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DESCRIPCION

Polipéptidos de dominio Kunitz modificado y su uso para reducir la isquemia o el inicio de una respuesta inflamatoria
sistémica asociada con un procedimiento quirdrgico

Antecedentes de la invencién

Las proteasas estan implicadas en una amplia gama de rutas biol6gicas. En particular, las proteasas de serina tales como la
calicreina, plasmina, elastasa, activador de plasmindgeno uroquinasa, trombina, inhibidor de la coagulaciéon asociado a
lipoproteina humana, y factores de coagulacién tales como los factores Vlla, IXa, Xa, Xla, y Xlla se han implicado en las
vias que afectan el flujo sanguineo, por ejemplo, la isquemia general y focal, invasién tumoral, fibrinélisis, pérdida de sangre
perioperatoria, e inflamacion. Inhibidores de proteasas de serina especificos, por lo tanto, han recibido atencién como
posibles objetivos para farmaco de varias enfermedades isquémicas.

Un inhibidor de este tipo, aprotinina (denominado ademas inhibidor de tripsina pancreatica bovina o BPTI), obtenido a partir
de pulmén bovino, se aprobd en los Estados Unidos para el uso profilactico en la reduccion de la pérdida de sangre
perioperatoria y la necesidad de transfusion en pacientes sometidos a la derivacién cardiopulmonar (CPB), por ejemplo, en
el curso de un procedimiento de injerto de derivacién de la arteria coronaria. La aprotinina se comercializa bajo el nombre
comercial TRASYLOL® (Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut) y previamente se aprobd
para su uso en el tratamiento de la pancreatitis. La efectividad de la aprotinina esta asociada con sus capacidades
relativamente inespecificas de inhibir una variedad de proteasas de serina, incluyendo calicreina plasmatica y plasmina.
Estas proteasas son importantes en una serie de rutas del sistema de activaciéon de contacto (CAS).

CAS es inicialmente activado cuando la sangre completa se pone en contacto con la superficie de sustratos foraneos (por
ejemplo, caolin, vidrio, sulfato de dextrano, o superficies 6seas dafiadas). Calicreina, una proteasa de serina, es una enzima
plasmatica que inicia la cascada de CAS conduciendo a la activaciéon de neutréfilos, plasmina, coagulacién, y varias cininas.
Calicreina se secreta como un zimégeno (pre-calicreina) que circula como una molécula inactiva hasta activarse por un
evento proteolitico temprano en la cascada de activacion de contacto. Ciertamente, la inhibicion especifica de la calicreina
puede ser un enfoque muy atractivo para el control de la pérdida de sangre asociado con la CPB vy el inicio de la respuesta
inflamatoria sistémica (SIR) como puede encontrarse durante, por ejemplo, varios procedimientos quirirgicos invasivos.

A pesar de ser el Unico compuesto con licencia para prevenir la pérdida de sangre perioperatoria en la CPB para los
procedimientos de injerto de la derivacién de la arteria coronaria (CABG), la aprotinina es no tan ampliamente usada como
podria esperarse. Existen serias preocupaciones acerca del uso de este polipéptido bovino en pacientes que requieren la
CPB, y en particular el uso de este compuesto en los procedimientos de CABG. La aprotinina no es especifica para la
calicreina, pero interactia con enzimas adicionales (por ejemplo, plasmina) en multiples rutas. Asi, el mecanismo de accién
de la aprotinina es ampliamente especulativo, y la falta de comprensién precisa de qué se afecta durante el tratamiento con
la aprotinina produce el riesgo de complicaciones durante el tratamiento. Una complicacién frecuentemente citada es la
trombosis incontrolada, debido a las acciones de aprotinina en la via fibrinolitica. Existe preocupaciéon no sélo sobre tales
eventos hiperagudos como la trombosis del vaso mayor en el periodo perioperatorio, sino también sobre la permeabilidad
del injerto después del procedimiento de CABG. Ademas, como una proteina de origen natural obtenida de pulmén bovino,
la administracion de la aprotinina en seres humanos puede inducir reacciones de hipersensibilidad severa o anafilacticas o
anafilactoides después de la primera y mas frecuentemente, después de la administracion repetida a los pacientes. Esta es
particularmente la preocupacion en el gran ndimero de pacientes que tienen procedimientos de CABG repetidos.
Adicionalmente, existe una creciente preocupacion publica acerca del uso del material derivado de fuentes bovinas como un
vector potencial para la transmision de la encefalopatia espongiforme bovina a los seres humanos.

Las preocupaciones dejan claro que contintan siendo una necesidad los medios y métodos mas eficaces y mas especificos
para prevenir o reducir pérdida de sangre perioperatoria y el inicio de la SIR en un paciente sometido a cirugia, lo que
resulta en la activacion de CAS, tales como los procedimientos de CABG en pacientes de la CPB, o reemplazo de cadera.

Breve descripcién de la invencion
La presente invencién se define por las reivindicaciones.
Esta presente descripcién que incluye la invencién se basa en el descubrimiento de péptidos que inhiben las proteasas de

serina. Proteasas de serina tal como, por ejemplo, la calicreina, estan implicadas en, por ejemplo, las vias que conducen a
la pérdida excesiva de sangre perioperatoria y el inicio de la respuesta inflamatoria sistémica. Inhibidores de péptido
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calicreina preferidos incluyen los descritos en la patente de Estados Unidos nims. 6,333,402 y 6,057,287 en Markland y
otros Esta dirigida en parte al uso de los péptidos en métodos terapéuticos y composiciones adecuadas para usar en la
eliminacién o reduccién de varias isquemias, que incluyen pero sin limitarse a la pérdida de sangre perioperatoria, y el inicio
de la respuesta inflamatoria sistémica. La pérdida de sangre perioperatoria resulta de los procedimientos invasivos
quirtrgicos que conducen a la activacion por contacto de los componentes del complemento y los sistemas de
coagulacion/fibrindlisis. Mas especificamente, la invencién proporciona métodos para usar inhibidores de la calicreina para
reducir o prevenir la pérdida de sangre perioperatoria y una respuesta inflamatoria sistémica en pacientes sometidos a
procedimientos quirirgicos invasivos, especialmente cirugia cardiotoracica.

En un ejemplo, la presente descripcion que comprende la invencion se dirige a un método para prevenir o reducir la
isquemia en un paciente que comprende administrar al paciente una composicién que comprende un polipéptido que
comprende la secuencia de aminoacidos: Xaal Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaa10 Xaall Gly Xaa13 Cys
Xaal5 Xaa16 Xaal7 Xaa18 Xaa19 Xaa20 Xaa21 Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31
Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaa40 Xaad1 Xaa42 Xaad3 Xaad4 Xaad5 Xaad6 Xaad7 Xaad8 Xaa49 Xaas50
Cys Xaab52 Xaab53 Xaa54 Cys Xaa56 Xaa57 Xaa58 (sec. con nim. de ident.:1), en donde Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56,
Xaab7 o Xaa58 son cada uno individualmente un aminoacido o estd ausente; Xaal0 es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en: Asp y Glu; Xaa11 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Asp, Gly, Ser, Val, Asn,
lle, Ala 'y Thr; Xaa13 es un aminoéacido seleccionado del grupo que consiste en: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys y
GIn; Xaa15 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn y GiIn; Xaa16 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Gly, Ser, Asp y Asn; Xaa17 es un amino&cido seleccionado del
grupo que consiste en: Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, GIn y Thr; Xaa18 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en: His, Leu, GIn y Ala; Xaa19 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Pro, Gin, Leu, Asn e lle; Xaa21 es
un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en: Trp, Phe, Tyr, His e lle; Xaa22 es un aminodcido seleccionado del
grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa23 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa31 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle y Thr; Xaa32 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Glu, Gin, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly y Val; Xaa34 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu; Xaa35 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Tyr, Trp y Phe; Xaa39 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en:
Glu, Gly, Ala, Ser y Asp; Xaa40 es un aminodacido seleccionado del grupo que consiste en: Gly y Ala; Xaa43 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gly; Xaa45 es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: Phe y Tyr; y en donde el polipéptido inhibe la calicreina.

En un caso particular, la isquemia es pérdida de sangre perioperatoria debida a un procedimiento quirdrgico realizado al
paciente. El procedimiento quirirgico puede ser una cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo, derivacion cardiopulmonar
o injerto de derivacién de la arteria coronaria.

En una modalidad particular, posiciones de aminoacidos individuales de sec. con ndm. de ident.:1 son: Xaal10 es Asp,
Xaal1 es Asp, Xaa13 es Pro, Xaal5 es Arg, Xaa16 es Ala, Xaa17 es Ala, Xaa18 es His, Xaa19 es Pro, Xaa21 es Trp,
Xaa31 es Glu, Xaa32 es Glu, Xaa34 es lle, Xaa35 es Tyr, Xaa39 es Glu.

En otro ejemplo, la presente descripcién que comprende la invencién se dirige a un método para prevenir o reducir el inicio
de la respuesta inflamatoria sistémica asociada con un procedimiento quirtrgico en un paciente que comprende administrar
al paciente una composicién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos: Xaal Xaa2 Xaa3
Xaa4 Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaal0 Xaall Gly Xaal13 Cys Xaa15 Xaa16 Xaal17 Xaa18 Xaa19 Xaa20 Xaa21 Xaa22
Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaa40 Xaa41
Xaa42 Xaad43 Xaa44 Xaad5 Xaad6 Xaad7 Xaad8 Xaad9 Xaa50 Cys Xaa52 Xaa53 Xaa54 Cys Xaa56 Xaa57 Xaab58 (sec.
con nuam. de ident.:1), en donde Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 son cada uno individualmente un
aminoacido o esta ausente; Xaa10 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Asp y Glu; Xaal1 es un
aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, lle, Ala y Thr; Xaa13 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys y GIn; Xaa15 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn y GIn; Xaa16 es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en: Ala, Gly, Ser, Asp y Asn; Xaa17 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Asn,
Ser, lle, Gly, Val, GIn y Thr; Xaa18 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: His, Leu, GIn y Ala; Xaa19 es
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Pro, Gin, Leu, Asn e lle; Xaa21 es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en: Trp, Phe, Tyr, His e lle; Xaa22 es un aminodacido seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe;
Xaa23 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa31 es un aminoacido seleccionado del
grupo que consiste en: Glu, Asp, Gin, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle y Thr; Xaa32 es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly y Val; Xaa34 es un aminoacido seleccionado del grupo que
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consiste en: Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu; Xaa35 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Tyr, Trp
y Phe; Xaa39 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Glu, Gly, Ala, Ser y Asp; Xaa40 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Gly y Ala; Xaa43 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Asn y
Gly, Xaa45 es un aminodcido seleccionado del grupo que consiste en: Phe y Tyr; y en donde el polipéptido inhibe la
calicreina. En un caso particular, el procedimiento quirdrgico puede ser una cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo,
derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacion de la arteria coronaria. En una modalidad ejemplo particular, las
posiciones de aminoacidos individuales de sec. con ndm. de ident.:1 son: Xaa10 es Asp, Xaall es Asp, Xaal3 es Pro,
Xaal5 es Arg, Xaal16 es Ala, Xaal7 es Ala, Xaa18 es His, Xaa19 es Pro, Xaa21 es Trp, Xaa31 es Glu, Xaa32 es Glu,
Xaa34 es lle, Xaa35 es Tyr, Xaa39 es Glu.

Aun en otro ejemplo, la presente descripcion se dirige a un método para prevenir o reducir el inicio de la respuesta
inflamatoria sistémica asociada con un procedimiento quirirgico en un paciente que comprende administrar al paciente una
composicién que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos: Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys
Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys
Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (aminoacidos 3-60 de sec. con nim. de
ident.:2), en donde el polipéptido inhibe la calicreina. En un ejemplo, el procedimiento quirdrgico es a cirugia cardiotoracica,
tal como, por ejemplo, derivacién cardiopulmonar o injerto de derivacion de la arteria coronaria.

En otro ejemplo, la presente descripcion se dirige a un método para prevenir o reducir la isquemia en un paciente que
comprende administrar al paciente una composicion que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de
aminoacidos: Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe
Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GiIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys
Thr Arg Asp (aminodacidos 3-60 de la sec. con num. de ident.:2), en donde el polipéptido inhibe la calicreina. En un caso
particular, la isquemia puede ser pérdida de sangre perioperatoria debida a un procedimiento quirdrgico realizado al
paciente. En un ejemplo, el procedimiento quirlrgico es una cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo, derivacion
cardiopulmonar o injerto de derivacién de la arteria coronaria.

Aun en otra modalidad, la invencion se dirige a un método para prevenir o reducir el inicio de la respuesta inflamatoria
sistémica asociada con un procedimiento quirlrgico en un paciente que comprende administrar al paciente una composicion
que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de amino&cidos: Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro
Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gin Asn
Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (aminoacidos 5-60 de sec. con num. de ident.:2), en donde
el polipéptido inhibe la calicreina. En una modalidad, el procedimiento quirdrgico es una cirugia cardiotoracica, tal como, por
ejemplo, derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacién de la arteria coronaria.

En otra modalidad, la invencion se dirige a un método para prevenir o reducir la isquemia en un paciente que comprende
administrar al paciente una composicion que comprende un polipéptido que consiste en la secuencia de aminoacidos: Ser
Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu
Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (aminoacidos
5-60 of sec. con nim. de ident.:2), en donde el polipéptido inhibe la calicreina. En una modalidad particular, la isquemia
puede ser pérdida de sangre perioperatoria debida a un procedimiento quirirgico realizado al paciente. En una modalidad, el
procedimiento quirdrgico es una cirugia cardiotordcica, tal como, por ejemplo, derivacién cardiopulmonar o injerto de
derivacion de la arteria coronaria.

Breve descripcion de los dibujos

La FIG. 1 es un diagrama simplificado de las principales rutas multiples y eventos relacionados implicados en sistema de
activacion de contacto y respuesta inflamatoria sistémica (SIR) que puede surgir en un paciente sometido a traumatismo
de tejido 6seo o blando tal como el que se asocia con un procedimiento de injerto de derivacién de la arteria coronaria
(CABG), especialmente cuando el procedimiento CABG implica circulacion extracorpérea, tal como derivacion
cardiopulmonar (aparato de derivacion coronaria). Las flechas indican la activacion de un componente o evento a otro
componente o evento en la cascada. Las flechas en ambas direcciones indican efectos de activacién de componentes o
eventos en ambas direcciones. Las flechas quebradas indican la participacion probable de un componente o evento en la
activacion de otro componente o evento. Las abreviaturas son como sigue: "tPA" = activador tisular del plasminégeno;
"C5a" = un componente proteico del sistema del complemento; "fXlla" = proteina activadora de la precalicreina para
formar la calicreina activa; "Extrinseco" = sistema de coagulacion extrinseco; "Intrinseco” = sistema de coagulacion
intrinseco.
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La FIG. 2 muestra una porcion de un ADN y una secuencia de aminoacido deducida correspondiente de un polipéptido
Kl de la presente descripcion en el plasmido pPIC-K503. ElI ADN insertado codifica el péptido sefial mata prepro de
Saccharomyces cerevisiae (subrayado) fusionado con marco del amino terminal del polipéptido KI PEP-1 que tiene la
secuencia de aminoacidos delimitada por el area en caja. La secuencia de aminodcidos del polipéptido PEP-1 Ki
mostrada en la regién en caja es la sec. con nim. de ident.:2, y la secuencia codificante del nucleétido correspondiente
del polipéptido Kl es la sec. con nim. de ident.:3. Las flechas punteadas indican el lugar y direcciéon de dos secuencias
iniciadoras de PCR en las regiones AOX que se usaron para producir los moldes de la secuenciacion. La secuencia de
ADN para la secuencia nucleotidica completa de la figura comprende la secuencia codificante estructural para la proteina
de fusiéon y se denomina como sec. con num. de ident.:27. La porcién de la secuencia subrayada doble indica una
secuencia de sonda diagnostica. BstBl y EcoRI indican los lugares en la secuencia de sus respectivos sitios
palindrémicos, hexaméricos de restriccion de endonucleasa. Los asteriscos denotan codones de parada de la traduccién.
Las Figs. 3A y 3B muestran un alineamiento de las secuencias de aminoacidos del ejemplo preferido de la presente
descripcién, la secuencia LACI nativa de la que se derivaron estas variantes (sec. con ndm. de ident.:32), y otros
dominios Kunitz conocidos (sec. con nims. de ident:29-31 y 33-53). Los residuos conservados estan resaltados.

Descripcién detallada de la invencion
La presente invencién se define en las reivindicaciones.

La presente descripcion que incluyen la invencién se basa en el descubrimiento de un grupo de polipéptidos inhibidores de
calicreina (KIl) que inhiben la calicreina plasmatica con una especificidad que permite su uso en métodos mejorados para
prevenir o reducir la isquemia tal como, por ejemplo, pérdida de sangre perioperatoria y/o una respuesta inflamatoria
sistémica (SIR) inducida por calicreina, especialmente, por ejemplo, en pacientes sometidos a procedimientos quirdrgicos y
particularmente procedimientos quirlrgicos que implican cirugia cardiotoracica, por ejemplo, la derivacion cardiopulmonar
(CPB), tal como procedimientos de injerto de derivacién de la arteria coronaria (CABG). Kls pueden usarse especificamente
para, por ejemplo, cirugia cardiaca pediatrica, transplante de pulmén, reemplazo total de cadera y transplante ortopédico del
higado, y para reducir o prevenir el derrame cerebral perioperatorio durante CABG, oxigenacion de la membrana
extracorpérea (ECMO) y accidentes cerebrovasculares (CVA) durante los procedimientos.

La cirugia cardiotoracica es la cirugia del area del pecho, mas cominmente los pulmones y el corazén. Enfermedades
tipicas tratadas por cirugia cardiotoracica incluyen enfermedad de la arteria coronaria, tumores y canceres del pulmoén,
esofago y pared toracica, anomalias en las valvulas o vaso del corazoén, y defectos de nacimiento que implican el corazén o
el pecho. Donde la cirugia cardiotoracica se utiliza para el tratamiento, se incurre en el riesgo de la pérdida de sangre (por
ejemplo ,isquemia inducida por cirugia) y el inicio de una respuesta inflamatoria sistémica (SIR). SIR inducida por la cirugia
puede resultar en una disfuncién organica severa (sindrome de respuesta inflamatoria sistémica; SIRS).

Utilidad del polipéptido en la invencién

Polipéptidos KI utiles en la presente descripcién que comprenden la invencién incluyen los polipéptidos de dominio Kunitz.
En una modalidad los dominios Kunitz son formas variante de la estructura en bucle que comprende el dominio Kunitz 1 de
la proteina inhibidora de la coagulacion asociada a lipoproteina humana (LACI). LACI contiene tres estructuras peptidicas
internas, bien definidas, en bucle que son dominios Kunitz paradigmas (Girard, T. y otros, 1989. Nature, 338:518-520). Los
tres dominios Kunitz de LACI le confieren la capacidad de ligarse e inbihir la calicreina, aunque no con afinidad excepcional.
Variantes del dominio Kunitz 1 de LACI descritos en la presente, se han tamizado, aislado y unido a la calicreina con
especificidad y afinidad mejorada (ver, por ejemplo, patente de Estados Unidos nims. 5,795,865 y 6,057,287). Un ejemplo
de un polipéptido preferido Util en la presente descripcién tiene la secuencia de aminoacidos definida por los aminoacidos 3-
60 de la sec. con num. de ident.:2.

Cada polipéptido util en la invencién se une a la calicreina, y polipéptidos preferidos son ademas los inhibidores de la
calicreina (KI) como determinado usando los ensayos de inhibicion y unién a la calicreina conocidos en la técnica La
especificidad y afinidad mejorada de los polipéptidos de dominio Kunitz variante a la calicreina descritos en la presente
proporciona la base para su uso en la cirugia cardiotoracica, por ejemplo, procedimientos quirdrgicos de la CPB y
especialmente de CABG, para prevenir o reducir la pérdida de sangre perioperatoria y el inicio de SIR en pacientes
sometidos a dichos procedimientos. Los polipéptidos Kl usados en la presente descripcién tienen o comprenden la
secuencia de aminodcidos de un polipéptido de dominio Kunitz variante originalmente aislado mediante el tamizaje con
bibliotecas de presentacion de fago con capacidad de unirse a la calicreina.
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Polipéptidos KI dtiles en los métodos y composiciones de la presente descripcién que comprenden la invencioén incluyen un
polipéptido de dominio Kunitz que comprende la secuencia de aminoacidos:

Xaal Xaa? Xaad Xazd Cys Xash Xaa7 Xaal Xea9 Xaal0 Xaall Gly Xaal3 Cys
Naal5 Xaal6 Xaal7 Xaal® Xaal9 X2220 Xaa2] Xaa?? Xaa23 Xaa24 X225 Xaa2h
Xaad7 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaad4 Xaad5 Gly Gly Cys Xaad9
Xaad0 Xand] Xaad?2 Xaad3 Xaadd XasdS Xaad6 Xaad7 Xaad® Xasd9 XaaS0 Cys
X2a52 Xaa33 XaaS4 Cys Xaa56 Xaa57 Xaas(sec. con nim. de dent_.c1)

"Xaa" se refiere a una posicion en una cadena peptidica que puede ser cualquiera de un nimero de diferentes aminodacidos.
Por ejemplo, para los péptidos Kl descritos en la presente descripcion, Xaa10 puede ser Asp o Glu; Xaal1 puede ser Asp,
Gly, Ser, Val, Asn, lle, Ala o Thr; Xaa13 puede ser Pro, Arg, His, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys o GIn; Xaa15 puede ser Arg,
Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn o GiIn; Xaa16 puede ser Ala, Gly, Ser, Asp o Asn; Xaa17 puede ser Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val,
GlIn o Thr; Xaa18 puede ser His, Leu, GIn o Ala; Xaa19 puede ser Pro, Gin, Leu, Asn o lle; Xaa21 puede ser Trp, Phe, Tyr,
His o lle; Xaa31 puede ser Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle o Thr; Xaa32 puede ser Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr,
Leu, Ser, Ala, Gly o Val; Xaa34 puede ser lle, Thr, Ser, Val, Ala, Asn, Gly o Leu; Xaa35 puede ser Tyr, Trp o Phe; Xaa39
puede ser Glu, Gly, Ala, Ser o Asp. Los aminoacidos Xaa6, Xaa7, Xaa8, Xaa9, Xaa20, Xaa24, Xaa25, Xaa26, Xaa27,
Xaa28, Xaa29, Xaa41, Xaa42, Xaad4, Xaad6, Xaad7, Xaad48, Xaad9, Xaas0, Xaa52, Xaa53 y Xaab4 pueden ser cualquier
aminoacido. Ademas, cada uno de los primeros cuatro y los tres Gltimos aminoacidos de la sec. con nim. de ident.:1 pueden
estar opcionalmente presentes o ausentes y puede ser cualquier aminoacido, si esta presente.

Los péptido definidos de conformidad con la sec. con nim. de ident.:1 forman un conjunto de polipéptidos que se unen a la
calicreina. Por ejemplo, en un ejemplo preferido de la presente descripcién un polipéptido Kl atil en los métodos y
composiciones de la presente descripcion tiene las siguientes posiciones variables: Xaal1 puede ser Asp, Gly, Ser o Val;
Xaa13 puede ser Pro, Arg, His o Asn; Xaa15, puede ser Arg o Lys; Xaa16 puede ser Ala o Gly; Xaa17 puede ser Ala, Asn,
Ser o lle; Xaa18 puede ser His, Leu o GiIn; Xaa19 puede ser Pro, GIn o Leu; Xaa21 puede ser Trp o Phe; Xaa31 es Glu;
Xaa32 puede ser Glu o GIn; Xaa34 puede ser lle, Thr o Ser; Xaa35 es Tyr; y Xaa39 puede ser Glu, Gly o Ala.

Un ejemplo mas especifico de la presente descripcién que comprende la invencién reivindicada se define por los siguientes
aminoacidos en las posiciones variables: Xaa10, es Asp; Xaal1 es Asp; Xaa13 puede ser Pro o Arg; Xaa15 es Arg; Xaal16
puede ser Ala o Gly, Xaa17 es Ala; Xaa18 es His; Xaa19 es Pro;Xaa21 es Trp; Xaa31 es Glu; Xaa32 es Glu; Xaa34 puede
ser lle o Ser; Xaa35 es Tyr; y Xaa39 es Gly.

Se incluyen ademas dentro del alcance de la invencién los polipéptidos que comprenden porciones de los polipéptidos
descritos en la presente invencién. Por ejemplo, los polipéptidos pueden comprender dominios de unién para epitopos
especificos de la calicreina. Se pueden incluir ademas tales fragmentos de los polipéptidos descritos en la presente
invencion.

Polipéptidos KI utiles en los métodos y composiciones descritas en la presente invencién comprenden un dominio Kunitz. Un
subconjunto de las secuencias incluidas en la sec. con nim. de ident.:1 se describen a continuaciéon (donde no se indica,
"Xaa" se refiere al mismo conjunto de aminoacidos que se tiene en cuenta en la sec. con nim. de ident.:1):

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Xaal0 Xaall Gly Xaa13 Cys Xaal5 Xaal6
Xaal7 XaalR Xaal9 Arg Xaa2] Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Xaa3l
Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Len
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (sec. con nim. de ident..54)
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gln Cys Glu Giu Phe Le Tyr Gly Gly Cys (
Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg A

(aminodcidos 3-60 de sec. con num. de ident.:2)

et His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Lys Ala Asn His Leu
Arg Phe Phe Phe Asn Oe Phe Thr Arg Glo Cys Glu Glu Fhe Ser Tyr Gly Gly Cys

Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asgp  (sec. con nom. de ident.-4) ’

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gln
Arg Phe Phe Phe Asn Tle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Thr Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg

Asp  (sec. con nam. de ident.:5)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gin
Arg Phe Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Gln Phe Thr Tyr Gly Gly Cys
Ala Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Len Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp  (sec. con num. de ident.:6)

Met Hiz Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Ser Leu Pro
Arg Phe Phe Phe Asn Tle Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe De Tyr Gly Gly Cys Gly
Gly Asn Glo Asn Arg Phe Glu Ser Leu Ghu Gl Cys Lys Lys Mef Cys Thr Arg Asp

([sec. con num. de ident.:7)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gln
Arxg Phe Phe Fhe Asn Tle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp [sec. con ndm. de ident :8)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Gly Ala His Leu
AJg Phe Phe Phe Asu Tle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu
Gily Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp

[sec. con num. de ident.:2)
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Met His Ser Phe Cys Ale Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Lys Gly Ala His Leu
Arg Phe Phe Phe Asn Iie Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ie Tyr Gly Gly Cys Gh
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Lew Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Agg Asp

{sec. con num. de ident.:10)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn Dle Phe Thr Arg Gin Cy= Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Gl Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
ASp  {sec.con num. de ident. 111)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Gle Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
ASP' [sec. con nom. de ident.s12)

Met His Ser Phe Cys Alla Phe Lys Ala Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asno Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glo Ser Leu Gla Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp: (sec. con ndm. de ident_:13)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Als Asp Val Gly Acg Cvs Aug Gly Ala Gin Pro -
Arg Phe Phe Phe Amﬂ:mmﬁugﬁhﬂ)sﬁluﬂi?Ph&SwTw{HyﬂlyCﬁ
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Giu Ser Len Giu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Atz
Asp! Sac.con num. de ident.; 14

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Als Asp Asp Gly Ser Cys Arg Ala Ala His Leu
Arg Trp Phe Phe Asn e Phe Thy Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gily Gy Asn Gln Asti Arg Phe Glu Ser Len Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Azp (sec. con ndm. de ident.:15)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Glu Gly Gly Ser Cys Arg Ala Ala His Gin

- Arg Trp Phe Phe Asn Tle Phe Thr Arg Gln Cys Giu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Lew Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (sec. con num. de ident.16)
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Gly Ala His Len
Arg Phe Phe Phe Asn lle Phe The Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Ty Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Aen Arg Phe Giu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Agp  (sec. con nim. de ident. -17)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Arg Gly Ala Leu Pro
Arg Trp Phe Phe Asn Tle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Len Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp  (sec. con nim. de ident.: 18:),

Met His Ser Phe Cyz Ala Phe Lys Ala Asp Ser Qly Asn Cyz Arg Gly Asn Leu Pro
Arg Phe Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp. (sec. con ndm. de ident_:19),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Ser Gly Arg Cys Arg Gly Asn His Gln
Arg Phe Phe Phe A Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ber Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gl Asn Arg Phe Glu Ser Len Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp [sec. con nim. de ident.:20)

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Ala Ile Gin Pro
Arg Trp Phe Phe Asn [le Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Len Gl Gl Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (sec. con nim. de ident.;21),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn [le Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arp Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
ASP  (sec. con nam. de ident.:22).
Las Figs. 3A y 3B proporcionan un alineamiento de la secuencia de aminoacidos de estas secuencias, la secuencia LACI

nativa de la que se derivaron estas variantes (sec. con nim. de ident.:32), y otros dominios Kunitz conocidos (sec. con
nams. de ident: 29-31 y 33-53).
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Los polipéptidos Kl dtiles en los métodos y composiciones descritos en la presente invencién se pueden elaborar
sintéticamente usando cualquier protocolo y equipo estandar de sintesis de polipéptido. Por ejemplo, la sintesis gradual de
un polipéptido Kl descrita en la presente invencién puede llevarse a cabo mediante la eliminaciéon de un grupo protector
amino (N) terminal de un aminodcido inicial (es decir, carboxi-terminal), y el acoplamiento a él del extremo carboxilo del
siguiente aminoacido en la secuencia del polipéptido. Este aminoacido es también adecuadamente protegido. El grupo
carboxilo del aminoacido entrante puede activarse para que reaccione con el N-terminal del aminoacido unido por la
formacién en un grupo reactivo tales como formacién en una carbodiimida, un anhidrido de &cido simétrico, o un grupo
"ester activo" tales como ésteres de hidroxibenzotriazol o pentafluorofenilo. Los métodos de sintesis de péptido en fase
solida preferidos incluyen el método BOC, que utiliza el tert-butloxicarbonilo como el grupo protector a-amino, y el método
FMOC, que utiliza 9-fluorenilmetloxicarbonilo para proteger el a-amino de los residuos de aminoacidos. Ambos métodos son
bien conocidos por los expertos en la técnica (Stewart, J. y Young, J., Solid-Phase Peptide Synthesis (W. H. Freeman Co.;
San Francisco 1989); Merrifield, J., 1963. Am. Chem. Soc., 85:2149-2154; Bodanszky, M. y Bodanszky, A., The Practice of
Peptide Synthesis (Springer-Verlag, Nueva York 1984). Si se desea, aminoacidos adicionales amino- y/o carboxi-terminal se
pueden denominar en la secuencia de aminoacidos y afiadir durante la sintesis del polipéptido.

Alternativamente, polipéptidos de dominio Kunitz y polipéptidos Kl utiles en las composiciones y métodos de la presente
descripcion que comprende la invencion se pueden producir por métodos recombinantes usando cualquier nimero de
células y vectores de la expresién correspondientes, incluyendo pero sin limitarse a vectores de expresion bacteriana,
vectores de expresidén de levadura, vectores de expresién de baculovirus, vectores de expresion viral en mamifero, y
similares. Polipéptidos de dominio Kunitz y polipéptidos KIl utiles en las composiciones y métodos de la invencién se pueden
producir transgénicamente usando moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia codificante para un dominio
Kunitz o polipéptido Kl descritas en la presente invencion, en donde la molécula de acido nucleico puede integrarse dentro y
expresarse a partir del genoma de un animal huésped usando métodos transgénicos disponibles en la técnica. En algunos
casos, puede ser necesario o ventajoso fusionar la secuencia codificante de un polipéptido de dominio Kunitz o un
polipéptido que comprende el dominio Kunitz a otra secuencia codificante en un vector de expresion para formar un
polipéptido de fusiéon que es facilmente expresado en una célula huésped. Preferentemente, la célula huésped que expresa
tal polipéptido de fusién procesa ademas el polipéptido de fusién para rendir un dominio Kunitz o polipéptido Kl dtil en la
presente descripcion que contiene sélo la secuencia de aminoacido deseada. Obviamente, si cualquier otro(s) aminoacido(s)
permanece unido al dominio Kunitz o polipéptido Kl expresado, tal(es) aminoacido(s) adicional(es) no deben disminuir la
unién a la calicreina y/o actividad inhibidora para la calicreina del dominio Kunitz o polipéptido Kl tal que se impida el uso del
polipéptido en las composiciones o métodos de la presente descripcién.

Un sistema de expresion recombinante preferido para producir polipéptidos Kl Gtiles en las composiciones y métodos
descritos en la presente invencion es un vector de expresion de levadura, que permite una secuencia de acido nucleico que
codifica la secuencia de aminodcidos para un polipéptido Kl o polipéptido de dominio Kunitz que se enlaza en el mismo
marco de lectura con una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de péptido lider prepro mata de
Saccharomyces cerevisiae, que a su vez esta bajo el control de un promotor de levadura operable. El plasmido de expresién
recombinante en levadura resultante puede transformarse después por métodos estandar en las células de un huésped de
levadura adecuado, compatible, cuyas células sean capaces de expresar la proteina recombinante a partir del vector de
expresion recombinante de levadura. Preferentemente, una célula huésped de levadura transformada con tal vector de
expresion recombinante es ademas capaz de procesar la proteina de fusién para proporcionar un polipéptido activo Kl til
en las composiciones y métodos de la presente descripcién. Un huésped de levadura preferido para producir polipéptidos de
dominio Kunitz recombinante y polipéptidos Kl que comprenden tales dominios Kunitz es Pichia pastoris.

Como indicado anteriormente, polipéptidos KI que son (tiles en los métodos y composiciones descritas en la presente
invencion pueden comprender un polipéptido de dominio Kunitz descrito en la presente invencion. Algunos polipéptidos Ki
pueden comprender una secuencia de flanqueo adicional, preferentemente de uno a seis aminoacidos de longitud, en el
extremo amino o carboxi-terminal, siempre y cuando tales aminodcidos adicionales no disminuyan significativamente la
afinidad de unién a la calicreina o actividad inhibidora de la calicreina tal que impida su uso en los métodos y composiciones
descritos en la presente invencién. Tales aminoécidos adicionales pueden aradirse deliberadamente para expresar un
polipéptido Kl en una célula huésped recombinante determinada o puede anadirse para proporcionar una funcion adicional,
por ejemplo, para proporcionar un péptido que enlaza el polipéptido Kl a otra molécula o para proporcionar una porcion de
afinidad que facilita la purificacion del polipéptido. Preferentemente, el(los) aminoacido(s) adicional(es) no incluyen cisteina,
lo que puede interferir con los enlaces disulfuro del dominio Kunitz.

Un ejemplo de un polipéptido de dominio Kunitz preferido Gtil en los métodos y composiciones de la invencién tiene la
secuencia de aminodcidos de los residuos 5-60 de la sec. con num. de ident.:2. Cuando expresado y procesado en un
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sistema de expresion de proteinas de fusidon de levadura (por ejemplo, basado en el plasmido de expresion de integracion
pHIL-D2), tal polipéptido de dominio Kunitz conserva un dipéptido Glu-Ala de amino terminal adicional a partir de la fusién
con la secuencia del péptido lider prepro mata de S. cerevisiae. Cuando segregada de la célula huésped de levadura, la
mayoria del péptido lider es procesado a partir de la proteina de fusiéon para producir un polipéptido Kl funcional
(denominado en la presente descripcién como "PEP-1") que tiene la secuencia de aminoacidos de sec. con nim. de ident.:2
(ver regién en caja en la FIG. 2).

Particularmente polipéptidos Kl preferidos Utiles en los métodos y composiciones descritas en la presente invencién tienen
una afinidad de unién a la calicreina que esta en el orden de 1000 veces superior a la de la aprotinina, la cual esta
actualmente aprobada para su uso en procedimientos de CABG para reducir la pérdida de sangre. Las afinidades de unién
sorprendentemente altas de tales polipéptidos Kl descritas en la presente invencion indican que tales polipéptidos Ki
exhiben un alto grado de especificidad para la calicreina en la exclusién de otros objetivos moleculares (ver Tabla 1, mas
abajo). Asi, el uso de tales polipéptidos de acuerdo con presente descripcién que comprende la invencién reduce gran parte
de la especulacion en cuanto a los posibles objetivos terapéuticos en un paciente El grado inferior de especificidad exhibido
por, por ejemplo, aprotinina, conduce a posibles efectos secundarios pleiotrépicos y ambigliedad en cuanto a su mecanismo
terapéutico.

Los polipéptidos definidos por, por ejemplo, la sec. con nim. de ident.:1 contienen posiciones invariables, por ejemplo,
posiciones 5, 14, 30, 51 y 55 puede ser Cys solamente. Otras posiciones tales como, por ejemplo, las posiciones 6, 7, 8, 9,
20, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 41, 42, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 52, 53 y 54 puede ser cualquier aminoacido (que incluye
aminoacidos que no son de origen natural). En un ejemplo particularmente preferido, uno o mas aminoacidos se
corresponden con aquellos de la secuencia nativa (por ejemplo, sec. con nim. de ident.:32, ver FIG. 3). En un caso
preferido, al menos una posicion variable es diferente de la secuencia nativa. En otro caso preferido, los aminoacidos
pueden ser cada uno de forma individual o colectivamente sustituido por una sustitucion de aminoacido conservadora 0 no
conservadora. Las sustituciones de aminoacidos conservativas sustituyen un aminoacido con otro aminodacido de estructura
quimica similar y puede no tener ningin efecto sobre la funcién de las proteinas. Las sustituciones de aminoacidos no
conservativas sustituyen un aminoacido con otro aminodcido de estructura quimica diferente. Ejemplos de sustituciones de
aminoacidos conservados incluyen, por ejemplo, Asn->Asp, Arg->Lys y Ser->Thr. En un caso preferido, 1, 2, 3,4, 5, 6, 7, 8,
9, 10, 11,12,13,14,15,16,17,18, 19, 20 y/o 21 de estos aminoacidos puede ser independientemente o colectivamente, en
cualquier combinacion, seleccionado para que corresponda con la posicién correspondiente de la sec. con nim. de ident.:2.

Otras posiciones, por ejemplo, las posiciones 10,11,13,15,16,17,18,19,21,22, 23, 31, 32, 34, 35, 39, 40, 43 y 45, puede ser
cualquiera del conjunto de aminoacidos seleccionado. Por lo tanto, la sec. con nim. de ident.:1 1 define un conjunto de
posibles secuencias. Cada miembro de este conjunto contiene, por ejemplo, una cisteina en las posiciones 5, 14, 30, 51 y
55, y uno cualquiera de un conjunto especifico de aminoacidos en las posiciones 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23,
31, 32, 34, 35, 39, 40, 43 y 45. En un caso preferido, 1, 2, 3,4,5,6,7,8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18 y/o 19 de estos
aminoacidos puede ser independientemente o colectivamente, en cualquier combinacién, seleccionado para que
corresponda con la posicion correspondiente de la sec. con nim. de ident.:2. El péptido de la presente invencién tiene al
menos 95 % de identidad con la sec. con nim. de ident.:2.

Métodos y Composiciones

La presente invencion se dirige ademas a los métodos para prevenir o reducir la isquemia. En la invencion se prefieren los
métodos para prevenir o reducir la isquemia o el inicio de una respuesta inflamatoria sistémica (SIR) en un paciente,
especialmente asociada con cirugia cardiotoracica. Un método para el tratamiento implica la administracion de un
polipéptido Kl que comprende un dominio Kunitz. Una modalidad del método implica usar un péptido que contiene un
secuencia de aminodcidos de sec. con nim. de ident.: 1 como se define en las reivindicaciones que tiene una afinidad para
la calicreina que es aproximadamente 1000 veces o mas que la de una proteasa de serina de amplio intervalo, por ejemplo,
aprotinina, que se aisla a partir del pulmén bovino y esta actualmente aprobada para su uso en los procedimientos de CABG
(TRASYLOL®, Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut).

Los pacientes sometidos a cualquiera de una serie de procedimientos quirlrgicos, especialmente los que implican la
circulacion extracorporea, por ejemplo, cirugia cardiotoracica, tales como, por ejemplo, la CPB, y/o traumatismo 6seo, tales
como fractura del esterndn o reemplazo de la cadera, estan en riesgo de la pérdida de sangre perioperatoria e inflamacion.
El contacto de la sangre de un paciente con las superficies de corte del hueso o el equipo de la CPB es suficiente para
activar una o varias respuestas indeseables de la cascada, incluyendo un sistema de activacion de contacto (CAS), que
puede conducir a la pérdida extensa de sangre perioperatoria que requiere de transfusiéon sanguinea inmediata, asi como
una respuesta inflamatoria sistémica (SIR), que, a su vez, puede resultar en dafo permanente de tejidos y érganos. Aunque
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no se desea estar limitado por cualquier teoria 0 mecanismo en particular, parece que la pérdida de sangre que se produce
asociada con la cirugia cardiotoracica, por ejemplo, la CPB, como en un procedimiento de CABG, resulta probablemente de
la fuga capilar extensa, que puede resultar en una pérdida significativa de sangre que se debe reemplazar por la transfusién
sanguinea inmediata.

Los métodos descritos en la presente invencién son Utiles para prevenir o reducir varias isquemias incluyendo, por ejemplo,
la pérdida de sangre perioperatoria y SIR en un paciente sometido a un procedimiento quirdrgico, y especialmente en donde
el procedimiento quirargico requiere de la circulacién extracorpérea, por ejemplo, la cirugia cardiotoracica, tal como, por
ejemplo, la CPB. Los métodos de la invenciéon son particularmente Utiles para prevenir o reducir pérdida de sangre
perioperatoria y/o SIR en un paciente sometido a un procedimiento de CABG que requiere la CPB u otra cirugia cardiaca.

Las composiciones preferidas para uso médico comprenden un polipéptido Kl descrito en la presente invencién. Tales
composiciones Utiles pueden comprender ademas uno o mas tampones, portadores, y excipientes, farmacéuticamente
aceptables que pueden proporcionar una caracteristica deseable a la composiciéon que incluye pero sin limitarse a, la
administracién mejorada de la composicién a un paciente, media-vida de circulacién mejorada del polipéptido Kl de la
composicién, compatibilidad mejorada de la composicién con la quimica sanguinea del paciente, almacenamiento mejorado
de la composicion, y/o eficacia mejorada de la composicion tras la administracion a un paciente. Adicionalmente a un
polipéptido Kl descrito en la presente invencion, las composiciones pueden comprender ademas uno 0 mas compuestos
farmacéuticamente activos que proporcionan un beneficio terapéutico o profilactico adicional a un paciente de un
procedimiento quirdrgico invasivo.

Composiciones utiles en los métodos de la presente descripcion comprenden cualquiera de los polipéptidos de dominio
Kunitz o polipéptidos Kl que comprenden tales polipéptidos de dominio Kunitz descritos en la presente invencion.
Particularmente preferidos son los polipéptidos Kl que comprende un polipéptido de dominio Kunitz que tiene una secuencia
de 58 aminoacidos de aminoacidos 3-60 de la sec. con nim. de ident.:2. Un ejemplo de tal polipéptido Kl particularmente
preferido, util en los métodos y composiciones de la presente descripcion es el polipéptido KI PEP-1 que tiene la secuencia
de 60 aminoacidos de sec. con num. de ident.:2. Una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia de aminoacidos de
sec. con num. de ident.:2 se proporciona en la sec. con nim. de ident.:3 (ver, por ejemplo, nucleétidos 309-488 en la FIG.
2). Se entiende que basado en el codigo genético conocido, la presente descripcidn proporciona ademas las formas
degeneradas de la secuencia de nucleétidos de sec. con nim. de ident.:3 por substitucién simple de uno o mas de los
codones degenerados conocidos para cada aminoacido codificado por la secuencia de nucleétidos. Nucleotidos 7-180 de la
sec. con num. de ident.:3, y las formas degeneradas de estos, codifican el polipéptido de dominio Kunitz de origen no natural
que tiene la secuencia de 58 aminoacidos de aminoacidos 3-60 de la sec. con nim. de ident.:2.

Cualquiera de una variedad de moléculas de acido nucleico puede comprender la secuencia nucleotidica de nucleétidos 7-
180 de la sec. con num. de ident.:3, , formas degeneradas, y porciones de estos, que incluyen pero sin limitarse a, los
genomas de fago recombinante, vectores recombinantes virales de mamiferos, vectores recombinantes virales de insectos,
cromosomas mini levadura, y varios plasmidos. Tales plasmidos incluyen los usados para clonar y/o expresar tales
secuencias codificantes de nucleétidos. Los vectores de expresién proporcionan un promotor, que puede estar
operablemente enlazado a una secuencia de nucleétidos en particular y una célula huésped adecuada, que es capaz de
transcribir la secuencia codificante del nucleétido en particular en un ARN mensajero (ARNm) funcional y traducir ademas el
ARNmMm en el polipéptido correspondiente. Un polipéptido asi producido se puede aislar después de la célula huésped. Las
moléculas de acido nucleico que comprenden una secuencia de acido nucleico que codifica un dominio Kunitz o polipéptido
KI descritos en la presente invencién se pueden elaborar por métodos de sintesis de acidos nucleicos estandar,
metodologias de ADN recombinante, métodos de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), y cualquier combinacién de
éstos.

Pérdida de sangre perioperatoria y flujo sanguineo cardiaco reducido

Debido a los muchos avances en medicina, un nimero de procedimientos quirdrgicos altamente invasivos se llevan a cabo
cada dia que resultan en la pérdida de sangre, o colocan a los pacientes en un alto riesgo de pérdida de sangre. Tales
pacientes deben ser cuidadosamente supervisados para restaurar y mantener el suministro normal de la sangre y la
hemostasia y pueden necesitar transfusiones de sangre. Los procedimientos quirdrgicos que implican la pérdida de sangre
incluyen los que implican los métodos de circulacién extracorpdrea tal como cirugia cardiotoracica, por ejemplo, la CPB. En
tales métodos, un corazén de paciente se detiene y la circulacion, oxigenacion, y mantenimiento del volumen de sangre se
llevan a cabo artificialmente mediante un circuito extracorpéreo y un oxigenador de membrana sintético. Estas técnicas se
usan cominmente durante la cirugia cardiaca. Ademas, es evidente que la cirugia implica el traumatismo extenso del
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hueso, tales como la fractura del esterndn necesaria en los procedimientos CABG o el reemplazo de cadera, se asocia
ademas con la activacion de la CAS, que puede resultar en una variedad de alteraciones en la vasculatura y la sangre.

La enfermedad aterosclerética de la arteria coronaria (CAD) provoca un estrechamiento del lumen de una o varias de las
arterias coronarias; esto limita el flujo de sangre al miocardio (es decir, el musculo del corazon) y puede causar angina,
insuficiencia cardiaca, e infartos del miocardio. En la etapa final de la ateroesclerosis de la arteria coronaria, la circulacién
coronaria puede ser casi totalmente ocluida, causando angina o insuficiencia cardiaca potencialmente mortal, con una
mortalidad muy alta. Los procedimientos CABG se pueden requerir para llenar el vaso sanguineo ocluido y restaurar la
sangre al corazon; estos son potencialmente salvavidas. Los procedimientos CABG estan entre los mas invasivos de
cirugias en los que una 0 mas venas o arterias sanas se implantan para proporcionar una "derivacién coronaria” alrededor
de la zona ocluida del vaso enfermo. Los procedimientos CABG portan un riesgo perioperatorio pequefio pero importante,
pero son muy exitosos al proporcionar pacientes con alivio inmediato a partir de la morbilidad y mortalidad de la enfermedad
cardiovascular aterosclerotica. A pesar de estos resultados muy alentadores, repetir los procedimientos de CABG son
frecuentemente necesarios, como se indica por un claro aumento en el nimero de pacientes que se someten eventualmente
a segundos y aun terceros procedimientos; la mortalidad y morbilidad perioperatoria vista en los procedimientos CABG
primario se aumenta en estos procedimientos vueltos hacer.

Ha habido mejoras en las técnicas quirdrgicas minimamente invasivas para CAD poco complicado. Sin embargo, casi todos
los procedimientos de CABG realizados para la enfermedad congénita y/o valvular del corazén, trasplante de corazén, y
procedimientos principales aérticos, todavia se llevan a cabo en pacientes apoyados por la CPB. En la CPB, canulas
grandes se insertan en los grandes vasos de un paciente para permitir el bombeo mecanico y oxigenacion de la sangre
usando un oxigenador de membrana. La sangre se devuelve al paciente sin que fluya a través de los pulmones, que se
hipoperfusionan durante este procedimiento. El corazén se detiene usando una solucion cardiopléjica, el paciente se enfria
para ayudar a prevenir el dafio cerebral, y el volumen de circulacién periférica aumenta por un circuito extracorpéreo, es
decir, el circuito de la CPB, que requiere "cebado" con sangre del donador y mezclas salina se usan para llenar el circuito
extracorpéreo. La CPB se ha usado extensamente en una variedad de procedimientos realizados durante casi medio siglo
con resultados exitosos. La interaccion entre superficies artificiales, células de la sangre, proteinas de la sangre, endotelio
vascular dafado, y los tejidos extravasculares, tales como hueso, altera la hemostasia y frecuentemente activa el CAS, que,
como se sefnald anteriormente, puede resultar en una variedad de trastornos en la sangre y vasculatura. Tal trastorno
conduce a exceso de sangrado perioperatorio, que requiere después de la transfusion de sangre inmediatamente. Una
consecuencia de la circulacion de sangre completa a través de un circuito extracorpéreo en la CPB puede incluir ademas la
respuesta inflamatoria sistémica (SIR), que se inicia mediante la activacién por contacto de los sistemas de coagulacion y
complemento. Claramente, mucha de la morbilidad y mortalidad asociada con procedimientos quirtrgicos la CPB exitosos
aparentemente de forma mecanica es el resultado de los efectos de la activaciéon de la coagulacion, fibrinolisis, o sistemas
de complemento. Tal activacion puede danar el sistema pulmonar, que conduce al sindrome de dificultad respiratoria del
adulto (ARDS), debilitacién de la circulacién esplacnica y del rifién, y la induccién de una coagulopatia general que conduce
a la pérdida de la sangre y la necesidad de transfusiones. Adicionalmente a los peligros de la pérdida de sangre
perioperatoria, patologias adicionales asociadas con SIR incluyen déficit neurocognitivo, derrame cerebral, insuficiencia
renal, infarto agudo de miocardio, y dafio del tejido cardiaco.

Las transfusiones de sangre presentan ademas un riesgo significativo de infeccion y elevan el costo de CABG u otros
procedimientos similares que requieren la CPB. En ausencia de cualquier intervenciéon farmacolégica, de tres a siete
unidades de sangre tipicamente se deben emplear en un paciente, aun con excelentes técnicas quirlrgicas. Como
consecuencia, existe incentivo considerable para el desarrollo de compuestos eficaces farmacolégicamente nuevos y
mejorados para reducir o prevenir el sangrado perioperatorio y SIR en pacientes sometidos a procedimientos de la CPB y el
CABG.

Consideraciones para la Administracién y Dosificacién de polipéptidos K|

Los polipéptidos Kl descritos en la presente se pueden administrar a un paciente antes, durante y/o después de un
procedimiento quirdrgico en una composicion farmacéuticamente aceptable. El término composicion "farmacéuticamente
aceptable" se refiere a un excipiente o portador no téxico que se puede administrar a un paciente, junto con un compuesto
de la presente descripcion, por ejemplo compuestos de la invencion, y en donde el excipiente o portador no destruye la
actividad farmacoldgica o biologica de la composicion. Los polipéptidos Kl descritos en la presente se pueden administrar
localmente o sistémicamente por cualquier medio adecuado para el suministro de una cantidad de los polipéptidos Kl
inhibidores de calicreina a un paciente, que incluyen pero sin limitarse a las administraciones sistémicas tal como, por
ejemplo, intravenosa e inhalacion. La administracion parenteral se prefiere particularmente.
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Para la administracion parenteral, los polipéptidos se puede inyectar por via intravenosa, intramuscular, intraperitoneal, o por
via subcutanea. La administracién intravenosa se prefiere. Tipicamente, las composiciones para la administracion
intravenosa son soluciones en tampdn acuoso isoténico estéril. Otros portadores farmacéuticamente aceptables incluyen,
pero sin limitarse a, agua estéril, solucion salina, y solucién salina tamponada (que incluye tampones como acetato o
fosfato), alcohol, aceites vegetales, glicoles de polietileno, gelatina, lactosa, amilosa, estearato de magnesio, talco, acido
silicico, parafina, etc. Donde es necesario, la composicién puede incluir ademas un agente de solubilizacién y un anestésico
local tal como lidocaina para aliviar el dolor en el sitio de la inyeccién, conservantes, estabilizadores, agentes humectantes,
emulsificantes, sales, lubricantes, etc. siempre y cuando no reaccionen de forma nociva con los compuestos activos. Del
mismo modo, la composicion puede comprender excipientes convencionales, por ejemplo, sustancias portadoras organicas
o inorganicas farmacéuticamente aceptables adecuadas para la aplicacién parenteral, enteral o intranasal, que no
reaccionan de forma nociva con los compuestos activos. Generalmente, los ingredientes se suministraran separadamente, o
mezclados conjuntamente en forma de dosificacién unitaria, por ejemplo, como polvo liofilizado seco o concentrado libre de
agua en un contenedor herméticamente sellado como un ampolleta o bolsita, indicando la cantidad de agente activo en
unidades de actividad. Cuando la composicion se administra por infusion, ésta se puede dispensar con una botella de
infusion que contiene "agua para inyeccién" o soluciéon salina grado farmacéutico estéril. Cuando la composiciéon se
administra por inyeccion, una ampolleta de agua estéril para inyecciéon o solucién salina se puede proporcionar de manera
que los ingredientes se pueden mezclar antes de la administracién.

Preferentemente, los métodos de la presente descripcion comprenden administrar un polipéptido Kl a un paciente como una
infusion intravenosa de acuerdo con cualquier procedimiento aprobado. Asi, un polipéptido Kl descrito en la presente se
puede administrar a un paciente sometido a un procedimiento CABG en los tiempos similares a los usados actualmente en
los protocolos aprobados para la administracion de aprotinina y en una cantidad necesaria para proporcionar un paciente
con una concentracién o nimero requerido de unidades inhibidoras de calicreina (KIU). De acuerdo con la presente
descripcion, un polipéptido Kl descrito en la presente se puede administrar a un paciente en el periodo postoperatorio
inmediato, cuando anormalidades de sangrado pueden ocurrir como una consecuencia de los efectos corriente abajo de la
SIR. Por ejemplo, en un procedimiento que implica la CPB, un polipéptido Kl descrito en la presente se puede administrar a
un paciente como una dosis de carga inicial, por ejemplo, una cantidad eficaz durante el transcurso de un tiempo
conveniente, tal como 10 minutos, antes de la inducciéon de la anestesia. Después, en la induccién de la anestesia, una
segunda dosis de polipéptido KI se puede inyectar en el fluido cebador de la CPB ("primer volumen de la bomba"). El
paciente se puede colocar después en una dosis de infusién intravenosa continua y controlada durante el procedimiento
quirdrgico, y después del procedimiento si se indica.

En la actualidad existen dos regimenes aprobados en los Estados Unidos para administrar la aprotinina a un paciente que
se somete a un procedimiento CABG (ver, etiqueta e inserto del producto de TRASYLUL®, Bayer Corporation
Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut). Un régimen aprobado de ese tipo usa una dosis de carga intravenosa
de 2 millones KIU, 2 millones KIU en el primer volumen de la bomba, y 500,000 KIU por hora de la cirugia. Otro régimen
aprobado usa dosis de carga intravenosa de 1 millén KIU, 1 millon KIU en el primer volumen de la bomba, y 250,000 KIU por
hora de cirugia. Como estos regimenes se basan en KIU, los regimenes se adaptan faciimente a cualquier polipéptido Ki
descrito en la presente una vez que la actividad especifica y KIU de un polipéptido particular Kl se ha determinado por
andlisis estandar. Debido a la actividad inhibitoria y afinidad de unién mejorada en los polipéptidos Kl representativos
descritos en la presente en relacién con la aprotinina, se espera que tales métodos y composiciones de la presente
descripcion son probables requieran menos miligramos (mg) por paciente para proporcionar un paciente con la
concentracion o numero de KIU requerido.

Varias consideraciones con respecto a la dosificacion con un polipéptido Kl en los métodos de la presente descripcién se
pueden ilustrar a modo de ejemplo con el polipéptido Kl de la invencién representativo PEP-1 que tiene la secuencia de
aminoacidos de sec. con nim. de ident.:2 (peso molecular de 7,054 Daltons).

La tabla 1, mas abajo, proporciona una comparacion de la afinidad (Kiapp) del polipéptido KI PEP-1 para calicreina y otras
once proteasas de plasma conocidas
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Tabla 1
Sustrato de proteasa PEP-1 Kiapp(pM) Aprotinina K app(pM)
calicreina plasmatica humana 44 3.0x10*
calicreina de la orina humana >1x10° 40x10°
calicreina pancreatica porcina 2.7x10° 550
Clr humana, activada >2.0x 108 >1.0x 10’
Cls humana, activada >2.0x 10’ >1.0x 10°
factor de plasma humano Xla 1.0x 10* ND
factor de plasma humano Xlla >2.0x 10’ >1.0x 10°
plasmina humana 1.4x10° 894
tripsina pancreatica humana >2x10’ ND
quimotripsina pancreética humana >2.0x 10’ 7.3x10°
elastasa de neutréfilos humana >2.0x 10’ 1.7 x10°
trombina plasmatica humana >2.0x 10’ >10x 108

ND = no determinado

Claramente, el polipéptido KI PEP-1 es altamente especifico para la calicreina plasmatica humana. Ademas, la afinidad
(Ki,app) de PEP-1 para calicreina es 1000 veces mayor que la afinidad de aprotinina para calicreina: la Kiapp de PEP-1 para
calicreina es aproximadamente 44 pM (Tabla 1), mientras que la Kiapp, de aprotinina para calicreina es 30,000 pM. Asi, una
dosis de PEP-1 puede ser aproximadamente 1000 veces mas baja que la usada para la aprotinina en una base por mol. Sin
embargo, la consideracion de otros varios factores puede proporcionar una estimaciéon mas exacta de la dosis de PEP-1
requerida en la practica. Tales factores incluyen la cantidad de calicreina activada durante la CPB en un paciente particular,
la concentracién de calicreina requerida para provocar una SIR, y la biodisponibilidad y distribucién farmacolégica de PBP-1
en un paciente. No obstante, el uso de un polipéptido Kl en los métodos de acuerdo con la presente descripcion y
proporcionados en las dosis actualmente aprobadas para el uso de aprotinina se espera todavia que proporcione mejoras
significativas en el uso actual de la aprotinina bovina de afinidad inferior, menos especifica.

Por ejemplo, la cantidad total de precalicreina circulante en plasma se estima en aproximadamente 500 nM (Silverberg, M. y
otros, "The Contact System y lts Disorders," en Blood: Principles y Practice of Hematology, Handin, R. y otros, eds., JB
Lippincott Co., Filadelfia, 1995). Si todas las precalicreina se activaron, después al menos 500 nM de PEP-1 se puede
requerir para una inhibicion estequiométrica de calicreina. Un individuo que tiene 5 litros de plasma por lo tanto puede
requerir aproximadamente 18 mg de PEP-1 para alcanzar una concentracion plasmatica de 500 nM.

Otro factor a considerar es la concentraciéon umbral de calicreina requerida para inducir una SIR en un paciente. Si la
concentracion de calicreina activa se debe mantener mas abajo de, por ejemplo, 1 nM, después debido a su alta afinidad
por la calicreina, PEP-1 ofrece una ventaja significativa sobre la aprotinina en la cantidad de proteina que se puede requerir
para inhibir la SIR. Particularmente, una concentracion de PEP-1 de 1nM puede inhibir el 99.6% de calicreina presente en 1
nM (es decir, s6lo 0.4 pM de calicreina libre que permanece en la sangre), mientras que una concentracién de aprotinina de
1 nM sélo puede inhibir el 24.5 % de la calicreina presente en 1 nM. Para la aprotinina inhibir el 99 % de la calicreina en 1
nM, una concentracion de aprotinina en el plasma de al menos 3 uM se requiere (es decir, 3000 veces mayor concentracion
que PEP-1).
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Para un paciente que se somete a CPB, una dosis clinica inicial de PEP-1 se puede estimar de un régimen de dosis
recomendado de aprotinina (1 x 10°® KIU) mencionada anteriormente. La aprotinina se reporta en un prospecto que tiene
como actividad inhibidora especifica de 7143 KIU/mg determinado usando un analisis de Iaepresic')n sanguinea de perro. Por
lo tanto, 1 x 10° KIU de aprotinina es equivalente a 140 mg de aprotinina (es decir, 1 x 10° KIU/7143 KIU/mg = 140 mg de
aprotinina). En un paciente que tiene un volumen de plasma sanguineo de 5 litros, 140 mg corresponden a
aproximadamente 4.3 uM de aprotinina (el peso molecular de aprotinina es 6512 Daltons). La actividad especifica de
aprotinina en el ensayo inhibidor estandar usado para PEP-1 es 0.4 KIU/mg del polipéptido. Una dosis de 140 mg puede
corresponder a una dosis de carga de aprotinina de 56 KIU (140 mg x 0.4 KlU/mg = 56 KIU). En contraste, ya que la
actividad especifica del polipéptido KI PEP-1 es 10 KIU/mg en el ensayo de inhibicion estandar, una dosis de s6lo 5.6 mg de
PEP-1 se puede requerir para proporcionar el nimero de KlUs equivalentes para 140 mg de aprotinina. En un paciente con
un volumen de plasma de 5 litros, esto corresponde a aproximadamente 160 nM de PEP-1 (el peso molecular de PEP-1 es
7054 Daltons), aunque una dosis superior del polipéptido KI PEP-1 se puede requerir si toda la calicreina plasmatica (500
nM) se activa o si este polipéptido Kl se distribuye mal en un paciente.

Ademas, los polipéptidos Kl pueden ser de origen no-natural, y se pueden producir sintéticamente o por via recombinante,
como se sefald anteriormente, evitando de ese modo la contaminacion potencial de enfermedades transmisibles que
pueden surgir durante el aislamiento de una proteina de fuente natural animal, tal como en el caso de aprotinina, que se
aisla de pulmén bovino. Cada vez mas importante para la aceptacién publica y administrativa de una composicion
farmacéutica o tratamiento que comprende un polipéptido es la evasion de la posible contaminacién con y la transmision a
pacientes humanos de varios agentes patolégicos. De particular interés para la seguridad de las proteinas aisladas de un
tejido bovino es la eliminacion del posible riesgo de exposicion a enfermedades mediadas por virus, enfermedades
mediadas por bacterias y, especialmente, las encefalopatias espongiformes bovinas.

Como variantes del dominio 1 de Kunitz de la proteina LACI humana, se esperan menos efectos secundarios a partir de
administrar los polipéptidos Kl a los pacientes que para la aprotinina, la cual es una proteina bovina que se documenta que
causa respuestas anafilacticas y anafilactoides en los pacientes, especialmente al repetir las administraciones, tal como
procedimientos de CABG por segunda vez. Ademas, la union altamente especifica de los polipéptidos Kl a la calicreina
descrita en la presente limitard eficazmente o eliminara las tendencias trombdticas observadas con la aprotinina, y reducira
los problemas observados con la ambigliedad patente del injerto a continuacion de los procedimientos de CABG.

La invencion sera descrita ademas con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes.
Ejemplificacion
Ejemplo 1: Un polipéptido Kl representativo.

Un polipéptido KI (PEP-1) de origen no natural, Util en las composiciones y métodos de la presente descripcion se identifico
como un polipéptido de unién a calicreina que aparece en un fago recombinante a partir de una genoteca de presentacién
de fago. PEP-1 tiene la siguiente secuencia de aminoacidos: Glu Ala Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro
Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe lle Thr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gin Asn
Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (sec. con nim. de ident.:2). El peso molecular de PEP-1 es
7,054 Daltons.

La secuencia de nucleétidos (sec. con nim. de ident.:3) del ADN del fago recombinante que codifica la secuencia de
aminoacidos PEP-1 (sec. con nim. de ident.:2) se aisl6 y se secuencidé por métodos estandar determinados a partir del ADN
del fago recombinante. PEP-1 se produjo en cantidades Utiles para la caracterizacién adicional como una proteina
recombinante en las células huésped de fenotipo His4> de la cepa de levadura Pichia pastoris.

Ejemplo 2: Construccion de un plasmido recombinante para expresar los polipéptidos K.

El plasmido inicial, pHIL-D2, es resistente a la ampicilina y contiene un alelo silvestre de His4 a partir de P. pastoris. La
secuencia final del ADN que comprende la secuencia codificante para la proteina de fusion mata Prepro-PEP-1 en el
plasmido de expresion recombinante pPIC-K503 se muestra en la Figura 2. La secuencia de ADN de pHIL-D2 se modifico
para producir pPIC-K503, como sigue:

1. El sitio BstBl en la region 3' AOX1 de pHIL-D2, situado corriente abajo del gen His4, se eliminé por la digestion de
restriccion parcial, relleno, y ligacion, alterando la secuencia de TTCGAA (sec. con nim. de ident.:23) a
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TTCGCGAA (sec. con num. de ident.:24). Esta modificacion se hizo para facilitar y dirigir la clonacion del casete de
expresion en el plasmido.

2. El sitio Aatll que comprende el gen bla situado corriente abajo deHis4 se elimin6 por digestion de restriccion,
relleno y ligacién modificando la secuencia de GACGTC (sec. con num. de ident.:25) a GACGTACGTC (sec. con
num. de ident.:26). Esta modificacion se hizo para facilitar la clonacién de los casetes de expresion que tienen sitios
Aatll en el plasmido. ElI ADN que codifica PEP-1 se sintetiz6 basado en la secuencia de nucleétido a partir del fago
de la presentacion que se une a la calicreina original y consistié en 450 pares de bases (pb). La secuencia del ADN
final del inserto en el plasmido pHIL-D2 se flanquea por una secuencia 5' AOX1 y una secuencia 3' AOX1 (cuyas
porciones se muestran en la Figura. 2) y codifica una proteina de fusion que comprende el péptido sefial mata
prepro de S. cerevisiae fusionado a la secuencia codificante estructural del polipéptido KI PEP-1. El péptido sefial
se afadio6 para facilitar la secrecién de PEP-1 de las células huésped de levadura. Los oligonucleétidos para formar
el inserto se sintetizaron y obtuvieron comercialmente (Génesis Labs, The Woodlands, TX), y el inserto se generé
por la reaccion en cadena de polimerasa (PCR). EI ADN sintético unido que codifica la proteina de fusién mata
prepro/PEP-1 se incorporé después por la ligacion en el plasmido pHIL-D2 modificado entre los sitios BstBl y
EcoRl.

Los productos de la ligacién se usaron para transformar la cepa Escherichia coli XL1 Blue. Un anadlisis PCR se us6 para
tamizar los transformantes de E. coli para el constructo de plasmido deseado. EI ADN de extractos celulares se amplificé por
PCR usando iniciadores que contienen las secuencias 5' AOX1 y 3' AOX1 (ver anteriormente y la Figura 2). Los productos
de la PCR de numero correcto de pares de bases se secuenciaron. Adicionalmente, aproximadamente 20-50 pb a ambos
lados de los sitios de clonacién se secuenciaron y se obtuvo la secuencia prevista. La secuencia de ADN final del inserto en
el plasmido pHIL-D2 (para obtener el plasmido pPIC-K503) se muestra en la Figura 2 junto con las porciones de las
secuencias de flanqueo 5' y 3' AOX1 y secuencia de aminoacidos correspondiente de la proteina de fusion que comprende
el péptido sefial mata prepro de S. cerevisiae fusionado a la secuencia codificante estructural del polipéptido KI PEP-1. Un
transformante con el constructo de plasmido de expresion deseado, plasmido pPIC-K503, se selecciond para preparar las
lineas celulares de levadura para la produccion rutinaria de PEP-1.

Ejemplo 3: Fabricacion de PEP-1 a partir de la linea celular de levadura recombinante.

Esferoplastos de P. pastoris GS 115 que tienen el fenotipo His4 se transformaron con el plasmido de expresién pPIC-K503
(anteriormente) a continuacion de la linearizacion del plasmido en el sitio Sacl y recombinacion homologa del plasmido ADN
en el locus huésped 5' AOX1. El fenotipo de la cepa de produccion es His4". El plasmido entero se insert6 en la secuencia
gendmica 5' AOX1 de la levadura.

Los aislados de la transformacion se tamizaron para el crecimiento en ausencia de histidina exégena con metanol como
Unica fuente de carbono. Mayor de 95 % de los transformantes retuvo la capacidad silvestre de crecer con metanol como
Unica fuente de carbono, demostrando de ese modo que el plasmido habia sido insertado en el genoma del huésped por
recombinacién homdloga en lugar de insercién por desplazamiento. Estos transformantes no requirieron histidina exégena
para el crecimiento, demostrando de ese modo que el plasmido se habia integrado en el genoma del huésped. Las colonias
seleccionadas se clonaron. Estudios de expresion en cultivos pequefios se realizaron para identificar los clones que
secretan los niveles més altos de PEP-1 activo en el medio de cultivo. Los niveles de secrecion de PEP-1 en soluciones de
sobrenadante de cultivo clarificados se cuantificaron para los niveles de PEP-1 por electroforesis del gel de poliacrilamida
con sodio dodecil sulfato (SDS-PAGE) y evaluaron para la inhibicién de la calicreina. Un clon de levadura se seleccioné para
la produccion de PEP-1 basado en su alto nivel de expresion de PEP-1 entre los cultivos muestreados.

Los bancos de células maestro y trabajo de P. pastoris que producen PEP-1 se prepararon comercialmente (MDS Pharma
Services, Bothell, Washington). Una produccion estandar de PEP-1 en la levadura comprende tres etapas como sigue: (1)
preparacion del cultivo semilla, (2) fermentacion, y (3) recuperacion del cultivo.

La etapa del cultivo semilla consiste en la inoculacion de seis frascos (300 ml cada uno) que contienen el caldo del in6culo
estéril (levadura con base de nitrogeno, fosfato de potasio, y glicerol, pH = 5) con el contenido de un solo vial de un banco
de trabajo de P. pastoris que produce PEP-1. Los frascos se inocularon en un agitador orbital (300 rpm) durante
aproximadamente 13 horas a 30 °C + 2 °C.

Las fermentaciones se realizaron en un fermentador Braun cerrado de 100 litros lleno con caldo estéril. Cada fermentacion
se inici6 con la transferencia del contenido de los seis frascos de cultivo semilla al fermentador. Después de
aproximadamente 24 horas, el glicerol en el fermentador se agoté y se anadié glicerol adicional por aproximadamente 8
horas adicionales.
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Se inicié después una fase de alimentacién mixta, que durd aproximadamente 83 horas, mediante la adicién de una
alimentacion de glicerol y metanol. Al final de este tiempo, la fermentacién se termind, y los contenidos del fermentador se
diluyeron con agua purificada. La purificacion y procesamiento de PEP-1 consisti6 en cinco etapas como sigue: (1)
cromatografia de lecho expandido, (2) cromatografia de intercambio de cationes, (3) cromatografia de interaccién
hidrofébica (HIC), (4), ultrafiltracion y diafiltracién, y (5) filtracion final y empaque.

La etapa de purificacion inicial consistié en la cromatografia de lecho expandido. El cultivo del fermentador diluido se aplico
a la columna equilibrada empacada con resina Streamline SP (columna de cromatografia Amersham Pharmacia Streamline
200, Amersham Pharmacia, Piscataway, Nueva Jersey). Después se lavé la columna (50 mM acido acético, pH = 3.0-3.5) en
un modo de flujo ascendente para eliminar las células de levadura del lecho expandido. El adaptador superior se levanté por
encima de la cama expandida para mejorar el lavado. El flujo se detuvo y el lecho se le permiti6 asentar. El adaptador se
movié hacia abajo de manera que fue ligeramente por encima del lecho asentado. La direccion del flujo se invirti6. Se
recogio el efluente. El lavado se continué en un modo descendente usando 50 mM acetato de sodio, pH 4.0. Se recogi6 el
efluente. PEP-1 se eluy6 de la columna usando 50 mM acetato de sodio, pH 6.0. El efluente se recogi6 en un recipiente de
50 litros. El eluato se filtr6 después a través de un filtro de 0.22 p en un recipiente limpio situado en el sitio de purificacion.
Se recogieron muestras adicionales para la determinaciéon de la concentracién de PEP-1. Una etapa de cromatografia de
intercambio de cationes se realiza después usando el eluato filtrado de la columna de lecho expandido. PEP-1 se eluy6 de
la columna usando 15 mM citrato trisédico, pH 6.2.

Las proteinas adicionales se eliminaron de la preparacion de PEP-1 por cromatografia de interaccion hidrofébica (HIC).
Antes de HIC, el eluato de la columna de intercambio de cationes se diluy6é con sulfato amdnico. El eluato se aplicé a la
columna, y el PEP-1 se eluy6 con sulfato aménico (0.572 M) en fosfato de potasio (100 mM), pH 7.0. El eluato se colectd en
fracciones basado en los valores A280. Todas las fracciones se recogieron en botellas PETG estériles, previamente
pesadas.

Las fracciones seleccionadas se mezclaron en un recipiente limpio. La mezcla se concentr6 por ultrafiltracion. La
preparacion concentrada de PEP-1 se diafiltr6 inmediatamente contra diez volimenes de PBS, pH 7.0.

Una etapa de filtracién final se realizé antes del empaque para minimizar la carga microbiana en el PEP-1 a granel. La
solucién a granel se filtr6 a través de un filtro de 0.22 p y recogié en una botella PETG estéril, previamente pesada. Una
muestra se extrajo para muchas pruebas de liberacién. El resto del granel se dispensé asépticamente en botellas PETG
estériles y almacené a -20 °C.

Ejemplo 4: Ensayo de Inhibicién de Calicreina.

Una prueba cinética se usd para medir la actividad inhibidora de los polipéptidos KiI, tal como PEP-1. El ensayo cinético
mide la fluorescencia a continuacion de la escision mediada por calicreina de un sustrato, prolilfenilalanilarginil amino metil
cumarina. Una cantidad conocida de calicreina se incubd con un estandar de referencia del polipéptido Kl diluido en serie o
muestras de prueba del polipéptido Kl diluidas en serie, en un tampén de reaccion adecuado en una placa de
microtitulacion. Cada muestra se corrié por triplicado. La solucién sustrato se afadio, y la placa se leyé inmediatamente
usando una longitud de onda de excitaciéon de 360 nm y una longitud de onda de emisiéon de 460 nm. Al menos dos de cada
una de las curvas del estandar de referencia y muestra se requirieron para tener un valor de R cuadrado de 0.95 que se
considera valido.
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Reivindicaciones

1.

Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos: Xaal Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9
Xaa10 Xaal1 Gly Xaa13 Cys Xaa15 Xaa16 Xaa17 Xaa18 Xaa19 Xaa20 Xaa21 Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26
Xaa27 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly Cys Xaa39 Xaa40 Xaa41 Xaa42 Xaa43 Xaad4
Xaa45 Xaa46 Xaad7 Xaa48 Xaa49 Xaa50 Cys Xaab2 Xaa53 Xaa54 Cys Xaa56 Xaa57 Xaab58 (sec. con nim. de
ident.:1), en donde

Xaal, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 son cada uno individualmente un aminoacido o esta ausente;
Xaa10 es Asp;

Xaal1 es Asp;

Xaa13 es Pro;

Xaa15 es Arg;

Xaa16 es Ala;

Xaal7 es Ala;

Xaa18 es His;

Xaa19 es Pro;

Xaa21 es Trp;

Xaa22 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Phe;

Xaa23 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Tyr y Phe;

Xaa31 es Glu;

Xaa32 es Glu;

Xaa34 es lle;

Xaa35 es Tyr;

Xaa39 es Glu;

Xaa40 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Gly y Ala;

Xaa43 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Asn y Gly;

Xaa45 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en Phe y Tyr; y

en donde el polipéptido inhibe la calicreina.

El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde el polipéptido consiste en la secuencia de aminoacidos: Ser Phe Cys
Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu
Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(aminoacidos 5-60 de la sec. con num. de ident.:2).

El polipéptido de la reivindicacion 1, en donde dicha secuencia de aminodcido tiene al menos 95% de identidad a la
sec. con nim. de ident.: 2.

Un polipéptido que comprende una porcion de la secuencia de aminoacidos que se menciona en cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha porcién se une a calicreina.

El polipéptido de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4 para usar en la prevencion o reduccion de la isquemia en
un paciente, o para usar en la prevencion o reduccion del inicio de una respuesta inflamatoria sistémica asociada
con un procedimiento quirdrgico en un paciente.

Una molécula de acido nucleico que comprende una secuencia de acido nucleico que codifica el polipéptido de
cualquiera de las reivindicaciones 1 a 4.

Un vector de expresion que comprende el acido nucleico de la reivindicacién 6.
El polipéptido de la reivindicacién 5, en donde el procedimiento quirlrgico es cirugia cardiotoracica.

El polipéptido de la reivindicacion 5, en donde el procedimiento quirdrgico es injerto de derivacion de la arteria
coronaria.

10. El polipéptido de la reivindicacion 5, en donde el procedimiento quirtrgico es derivacién cardiopulmonar.
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11. El polipéptido de la reivindicacién 5, en donde el procedimiento quirrgico es un reemplazo de cadera o una fractura
del esternén.
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Figura 1
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Figura 2
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Figura 3A
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