="Thr" /reemplazar="Ala"
/reemplazar="Gly" /reemplazar="Lys" /reemplazar="GIn"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> [reemplazar="Lys"/reemplazar"Ala" /reemplazar="Ser" /reemplazar="Gly" /reemplazar="Met" /reemplazar="Asn" /
reemplazar="GIn"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(16)

<223> [reemplazar="Gly" /reemplazar="Ser" /reemplazar="Asp" /reemplazar="Asn"
<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>

<221> VARIANTE

<222> (17)..(17)

<223> [reemplazar="Asn" /[reemplazar="Ser" /reemplazar="Ile" /reemplazar="Gly" /reemplazar="Val" /reemplazar="GIn"
/reemplazar="Thr"
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<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (18)..(18)

<223> [reemplazar="Leu" /[reemplazar="GIn" /reemplazar="Ala"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (19)..(19)

<223> [reemplazar="GIn" /[reemplazar="Leu" /reemplazar="Asn" /reemplazar="Ile"
<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (20)..(20)

<223> [reemplazar="Leu" [reemplazar="Ala" /reemplazar="Ser" /reemplazar="Lys" /reemplazar="GIn" /reemplazar="Val"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> [reemplazar="Phe" /reemplazar="Tyr" /[reemplazar="His" /reemplazar="lle"
<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (22)..(22)

<223> [reemplazar="Phe"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (23)..(23)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (24)..(24)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (25)..(25)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (26)..(26)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (27)..27)

<223> xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (28)..(28)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido

<220>

<221> VARIANTE

49



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514615713

<222> (29)..(29)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)..(31)

<223> [reemplazar="Asp /reemplazar="GIn" /reemplazar="Asn" [reemplazar="Ser" /[reemplazar="Ala" /reemplazar="Val"
/reemplazar="Leu" /[reemplazar="Illeu" /reemplazar="Thr"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (32)..(32)

<223> [reemplazar="GIn" /[reemplazar="Asp" /reemplazar="Asn" /reemplazar="Pro" /reemplazar="Thr" /reemplazar="Leu"
[reemplazar="Ser" /reemplazar="Ala"/reemplazar="Gly" /reemplazar="Val"
<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (33)..(33)

<223> [reemplazar="Tyr"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (34)..(34)

<223> [reemplazar="Ile" [reemplazar="Ser" /[reemplazar="Val" /reemplazar="Ala" /reemplazar="Asn" /reemplazar="Gly"
/reemplazar="Leu"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (35)..(35)

<223> [reemplazar="Trp" /reemplazar="Phe"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (36)..(36)

<223> [reemplazar="Ser" /[reemplazar="Ala"

<220>

<223> No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia
<220>

<221> VARIANTE

<222> (39)..(39)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (40)..(40)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (41)..(41)

<223> Xaa = cualquier amino&cido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (42)..(42)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (43)..(43)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (44)..(44)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (45)..(45)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (46)..(46)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (47)..(47)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (48)..(48)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (49)..(49)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (50)..(50)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (52)..(52)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (53)..(53)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (54)..(54)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (56)..(56)

<223> [reemplazar=""

<220>

<223> xaa = ausente o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>

<221> VARIANTE
<222> (57)..(57)
<223> [reemplazar=""
<220>

<223> Xaa = ausente o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

<220>
<221> VARIANTE

ES 2514615713
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<222> (58)..(58)
<223> [reemplazar=
<220>

<223> xaa = ausente
<400> 52

<210>53

<211> 58

<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 53

<210> 54

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia arti
<220>

ES 2514615713

o cualquier aminoacido; No se da preferencia al aminoacido que aparece en la secuencia

xié'xaé Xaa xaa C)s/s Xaa Xaa Xaa Xaa ;;(s’p Asp Gly Arg Cys Qgg Ala
Ala His Pro /2\59 Trp Tyr Xaa Xaa )?fas\a Xaa Xaa Xaa Xaa %s Glu Glu
Phe Thr ;gr Gly Gly Cys Xaa ):Sa Xaa Xaa Xaa Xaa )‘ga Xaa Xaa Xaa

Xaa ?83 CyS Xaa Xaa Xaa <5:)S/s Xaa Xaa Xaa

Liu Pro Asn val cgs Ala phe Pro Met %u Lys Gly Pro Cys 'g]n Thr
Tyr Met Thr %g Trp Phe Phe Asn sl'sle Glu Thr Gly Glu %s Glu Leu
Phe Ala 'gr Gly Gly Cys Gly g;l)y A;n Ser Asn Asn :tste Leu Arg Lys
Glu %s Cys Glu Lys Phe %s Lys Phe Thr e

ficial

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 54

Lgu'Prb Asn val c§s Ala phe Pro Met Glu Asp Gly Pro Cys Ai\rg Ala

. 0
Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Phe Glu Thr Gly Glu Cys Glu Glu

30

20 25
Phe Ala ';gr Gly Gly Cys Gly %y Asn Ser Asn Asn 4Pt5\e Leu Arg Lys

Glu ls.xs Cys Glu Lys Phe ggsrs Lys Phe Thr

<210>55

<211>58

<212> PRT

<213> Secuencia arti
<220>

ficial

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 55
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A;:g Pro Asp Phe C)S/s Leu Glu Pro Pro %u Thr Gly Pro Cys A;g Ala
1

Ala His Pro %g Tyr Phe Tyr Asn g}a Lys Ala Gly tLeu %s Glu Glu

Phe val gr Gly Gly cys Gly Q;I)a LysS Arg Asn Asn :Fsle Lys Ser Ala
Glu ggp Cys Met Arg Thr ggs Gly Gly Ala

<210> 56

<211>186

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> oligonucledtido generado sintéticamente
<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (44)..(44)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (55)..(55)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (56)..(56)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (58)..(58)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (59)..(59)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (61)..(61)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (62)..(62)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (106)..(106)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (107)..(107)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (121)..(121)
<223>n=a,t,cog
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<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (122)..(122)
<223>n=a,t,cog

<400> 56
gcc gag atg cat tcc ttc tgc gcc ttc aag gct gat gat g?t cnt tgt 48
Ala Glu Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Xaa Cys
1 5 10 15
aaa gst nnt nns nng cgt ttc ttc ttc aac atc ttc acg cgt cag tgc 96
Lys Xaa Xaa xgg Xaa Arg Phe phe Ptzusa Asn Ile phe Thr Ag GIn Cys
sag saa ttc nns tac g?t g?t tgt nns g?t aac cag aac cgg ttc gaa 144
Xaa Xaa Phe Xaa Tyr Gly Gly Cys Xaa Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu
35 40 45
tct cta gag gaa tgt aag aag atg tgc act cgt gac g?c gcc 186
Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp Gly Ala
50 55 60
<210> 57
<211> 62
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Péptido generado sintéticamente
<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (18)..(18)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (19)..(19)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (20)..(20)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (33)..(33)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (34)..(34)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<220>

<221> VARIANTE
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<222> (41)..(41)
<223> Xaa = cualquier amino&cido
<400> 57

A1a ‘Glu Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lgs Ala Asp Asp Gly ){ga Cys
Lys Xaa Xaa )z(aa Xaa Arg Phe Phe ;he Asn Ile Phe Thr gag GIn Cys
Xaa Xaa gisie Xaa Tyr Gly Gly %s Xaa Gly Asn Gln ﬁgn Arg Phe Glu
ser ls.gu Glu Glu Cys Lys ggs mMet Cys Thr Arg g(s)p Gly Ala

<210>58

<211>4

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> fragmento sintético
<400> 58

Lys Arg Pro Arg

<210>59

<211>13

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de ADN sintético
<220>

<221>CDS

<222> (1)..(13)

<400> 59

aaa agg cct cga g
L{s Arg Pro Arg

<210> 60

<211> 14

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente
<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (12)..(12)

<223> xaa = cualquier aminoacido
<400> 60
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L){Q'Arérc'lu Ala A1sa Glu Pro Trp Gly ;;;I)a Xaa Xaa Leu Glu

<210> 61

<211> 42

<212> ADN

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Fragmento de ADN sintético
<220>

<221> CDS

<222> (1)..(42)

<400> 61

aaa agg gaa gcg gcc gag cca tgg ggc gcc taa tag ctc gag 42
L{s Arg Glu Ala Aga Glu Pro Trp Gly Alls * % leu Glu

<210> 62

<211> 66

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 62

Lys Arg Glu Ala A';a Glu Met His ser ;P)e Cys Ala phe Lys A;a Asp
1 .

Asp Gly Pro %s Lys Ala Ile Met lz.gs Arg Phe phe Phe Asn Ile Phe

3
Thr Arg g}n Cys Glu Glu Phe ﬂ)e Tyr Gly Gly Cys g}u Gly Asn GlIn

Asn gag Phe Glu Ser Leu ggu Glu Cys Lys Lys nél(e)t Cys Thr Arg Asp

Gly Ala
65

<210> 63

<211> 210

<212> ADN

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Oligonucledtido generado sintéticamente

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(198)
<400> 63

56



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

aaa
Lys
1

gac
Asp
acg
Thr

aac
ASn

Q?C
6%

<210> 64
<211>58
<212> PRT

agg 9?3

g9cg gcc gag
Arg Glu A

Ta Ala Glu
5

ggt ccg
Gly Pro

tgt aaa g%t
Cys Lys Ala
%

cgt cag

tgc gag gaa
Arg G}g

Cys Glu Glu
cgg ttc

Arg Phe Glu ser Leu
S

gcc taatagctcg ag
Ala

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 64

<210> 65
<211> 58
<212> PRT

Mgt His Ser Phe

Asn His GIn Arg

20

Phe Ser ;gr Gly

Glu Glu Cys Lys
50

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 65

Mit His Ser Phe Cgs Ala

Ala His Pro 389 Trp Phe

Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
3

Glu ggu Cys Lys Lys Met

atg
Met

atc
Ile

ttc
Phe

ES 2514615713

cat tcc
His ser

atg aaa
Met Lys
25

att tac
Ile Tyr
40

gaa tct cta gag gaa tgt
G}g Glu Cys

cgs Ala
phe phe
Gly Cys
LysS Met

Phe Lys
Phe Asn
Gly Gly

™
Cys Thr
53

Phe
Phe
Gly

§¥°

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ttc tgc gct ttc aaa gct gat 48
Phe Cys Ala phe Lys Ala Asp
10 15
cgt ttc ttc ttc aac att ttc 96
Arg phe Phe Phe A;g Ile Phe
g?t ggt tgt gaa g?t aac cag 144
Gly Gly Cys Glg Gly Asn GIn
aag aag atg tgc act cgt gac 192
Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
60
210

Lys Ala éap Asp Gly
Asn Ile Phe Thr Arg
Gly izn Gln Asn Arg
#2r Arg Asp

Qgp Gly Gly Arg Cys

Phe Thr Arg GIn ggs

GIn Asn Arg Phe Glu
45

Asp

57

His Cys Ala Ala
GIn ggs Glu Glu
Phe Glu Ser Leu
45

Ala Gly
15
Glu Glu

Ser Leu
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<210> 66
<211> 58
<212> PRT

ES 2514615713

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<400> 66

<210> 67
<211>97

<212> ADN

M;t His Ser Phe c¥s Ala phe Lys Ala ;;(s)p Asp Gly Pro
Ala His Pro 359 Trp Phe Phe Asn %}e Phe Thr Arg GlIn
phe Ser Tgr Gly Gly Cys Gly Gly Asn GIn Asn Arg Phe

3 : 40 45
Glu g(])u Cys Lys Lys Met ‘:Szgs Thr Arg Asp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Oligonucle6tido generado sintéticamente

<220>

<221> CDS

<222> (7)..(90)

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222>(38)..(38) 0 g
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (43)..(43)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (44)..(44)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (56)..(56)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (59)..(59)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (62)..(62)
<223>n=a,t,cog

<220>

<221> caracteristicas_miscelaneas
<222> (65)..(65)
<223>n=a,t,cog

58

Cys Ser Ala
15

Cys Glu Glu

30

Glu Ser Leu



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2514615713

cctect atg cat tcc ttc tge gec ttc aag gct ras rnt ggt nnt tgt
Mit His Ser Phe c¥s Ala pPhe Lys Ala xi(a) Xaa Gly Xaa Cys

ara gst rnt cns cns cgt tks ttc ttc aac atc ttc acg cgt

<400> 67
Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Ar
15
tcectec
<210> 68
<211> 23
<212> ADN
<213> Secuencia artificial
<220>
<223> Fragmento de ADN sintético
<400> 68
23 ggagggaacg cgtgaagatg ttg
<210> 69
<211> 28
<212> PRT
<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Péptido generado sintéticamente

<220>

<221> VARIANTE

<222> (10)..(10)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (11)..(11)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (13)..(13)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (15)..(15)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (16)..(16)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (17)..(17)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (18)..(18)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido
<220>

<221> VARIANTE

<222> (19)..(19)

<223> Xaa = cualquier aminoéacido

8 Xaa Phe Phe Asn I%g Phe Thr Arg

59

48

90

97
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<220>

<221> VARIANTE

<222> (21)..(21)

<223> Xaa = cualquier amino&cido
<400> 69

M:t His Ser Phe qsrs Ala Phe Lys Ala )l%a Xaa Gly Xaa Cys >1(:;a Xaa
Xaa Xaa Xaa %g Xaa Phe Phe Asn g;e pPhe Thr Arg
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Reivindicaciones

1.

Un polipéptido que inhibe la calicreina que comprende una estructura de dominio Kunitz que comprende la
secuencia de aminoacidos:

Xaa1-Xaa2-Xaa3-Xaa4-Cys-Xaab-Xaa7-Xaa8-Xaa9-Xaa10-Xaa11-Gly-Xaa13-
Cys-Xaa15-Xaa16-Xaa17-Xaa18-Xaa19-Xaa20-Xaa21-Xaa22-Xaa23-Xaa24-Xaa25-
Xaa26-Xaa27-Xaa28-Xaa29-Cys-Xaa31-Xaa32-Xaa33-Xaa34-Xaa35-Xaa36-Gly-Cys-
Xaa39-Xaad0-Xaad1-Xaad2-Xaad3-Xaad4-Xaad5-Xaad6-Xaad7-Xaad8-Xaa49-Xaab0-
Cys-Xaa52-Xaa53-Xaa54-Cys-Xaa56-Xaa57-Xaa58,

en donde:
Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 pueden estar ausentes;
Xaalo se selecciona a partir de Asp, Glu, Ala, Gly, Ser, y Thr;
Xaall se selecciona a partir de Asp, Gly, Ser, Val, Glu, Leu, Met, Asn ,lle, Alay Thr;
Xaal3 se selecciona a partir de Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys y Glin;
Xaal5 se selecciona a partir de Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asny Gin;
Xaal6 se selecciona a partir de Ala, Gly, Ser, Asp, y Asn;
Xaal7 se selecciona a partir de Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, Giny Thr;
Xaal8 se selecciona a partir de His, Leu, GlIn, y Ala;
Xaal9 se selecciona a partir de Pro, GIn, Leu, Asn, y lle;
Xaa20 se selecciona a partir de Arg, Leu, Ala, Ser, Lys, GIn, y Val;
Xaa2l se selecciona a partir de Trp, Phe, Tyr, His y lle;
Xaa22 se selecciona a partir de Tyr y Phe;
Xaa23 se selecciona a partir de Tyr y Phe;
Xaa3l se selecciona a partir de Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lley Thr;
Xaa32 se selecciona a partir de Glu, GIn, Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly y Val;
Xaa33 se selecciona a partir de Phe y Tyr;
Xaa34 se selecciona a partir de Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu;
Xaa35 se selecciona a partir de Tyr, Trp y Phe;
Xaa36 se selecciona a partir de Gly, Ser y Ala;
Xaa39 se selecciona a partir de Gly, Glu, Ala, Ser y Asp;
Xaa40 se selecciona a partir de Gly y Ala;
Xaa43 se selecciona a partir de Asny Gly; y
Xaa4bh se selecciona a partir de Phe y Tyr;

para su uso en el tratamiento o prevencion del edema de la piel, tejido subcutaneo, la laringe, el tracto respiratorio
superior o el tracto gastrointestinal en un paciente, en donde dicho edema se asocia con excesiva actividad de
calicreina

El polipéptido para uso de la reivindicacién 1, en donde el polipéptido inhibidor de la calicreina comprende la
secuencia de aminoacidos y en donde:

Xaalo se selecciona a partir de Asp, y Glu;

Xaall se selecciona a partir de Asp, Gly, Ser, y Val;
Xaal3 se selecciona a partir de Arg, His, Pro, Asn, y Ser;
Xaal5 se selecciona a partir de Arg, y Lys;

Xaal6 se selecciona a partir de Ala, y Gly;

Xaal7 se selecciona a partir de Ala, Asn, Ser, y lle;
Xaal8 se selecciona a partir de His, Leu, y Glin;
Xaal9 se selecciona a partir de Pro, GIn, y Leu;
Xaa20 es Arg;

Xaa21 se selecciona a partir de Trp, y Phe;

Xaa31 es Glu;
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Xaa32 se selecciona a partir de Glu, y GIn;
Xaa33 es Phe;

Xaa34 se selecciona a partir de Thr, lle, y Ser
Xaa3b5 es Tyr,;

Xaa36 es Gly; y

Xaa39 se selecciona a partir de Gly, Glu, y Ala.

El polipéptido para uso de la reivindicacién 2, en donde el polipéptido inhibidor de la calicreina comprende la

secuencia de aminoacidos y en donde:

Xaall es Asp;

Xaall se selecciona a partir de Asp, y Gly;
Xaal3 se selecciona a partir de Arg, y His;
Xaal5 es Arg;

Xaal6 se selecciona a partir de Ala, y Gly;
Xaal7 se selecciona a partir de Ala, y Asn;
Xaal8 es His; y

Xaal9 se selecciona a partir de Pro, GIn, y Leu

El polipéptido para uso de la reivindicacion 1, en donde el péptido inhibidor de calicreina comprende una secuencia
de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en sec. con num. de ident:5, sec. con nim. de ident:6, sec.
con num. de ident:7, sec. con nim. de ident:8, sec. con num. de ident:9, sec. con nim. de ident:10, sec. con niim.

de ident:11, sec. con nim. de ident.:14, sec. con nim. de ident.:15, sec. con nim. de ident.:16, sec.
ident.:17, sec. con num. de ident.:19, sec. con num. de ident.:20, sec. con num
ident.:22, sec. con nim. de; ident.:23, sec. con num. de ident.:24, sec. con nim. de ident.:25, sec.
ident.:26, sec. con num. de ident.:27, sec. con num. de ident.:28, sec. con num
ident.:30, sec. con nim. de ident.:31, sec. con num. de ident.:32, sec. con nim
ident.:36, sec. con nim. de ident.:38, sec. con nim. de ident.:40 sec. con num
ident.:51, sec. con num. de ident.:54 y sec. con nim. de ident.:55.

. de ident.:21, sec.

. de ident.:29, sec.
. de ident.:34, sec.
. de ident.:46, sec.

con ndm.
con nam.
con nam.
con nam.
con nam.
con ndm.

de
de
de
de
de
de

Uso de un polipéptido inhibidor de la calicreina que comprende una estructura de dominio Kunitz que comprende la
secuencia de aminoéacidos tal como se define en la reivindicacion 1, para la fabricacion de un medicamento para
tratar o prevenir el edema de la piel, tejido subcuténeo, la laringe, el tracto respiratorio superior o el tracto
gastrointestinal en un paciente, en donde dicho edema se asocia con actividad excesiva de la calicreina.

El uso de la reivindicacion 5, en donde el polipéptido inhibidor de calicreina comprende la secuencia de

aminoécidos y en donde

Xaalo se selecciona a partir de Asp, y Glu;

Xaall se selecciona a partir de Asp, Gly, Ser, y Val;
Xaal3 se selecciona a partir de Arg, His, Pro, Asn, y Ser;

Xaal5 se selecciona a partir de Arg, y Lys;
Xaale6 se selecciona a partir de Ala, y Gly;

Xaal7 se selecciona a partir de Ala, Asn, Ser, y lle;

Xaal8 se selecciona a partir de His, Leu, y GlIn;
Xaal9 se selecciona a partir de Pro, GIn, y Leu;

Xaa20 es Arg;

Xaa21 se selecciona a partir de Trp, y Phe;
Xaa31l es Glu;

Xaa32 se selecciona a partir de Glu, y Gln;
Xaa33 es Phe;

Xaa34 se selecciona a partir de Thr, lle, y Ser
Xaa35 es Tyr;

Xaa36 es Gly; y

Xaa39 se selecciona a partir de Gly, Glu, y Ala.
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7. El uso de la reivindicacion 6, en donde el polipéptido inhibidor de la calicreina comprende la secuencia de
aminoé&cidos y en donde

Xaall es Asp;

Xaall se selecciona a partir de Asp, y Gly;
Xaal3 se selecciona a partir de Arg, y His;
Xaal5 es Arg;

Xaal6 se selecciona a partir de Ala, y Gly;
Xaal7 se selecciona a partir de Ala, y Asn;
Xaal8 es His; y

Xaal9 se selecciona a partir de Pro, Gin, y Leu

8. El uso de la reivindicacion 5, en el que el polipéptido inhibidor de la calicreina comprende una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en sec. con nim. de ident.:5, sec. con nim. de ident.:6, sec. con

nam. de ident.:
:11, sec.
:17, sec.
122, sec.
:26, sec.
:30, sec.
:36, sec.

ident.
ident.
ident.
ident.
ident.
ident.
ident.:

51, sec.

7, sec. con num. de ident.:8, sec. con num. de ident.:9, sec. con nim. de ident.:10, sec. con nam.
con num. de ident.:14, sec. con num. de ident.:15, sec.
con num. de ident.:19, sec. con num. de ident.:20, sec.
con num. de; ident.:23, sec. con num. de ident.:24, sec.
con num. de ident.:27, sec. con num. de ident.:28, sec.
con num. de ident.:31, sec. con num. de ident.:32, sec.

con num. de ident.:38, sec. con num. de ident.:40 sec.
con nim. de ident.:54 y sec. con nim. de ident.:55.
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con num. de ident.:16, sec.
con num. de ident.:21, sec.
con nim. de ident.:25, sec.
con num. de ident.:29, sec.
con num. de ident.:34, sec.
con num. de ident.:46, sec.

con nam.
con nam.
con nam.
con nam.
con nam.
con ndm.

de
de
de
de
de
de
de



	Primera Página
	Descripción
	Lista de Secuencias
	Reivindicaciones

