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DESCRIPCION

Uso de inhibidores de serina proteasa en el tratamiento de la neutropenia

Campo de la invencién

La invencion se refiere a los compuestos terapéuticos que son inhibidores de serina proteasa, a composiciones
farmacéuticas de los mismos y a su uso en el tratamiento del cuerpo humano o animal. Mas especificamente, la presente
invencion proporciona un método para el tratamiento de la neutropenia que comprende la administracién de una cantidad
terapéuticamente eficaz de un inhibidor de serina proteasa a un sujeto que lo necesita. La invencién comprende ademas la
prevencién de apoptosis de las células mieloides (1) durante y después de la transfeccion de células de la médula 6sea
realizada para la terapia génica, (2) durante la movilizacién de células madre sanguineas realizada para la reconstitucion de
la hematopoyesis y (3) durante la infusién de células del linaje mieloide para la reconstitucion de la hematopoyesis en la
terapia génica o para el tratamiento de la neutropenia por la infusién de neutréfilos.

Antecedentes de la invencién
La invencion se refiere al uso de compuestos que son inhibidores de serina proteasa.

Las proteasas o enzimas proteoliticas son esenciales en los organismos, desde las bacterias y virus hasta los mamiferos.
Las proteasas digieren y degradan las proteinas mediante la hidrélisis de enlaces peptidicos. Las serina proteasa (EC.
3.4.21) tienen caracteristicas comunes en el sitio activo, principalmente un residuo serina activo. Hay dos tipos principales
de serina proteasas: tipo-quimiotripsina tripsina elastasa y tipo subtilisina, que tienen una disposicion espacial idéntica de
His, Asp, y Ser cataliticas pero en estructuras proteicas muy diferentes. Sin embargo, se han identificado méas de veinte
familias (S1-S27) de serina proteasas que se agrupan en 6 clanes basado en la similitud estructural y otras evidencias
funcionales, SA, SB, SC, SE, SF & SG. La familia de serina proteasas tipo quimitripsina/tripsina elastasa se ha subdividido
en dos clases. La clase "grande" (aprox. 230 residuos) incluye principalmente enzimas de mamiferos tales como la tripsina,
quimotripsina, elastasa, calicreina, y trombina. La clase "pequefia” (aprox. 190 residuos) incluye las enzimas bacterianas.

Los sitios cataliticos His, Asp y Ser son flanqueados por bolsillos de union al residuo de la cadena lateral de aminoacidos del
sustrato denominado S1', S2', S3' etc en el C-terminal o lado 'iniciador' del sustrato y S1, S2, S3, etc en el lado N-terminal.
Esta nomenclatura es como se describié en Structure and Mechanism in Protein Science: A Guide to Enzyme Catalysis and
Protein Folding, Alan Fersht, 1999 (W.H. Freeman and Company) pags 40-43 y Brik y otros, Org. Biomol. Chem., 2003, 1, 5-
14. Las serina proteasas tipo quimiotripsina/tripsina/elastasa se pueden subdividir ademas por los residuos presentes en el
bolsillo S1 como se describe en la introduccion de Protein Structure, Carl Brand and John Toozc. 1991 (Garland Publishing
Inc) pags 231- 241. Las subdivisiones son tipo quimiotripsina (Gly-226, Ser-189 y Gly- 216 en el bolsillo S1l), tipo tripsina
(Gly-226, Asp 189 y Gly-216 en S1) y tipo elastasa (Val-226 y Thr-216 en S1), donde la humeracién de los residuos se toma
de la numeracion estandar de la quimiotripsina. Las serina proteasa de tipo tripsina prefieren los sustratos que colocan ya
sea Lys o Arg en el bolsillo S1.

Las serina proteasas tienen un mecanismo catalitico comun caracterizado por un residuo Ser particularmente reactivo en la
posicion 195 usando el sistema de numeracion de la quimotripsina. Los ejemplos de serina proteasa incluyen tripsina,
triptasa, quimiotripsina, elastasa, trombina, plasmina, calicreina. Proteasa acrosomal del complemento CL, proteasa
lisosomal, cooonasa, proteasa a-litica, proteasa A, proteasa B, serina carboxipeptidasa 1, subtilisina, uroquinasa (uPA),
Factor Vlla. Factor IXa, y Factor Xa. Las serina proteasas se han investigado ampliamente durante muchos afios y son el
principal enfoque de investigaciébn como un objetivo de farmaco debido a su papel en la regulacion de una amplia variedad
de procesos fisiologicos.

Los procesos que involucran las serina proteasa incluyen coagulacion, fibrindlisis, fertilizacion, desarrollo, malignidad, patron
neuromuscular e inflamacion, ies bien conocido que estos compuestos inhiben una variedad de proteasas en circulacion, asi
como proteasas que se activan o liberan en los tejidos. Se sabe ademés que los inhibidores de serina proteasa inhiben
procesos celulares criticos, como la adhesion, migracion, produccion de radicales libres y apoptosis. Adicionalmente, los
experimentos con animales indican que inhibidores de serina proteasa administrados por via intravenosa, variantes o células
que expresan inhibidores de serina proteasa, proporcionan proteccion contra el dafio tisular.

Se predice ademas que los inhibidores de serina proteasa tienen usos beneficiosos potenciales en el tratamiento de
enfermedades en una amplia variedad de areas clinicas tales como oncologia, hematologia, neurologia, medicina pulmonar,
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inmunologia, inflamacién y enfermedades infecciosas. Los inhibidores de serina proteasa pueden ser beneficiosos ademas
en el tratamiento de enfermedades trombdticas, asma, enfisema, cirrosis, artritis, carcinoma, melanoma, reestenosis,
ateroma, traumatismo, shock y lesion por reperfusion. Una revision (til se encuentra en Expert Opin. Ther. Patents (2002),
12(8). Los inhibidores de serina proteasa se describen en solicitudes de patente de Estados Unidos publicadas US
2003/0100089 y 2004/0180371 y en las patentes de Estados Unidos 6,784,182, 6,656,911, 6,656,910, 6,608,175, 6,534,495
y 6,472,393.

La leucopenia se refiere a una disminucion en el recuento total de leucocitos por debajo de aproximadamente 4.0 x 10°
células/L. Por lo general, la reduccién es el resultado de una disminuciéon en el nimero de neutréfilos polimorfonucleares
(PMN) (neutropenia), sus nimeros por lo general son menores que 2.0 x 10° células/L y con frecuencia por debajo de 1.0 x
10° células/L. La neutropenia puede resultar de infecciones virales (por ejemplo, gripe, sarampion, virus de la hepatitis,
varicela, dengue y fiebre amarilla, VIH) o de infecciones bacterianas abrumadoras incluyendo la tuberculosis miliar y la
septicemia. Ademas, la neutropenia se desarrolla debido a la irradiacién o el tratamiento con los farmacos usados por
ejemplo, en la quimioterapia de enfermedades malignas o vasculitis y enfermedades autoinmunes. Ejemplos de neutropenia
inducida por farmacos son las sulfonamidas, farmacos antitiroideos, antihistaminicos, agentes antimicrobianos, fenotiazinas
y varios analgésicos, sedantes y agentes anti-inflamatorios o varios productos quimicos toxicos. La induccion de la muerte
celular por agentes infecciosos, farmacos y productos quimicos toxicos o anticuerpos puede afectar a los neutrdéfilos y/o sus
células precursoras en la médula 6sea. Se observan anticuerpos de las células de linaje mieloide en las enfermedades
mediadas por el sistema inmune tales como lupus eritematoso sistémico o artritis reumatoide juvenil. Por Gltimo, se han
descrito varias formas de neutropenia congénita. La neutropenia resulta no sélo del dafio de los PMN en la circulacién, sino
también del dafio de las células madre y células mitéticas en la médula 6sea por agentes infecciosos, farmacos, irradiacion y
productos quimicos téxicos o debido a la desaceleracién de las divisiones celulares, el bloqueo de la duplicacién de la
cadena del ADN, la formacion del ARN o alteraciéon de los microtibulos del huso mitético.

La neutropenia por ejemplo debido a la quimioterapia por malignidades hematolégicas, tumores sélidos o carcinomas
conduce a una respuesta del huésped deteriorada con significativa morbilidad y mortalidad debido a infecciones. Por
ejemplo la quimioterapia del cancer de mama temprano con ciclofosfamida, metotrexato y fluorouracilo resulta en eventos
neutropénicos, en el 30% de los pacientes con sepsis con necesidad de retardo del tratamiento adicional contra el cancer o
la reduccion de la dosis. Reducciones del 20-30% de las dosis se asociaron con tasas de respuesta completas inferiores y
acortaron la supervivencia en pacientes con linfoma o con la supervivencia inferior libre de recaida. A pesar de las mejoras
en el tratamiento antibacteriano para la sepsis neutropénica, cada afio aproximadamente 5% de los pacientes que reciben
quimioterapia mielotéxica mueren debido a las complicaciones relacionadas con la infeccion.

El manejo in vitro de neutrdéfilos y sus células precursoras por ejemplo, para la terapia génica o para la preparacion de
infusiones de neutrdfilos, se asocia con un aumento de la muerte celular debido a la induccidn de la apoptosis de las células
mieloides.

Los agentes actuales usados para el tratamiento de la neutropenia incluyen G-CSF, GM-CSF y G-CSF conjugado con
polietilenglicol como G-CSF pegilado. A pesar de la disponibilidad y considerable eficacia de los agentes aprobados
anteriores para reducir el riesgo de las complicaciones de la neutropenia contindan siendo problemas importantes en la
oncologia. Raramente la ruptura del bazo pero méas frecuentemente el aumento del volumen del bazo, trastornos de
intercambio de gases en el pulmén y casos individuales de lesion aguda cerebrovascular e infarto de miocardio se han
observado en los donantes sanos que reciben G-CSF para la recoleccién de células madre de sangre periférica. Las
evidencias de que el G-CSF causa sindromes mielodisplasicos y leucemia mieloide aguda son menos claras y necesitan ser
analizadas en estudios prospectivos adicionales a largo plazo.

Aunque estos enfoques se han mostrado prometedores, existe una necesidad de enfoques terapéuticos, profilacticos o de
diagndstico mejorados para el tratamiento de la neutropenia. La presente invencién proporciona un método mejorado y
fiable para el tratamiento, diagnéstico o profilaxis de la neutropenia que comprende la administracion de una cantidad
terapéuticamente eficaz a un sujeto que lo necesita de un inhibidor de serina proteasa.

Estas y otras finalidades que seran evidentes a partir de lo anterior se han logrado en la presente invencion.
Breve descripcion de la invencion
La presente invencion proporciona un método para el tratamiento o la prevencién de pacientes que sufren de neutropenia

que comprende la administracién a dicho paciente que lo necesita de una cantidad terapéuticamente eficaz de inhibidores
de la serina proteasa. El inhibidor de serina proteasa es un inhibidor de calicreina seleccionado entre los inhibidores de hK2,
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hK3, hK4, hK5, hK6, hK7, hK8, hK9, hK10, hK11, hK12, hK13, hK14, hK15 o mezclas de estos. Con la maxima preferencia
dicho inhibidor de calicreina se selecciona entre los inhibidores de hK2, hK4, hK11, hK5, hK14 o mezclas de estos. Aun con
mayor preferencia dicho inhibidor de calicreina es un inhibidor hK2. Los inhibidores de serina proteasa se seleccionan del
grupo que comprende la sec. con nim. de ident. 2, sec. con num. de ident. 4, sec. con nim. de ident. 6, sec. con nim. de
ident. 8, sec. con num. de ident. 10, sec. con nim. de ident. 12, sec. con nam. de ident. 14, sec. con nim. de ident. 16, sec.
con num. de ident. 18 o mezclas de estos.

Se describen ademas inhibidores de serina proteasa para usar en un método de tratamiento o prevencion de la neutropenia
en pacientes que la desarrollan debido a infecciones, septicemia, quimioterapia, irradiacion, productos quimicos téxicos o
como efectos secundarios de cualquier medicamento. Preferentemente, el nimero y/o estado de activacion de neutrdfilos se
deteriora. Dichos inhibidores de serina proteasa son ademas para usar en un método para tratar o prevenir Ulceras de la piel
en pacientes con diabetes en la que los neutrofilos experimentan la muerte celular, o las Ulceras de la piel que se
desarrollan en pacientes con enfermedad arterial periférica asociada con afecciones de hipoxia en la piel y disfuncién de los
neutréfilos y apoptosis. Dichos inhibidores de serina proteasa son ademas para uso en un método para tratar o prevenir el
dafio inducido por la irradiacién de las células mieloides como ocurre en el curso del tratamiento de la malignidad,
accidentes en plantas nucleares o uso de armas nucleares. Dicho inhibidor de serina proteasa es un inhibidor de calicreina
seleccionado entre los inhibidores de hK2, hK3, hK4, hK5, hK6, hK7, hK8, hK9 hK10, hK11, hK12, hK13, hK14, hK15 o
mezclas de estos. Dichos inhibidores de serina proteasa se seleccionan del grupo que comprende la sec. con nim. de ident.
2, sec. con num. de ident. 4, sec. con niim. de ident. 6, sec. con nim. de ident. 8, sec. con nim. de ident. 10, sec. con nim.
de ident. 12, sec. con num. de ident. 14, sec. con num. de ident. 16, sec. con nim. de ident. 18 o mezclas de estos.

Se describen ademas inhibidores de serina proteasa para uso en la preparacion in vitro de neutréfilos y de sus precursores
de la médula 6sea

- para realizar manipulaciones moleculares en la terapia génica antes de la infusion de las células mieloides a los pacientes
con neutropenia o trastornos genéticos del sistema mieloide,

- 0 para usar los neutréfilos y sus precursores de la médula ésea para la infusion a pacientes con neutropenia o disfuncion
de los neutrdfilos.

Preferentemente dichos inhibidores de serina proteasa se seleccionan del grupo que comprende la sec. con nim. de ident.
2, sec. con num. de ident. 4, sec. con nim. de ident. 6, sec. con nim. de ident. 8, sec. con nim. de ident. 10, sec. con nim.
de ident. 12, sec. con nim. de ident. 14, sec. con nim. de ident. 16, sec. con num. de ident. 18 o mezclas de estos.

La invencién proporciona ademas un método para la prevencion de la apoptosis de las células mieloides de pacientes, que
comprende la administracién a dichos pacientes que lo necesitan de una cantidad terapéuticamente eficaz de inhibidores de
serina proteasa:

(1) durante y después de la transinfeccion de células de médula 6sea realizada en la terapia génica,

(2) durante la movilizacién de células madre de sangre realizada para la reconstitucion de la hematopoyesis y/o

(3) durante la infusién de las células de linaje mieloide para la reconstitucion de la hematopoyesis en la terapia génica o para
el tratamiento de la neutropenia mediante la infusion de neutrofilos.

Preferentemente dichos inhibidores de serina proteasa se seleccionan del grupo que comprende la sec. con nim. de ident.
2, sec. con num. de ident. 4, sec. con num. de ident. 6, sec. con num. de ident. 8, sec. con num. de ident. 10, sec. con nim.
de ident. 12, sec. con nim. de ident. 14, sec. con nim. de ident. 16, sec. con num. de ident. 18 o mezclas de estos.

La descripcion también proporciona un estuche para el diagndstico, pronéstico, profilaxis o tratamiento de la neutropenia en
un mamifero, caracterizado porque dicho estuche comprende inhibidores de serina proteasa, opcionalmente con reactivos
ylo instrucciones para su uso. Preferentemente, dicho inhibidores de serina proteasa comprenden una etiqueta detectable o
pueden unirse a una etiqueta detectable para formar un complejo detectable. Dicho inhibidor de serina proteasa es un
inhibidor de calicreina seleccionado entre los inhibidores hK2, hK3, hK4, hK5, hK6, hK7, hK8, hK9 hK10, hK11, hK12, hK13,
hK14, hK15 o mezclas de estos. Dichos inhibidores de serina proteasa se seleccionan del grupo que comprende la sec. con
ndm. de ident. 2, sec. con num. de ident. 4, sec. con nim. de ident. 6, sec. con num. de ident. 8, sec. con nim. de ident. 10,
sec. con nim. de ident. 12, sec. con nim. de ident. 14, sec. con nim. de ident. 16, sec. con num. de ident. 18 o mezclas de
estos.

Otras finalidades y ventajas seran evidentes para aquellos con experiencia en la técnica a partir de una revision de la
siguiente descripcién detallada, que procede en referencia a los siguientes dibujos ilustrativos, y reivindicaciones
acompafiantes.

Breve descripcion de las figuras
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Figura 1: muestra la tincién con anexina-V de los neutréfilos y las células T después de la incubacién con inhibidores de
proteasa MDPK67b y MDOKG9.

(a) Tincion con anexina-V de los neutréfilos y las células T después de la incubacion con MDPK67b. Las células se
incubaron durante 24 o 48 horas con MDPK67b a concentraciones en el intervalo de 6 uM a 60 uM, como indicado, o PBS
como control. La apoptosis se evalu6 mediante tincion con anexina V y analisis por FACS. Las poblaciones de leucocitos
indicadas se controlaron en base a su aspecto en un grafico de puntos FACS de dispersion frontal/dispersion lateral
(neutrdfilos) o mediante tincion positiva para CD3 (células T).

(b) Tincién con anexina-V de neutrofilos después de la incubacion con MDPK67b o0 MDOKG9 (OKDG9).

Los neutrdéfilos se incubaron durante 18 horas con concentraciones MDPK67b o MDOKG9 en el intervalo de 60 pM (dilucién
1) a 60 pM (dilucion 7) como indicado. La apoptosis se evalué como definido anteriormente.

Figura 2 : muestra la comparacion de varias condiciones de cultivo celular a través de la tincién con anexina-V de neutrdéfilos
tratados con MDPK67b.

Los neutrdfilos se cultivaron con las concentraciones indicadas de MDPK67b. PBS sin MDPK67b sirvié como control. Los
neutréfilos se sembraron (100 pl/pocillo) ya sea a 5x10%/ml (alta densidad) o 3x10%/ml (baja densidad) y la apoptosis de los
neutréfilos se evalué mediante la tincion de Anexina V y andlisis por FACS. El cultivo de 5x10%/ml neutréfilos en medio libre
de suero (X-Vivo 15) en lugar de RPMI 10% de FCS se evalud en paralelo.

Figura 3: muestra la reversion de la proteccion de neutréfilos mediada por MDPK67b usando inhibidores de tirosina
quinasa.

(a) Efecto de MDPK67b sobre los niveles de CD16 y CD11b de neutrdfilos cultivados. Los neutrdéfilos se cultivaron con las
concentraciones indicadas de MDPKG67b y el porcentaje de neutréfilos que expresan altos niveles de CD16 o CD11b se
evalu6 por FACS. Los graficos representativos de FACS se muestran.

(b) Reversion del efecto de MDPK67b sobre los niveles de neutréfilos CD16 y CD11b usando PP2. Los neutréfilos se
cultivaron con las concentraciones indicadas de MDPK67b en presencia o ausencia del inhibidor de la tirosina quinasa Src
PP2 (10 uM de concentracion final). La apoptosis y frecuencias relativas de neutréfilos que expresan altos niveles de CD11b
y CD16 se midieron por analisis FACS.

Figura 4: muestra el efecto de G-CSF en la apoptosis de neutrdfilos in vitro.

Los neutrdfilos se cultivaron con las concentraciones indicadas de G-CSF y de neutrdfilo (a) Apoptosis y (b) regulacion
negativa de la expresion de CD16 se analizaron por FACS. (c) Los neutréfilos se cultivaron con MDPK67b (0.6 uM) y
cantidades tituladas de G-CSF (concentraciones como indicadas). Los neutréfilos cultivados en medio y PBS (sin MDPK67b)
sirvieron como control.

Figura 5: muestra Anexina-V y tincion CD16 de neutrdfilos tratados con MDPK67b y Etoposid.

(a) Tincién con anexina-V de los neutrdéfilos tratados con MDPK67b y Etoposid. Las células se incubaron durante 18 horas
con MDPK67b (6 uM) mas Etoposid (125 pg/ml), Etoposid s6lo o PBS. La apoptosis se evalué mediante tincion con anexina
V y andlisis por FACS. Poblaciones de leucocitos relevantes se controlaron en funcion de su aspecto en un grafico de
puntos de FACS de dispersion frontal o dispersion lateral.

(b) Tincién con anexina-V de los neutrdfilos tratados con poco MDPK67b y concentraciones crecientes de Etoposid. Las
células se incubaron durante 18 horas con MDPK67b (0.06 uM) sélo o MDPK67b (0.06 uM) més concentraciones crecientes
de Etopsid (en ug/ml) como indicado o PBS. La apoptosis se evalué mediante la tincién con anexina V y el andlisis de FACS
se realiz6 como se sefialado anteriormente.

(c) Tincion CD16 de neutrdfilos tratados con MDPK67b y Etoposid. Las células se incubaron durante 18 horas con
MDPK67b (0.06 uM sélo o MDPK67b (0.06 uM) mas concentraciones crecientes de Etopsid (en pg/ml) como indicado o
PBS. Los porcentajes de neutréfilos que expresan altos niveles de CD16 se evaluaron mediante andlisis de FACS.

Descripcion detallada de la invencion

Algunas de las serina proteasas de la superfamilia de la quimiotripsina, incluyendo t-PA, plasminas, u-PA y las proteasas de
la cascada de coagulacion de la sangre son grandes moléculas que contienen, adicionalmente al dominio catalitico de la
serina proteasa, otros dominios estructurales responsables en parte de regulacion de su actividad (Barrett, 1986; Gerard y
otros, 1986; Blasi y otros, 1986).

Entre las serina proteasas importantes estan las enzimas de tipo tripsina, tales como tripsina, triptasa, trombina, calicreina_y
factor Xa. Los objetivos de la serina proteasa se asocian con procesos tales como la coagulacion de la sangre: lisis mediada
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por el complemento, respuesta inmune, inflamacion, deteccion del dolor, glomerulonefritis, pancreatitis, cancer, regulaciéon
de la fertilizacién, infeccion bacteriana y maduracion viral. Mediante la inhibicion de serina proteasas que tienen alta
especificidad por un objetivo en particular, uno puede inhibir in vivo numerosos procesos bioldgicos, que pueden tener
efectos draméticos sobre un huésped.

Los inhibidores de serina proteinasa (serpinas) comprenden un grupo heterogéneo de proteinas que forman una
superfarmilia ya que incluye mas de 100 miembros, de diversos organismos como virus, plantas y seres humanos. Las
serpinas han evolucionado por mas de 500 millones de afios y se separaron filogenéticamente en proteinas con funcién
inhibitoria y funcién no-inhibidora (Hunt y Dayhoff, 1980). Las serpinas no inhibidoras tales como ovoalbumina carecen de
inhibidor de la actividad proteasa (Remold-O'Donnell, 1993). La funcién principal de los miembros de la familia serpina
parece ser la neutralizacion de la actividad serina proteinasa sobreexpresada (Potempa y otros, 1994). Las serpinas juegan
un papel en la remodelaciéon de la matriz extracelular, la modulacién de la respuesta inflamatoria y la migracion celular
(Potempa y otros, 1994).

Los inhibidores de serina proteasa se dividen en las siguientes familias: la familia del inhibidor de tripsina pancreética bovina
(Kunitz), conocido ademas como inhibidor de proteasa béasica (Ketcham y otros, 1978); la familia Kazal; la familia de
inhibidores de subtilisina de Streptomyces; la familia de la serpina; la familia Kunitz del inhibidor de tripsina del frijol de soya;
la familia de inhibidores de la patata; y la familia Bowman-Birk (Laskowski y otros; 1980; Read y otros, 1986; Laskowski y
otros, 1987). Los inhibidores de serina proteasa pertenecientes a la familia de la serpina incluyen los inhibidores del
activador del plasmindgeno PAI-1, PAI-2 y PAI-3, inhibidor de la esterasa Cl, alfa-2-antiplasmina, contrapsina, alfa-1-
antitripsina, antitrombina I, proteasa nexina |, alfa-1-antiquimotripsina, inhibidor de la proteina C, cofactor Il de heparina y la
proteina regulada por la hormona del crecimiento (Carrel y otros, 1987; Sommer y otros, 1987; Suzuki y otros, 1987; Stump
y otros, 1986).

Muchos de los inhibidores de serina proteasa tienen una amplia especificidad y son capaces de inhibir tanto la superfamilia
quimotripsina de proteasas, incluyendo las serina proteasas de la coagulacion de la sangre, y la superfamilia de subtilisina
de Streptomyces de serina proteasas (Laskowski y otros, 1980). La inhibicion de las serina proteasas por serpinas se ha
revisado en Travis y otros (1983); Carrell y otros. (1985); y Sprengers y otros (1987). Los datos de la cristalografia estan
disponibles para un nimero de inhibidores intactos, incluyendo los miembros de las familias de inhibidores BPTI, Kazal, SSI,
tripsina del frijol de soya y patata y para una forma escindida de la serpina alfa 1-antitripsina (Head y otros, 1986). A pesar
de que los inhibidores de serina proteasa son proteinas de diversidad en la secuencia de aminoécidos, los inhibidores
intactos estudiados hasta la fecha tienen en comin un lazo caracteristico, denominado el lazo del sitio reactivo, que se
extiende desde la superficie de la molécula que contiene la secuencia de reconocimiento del sitio activo de la serina
proteasa afin (Levin y otros, 1983). La similitud estructural de los lazos en los diferentes inhibidores de serina proteasa es
notable (Papamokos y otros, 1982). La especificidad de cada inhibidor se cree estar determinada principalmente por la
identidad del aminoacido que estd inmediatamente amino-terminal al sitio de escision potencial del inhibidor por la serina
proteasa. Este aminoacido, conocido como residuo del sitio Pi, se cree formar un enlace acilo con la serina en el sitio activo
de la serina proteasa (Laskowski y otros, 1980). Si una o ninguna serpina posee funcion inhibitoria depende en gran medida
de la secuencia de consenso situada en la region de bisagra del lazo de sitio reactivo cerca del carboxi-terminal de la regién
codificante. Fuera del lazo del sitio reactivo, los inhibidores de serina proteasa de diferentes familias generalmente no se
relacionan estructuralmente, aunque la familia de inhibidores Kazal y la familia subtilisina de Streptomyces mostrar cierta
similitud estructural y de secuencia.

Como se usa en la presente descripcién, las siguientes definiciones se suministran para facilitar la comprension de la
presente invencion.

"Un" o0 "uno" significa "al menos uno" o "uno o mas."

El término "comprende" se usa generalmente en el sentido de incluir, es decir, permitir la presencia de una o0 mas
caracteristicas o componentes.

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

"Residuo de aminoacido" significa cualquier residuo de aminoéacido conocido por los expertos en la técnica. Este abarca
aminoacidos de origen natural (que incluyen, por ejemplo, usando el cddigo de tres letras, Ala, Arg, Asn, Asp, Cys, GIn, Glu,
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Gly, His, He, Leu, Lys, Met, Phe, Pro, Ser, Thr, Trp, Tyr, Val), asi como también amino&cidos raros y/o sintéticos y derivados
de estos (que incluyen, por ejemplo, Aad, Abu, Acp, Ahe, Aib, Apm, Dbu, Des, Dpm, Hyl, McLys, McVal, Nva, y similares.

Dicho residuo de aminoacido o derivado del mismo pueden ser cualquier isémero, especialmente cualquier isémero quiral,
por ejemplo, la isoforma L- 0 D-.

Por derivado de aminoécido, nos referimos de este modo a cualquier derivado de amino&cido que se conoce en la técnica.
Por ejemplo, los derivados de aminoacidos incluyen residuos derivable de amino&cidos naturales que contienen cadenas
laterales adicionales, por ejemplo, cadenas laterales de alquilo, y/o sustituciones de heterodtomos.

"Fragmentos" se refieren a las secuencias que comparten al menos 40% de aminoécidos de longitud con la secuencia
respectiva del sitio activo del sustrato. Estas secuencias pueden usarse siempre que presenten las mismas propiedades que
la secuencia natural de la que se derivan. Preferentemente estas secuencias comparten mas de 70%, preferentemente mas
de 80%, aun con mayor preferencia mas de 90%, en particular mas de 95% aminoéacidos de longitud con la secuencia
respectiva del sitio activo del sustrato.

La presente invencion ademas incluye variantes de la secuencia del sitio activo de sustrato. El término "variantes" se refiere
a polipéptidos que tienen secuencias de aminoacido que difieren en cierta medida de un polipéptido de secuencia nativa, o
sea secuencias de aminoacido que varian de la secuencia nativa por sustituciones conservativas de aminoacidos mediante
la cual uno o mas aminoécidos se sustituyen por otro con las mismas caracteristicas y funciones conformacionales. Las
variantes de secuencia de aminoacidos poseen sustituciones, deleciones, y/o inserciones en ciertas posiciones dentro de la
secuencia de aminoacido de la secuencia de amino4cido nativa. Las sustituciones conservativas de aminoécidos se definen
en la presente descripcion como los intercambios dentro de uno de los siguientes cinco grupos:

I. Residuos no polares o ligeramente polares, alifaticos, pequefios: Ala, Ser, Thr, Pro, Gly

Il. Residuos positivamente cargados polares: His, Arg, Lys

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

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

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

El término "calicreina" se refiere a las calicreinas glandulares o de tejidos. Las calicreinas glandular o de tejido son un sub-
familia de serina proteasas, con un alto grado de especificidad por el sustrato y expresion diversa en varios tejidos y fluidos
biolégicos. El término "calicreina” apareci6 en la literatura por primera vez en los 1930, cuando se encontraron grandes
cantidades de enzimas proteasas en aislados del pancreas (pancreas es "Kallikreas" en griego) (Kraut y otros 1930, Werle
1934). En la actualidad las enzimas calicreina se dividen en dos grupos, calicreinas de plasma y tejidos, que difieren
significativamente en su peso molecular, especificidad de sustrato, caracteristicas inmunolégicas, estructura genética, y el
tipo kinina liberada.

Las calicreinas comprenden una familia de serina endopeptidasas de cadena simple homodloga 15, secretada de ~25 a 30
kDa, con ort6logos presentes en especies de al menos seis 6rdenes de mamiferos. Estas calicreina son hK2, hK3, hK4,
hK5, hK6, hK7, hK8, hK9 hK10, hK11, hK12, hK13, hK14 y hK15. Preferentemente las calicreinas son hK2, hK4, hK11l y
hK14.

"Anticuerpo”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una clase de proteinas plasméaticas producidas por las
células B del sistema inmune después de la estimulacion por un antigeno. Anticuerpos de mamifero (es decir, humano) son
inmunoglobulinas de la clase Ig G, M, A, E o D. El término "anticuerpo” tal como se usa para los fines de esta invencion
incluye, pero no se limita a, anticuerpos policlonales, monoclonales, quiméricos, humanizados, humanos, de internalizacion,
neutralizantes, anti-idiotipicos, fragmentos inmunolégicamente activos o derivados de los mismos, proteinas recombinantes
que tienen actividad inmunolégica, e inmunoconjugados que se unen a calicreina o una serina proteasa anclada a
membrana.

Los términos "cancer" y "canceroso" se refieren o describen la condicion fisiolégica en mamiferos que se caracteriza
tipicamente por un crecimiento celular no regulado.

"Enfermedad"”, como se usa en la presente descripcion, se refiere a una condicion patoldgica de una parte, érgano o sistema
de un organismo como resultado de varias causas, tales como infeccion, defecto genético, o estrés ambiental, y se
caracteriza por un grupo identificable de signos o sintomas.
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"Mamifero" para los propésitos de tratamiento se refiere a cualquier animal clasificado como un mamifero, incluyendo
humanos, animales domésticos y de granja, y animales de zoolégico, deportivos o domésticos, tales como perros, caballos,
gatos, vacas, monos, etc. Preferentemente, el mamifero es humano.

"Tratamiento" se refiere tanto al tratamiento terapéutico como a medidas profilacticas o preventivas. Los que estan en
necesidad de tratamiento incluyen aquellos que ya presentan el trastorno, asi como aquellos en los que el trastorno debe
prevenirse. Por lo tanto, el mamifero que se trata en la presente descripcion puede haber sido diagnosticado con el trastorno
0 puede estar predispuesto o susceptible a la enfermedad.

El término "sujeto" se refiere a los pacientes humanos u otro mamifero, e incluye a cualquier persona que se desea
examinar o tratar usando los métodos de acuerdo con la presente invencion. Sin embargo, se entenderad que "paciente"
automaticamente no implica que los sintomas o enfermedades estén presentes.

La frase "farmacéuticamente aceptable" se refiere a entidades moleculares y composiciones que son fisiolégicamente
tolerables y tipicamente no producen una reaccion adversa alérgica o similar, tal como trastorno gastrico, mareo y similares,
cuando se administra a un humano.

Como se usa en la presente descripcion, el término "proteasa” se refiere a una clase de enzimas que reconoce una
molécula y escinde una secuencia de activacién en la molécula. La proteasa puede ser una endopeptidasa que escinde
enlaces peptidicos internos. Como alternativa, la proteasa puede ser una exopeptidasa que hidroliza enlaces peptidicos a
partir del extremo N-terminal o el extremo C-terminal de la molécula de polipéptido o proteina. La proteasa se pliega en una
conformacion para formar un sitio activo que recibe y escinde la secuencia de activacion.

"Inhibidores" se refiere a un polipéptido, o un compuesto quimico, que especificamente inhibe la funcién de una calicreina o
serina proteasa por, preferentemente, la unién a dicha calicreina o serina proteasa.

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

La "serina proteasa" o serpina puede seleccionarse del grupo que comprende la a-lantiquimotripsina (ACT), inhibidor de
proteina C (PCI), a-lantiproteinasa (AAT), precursor de la proteina relacionada con la a-lantitripsina humana (ATR),
inhibidor de la a-2-plasmina (AAP), precursor de la antitrombina-lll humana (ATIII), inhibidor de proteasa 10 (PI10),
precursor de la proteina 2 de unién a coldgeno humano (CBP2), inhibidor de proteasa 7 (PI7), leuserpina inhibidor de
proteasa 2 (HLS2), inhibidor de la proteasa Cl de plasma humano (C1 INH), inhibidor de la elastasa monocito/neutréfilo
(M/NEI), inhibidor del activador del plasmin6geno tipo 3 (PAI3), inhibidor de proteasa 4 (PI4), inhibidor de proteasa 5 (PI15),
inhibidor de proteasa 12 (PI12), inhibidor del activador del plasminégeno humano tipo 1 precursor endotelial (PAI-1), inhibidor
del activador de plasmindgeno humano tipo 2 de la placenta (PAI2), precursor del factor derivado del epitelio pigmentado
humano (PEDF), inhibidor de proteasa 6 (PI6), inhibidor de proteasa 8 (PI8), inhibidor de proteasa 9 (PI9), antigeno 1
humano asociado al carcinoma de células escamosas (SCCA-I), antigeno 2 humano asociado al carcinoma de células
escamosas (SCCA-2), globulina de unién a T4 (TBG), Megsin, e inhibidor de proteasa 14 (PI14), fragmentos de estos,
quimeras moleculares de estos, combinaciones de estos y/o variantes de estos.

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

Serpina

Pl o AAT_PRECURSOR DE ANTITRIPSINA ALFA-1
HUMANA A1AT, (INHIBIDOR DE ALFA-1 PROTEASA)
(ALFA-1- ANTIPROTEINASA)

PIL 0 ATR, PRECURSOR DE PROTEINA RELACIONADA
CON ANTITRIPSINA ALFA-1 HUMANA, A1AU

PLI O AAP, PRECURSOR DE ANTIPLASMINA ALFA-2
HUMANA, A2AP, (INHIBIDOR DE ALFA-2-PLASMINA)
(ALFA-2-Pl) (ALFA-2-AP)

AACT, PRECURSOR DE ALFA-1 ANTIQUIMOTRIPSINA
(ACT) HUMANA_ AACT

AT3, PRECURSOR DE ANTITHROMBINA HUMANA-II,
ANT3 (ATIII)

PI10, BOMAPINA BOMA_HUMANA (INHIBIDOR 10 DE
PROTEASA)

Numero de
Acceso

sp|P01009|

sp|P20848|

sp|P08697|

sp|P01011|

sp|P01008|

sp|P48595|

Secuencia RSL

GTEAAGAMFLEAIPMSIPPE

GTEATGAPHLEEKAWSKYQT

GVEAAAATSIAMSRMSLSSF

GTEASAATAVKITLLSALVE

GSEAAASTAVVIAGRSLNPN

GTEAAAGSGSEIDIRIRVPS
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CBP2, PRECURSOR DE LA PROTEINA 2 DE UNION A
COLAGENO HUMANA CBP2 (COLIGINA 2),

PI7 o PN1, PRECURSOR DE NEXINA DERIVADA DE GLIA

HUMANA GDN (GDN) (PROTEASA NEXINA 1) (PN-1)

(INHIBIDOR DE PROTEASA 7)

HCF2, PRECURSOR DEL COFACTOR Il (HC-Il) DE
HEPARINA HUMANA, HEP2 (INHIBIDOR DE PROTEASA

LEUSERPINA 2) (HLS2)

C1NH o C1IN, PRECURSOR DEL INHIBIDOR DE
PROTEASA C1 PLASMATICA HUMANA, IC1 (C1 INH)

ELANH2 o P12, INHIBIDOR DE ELASTASA (LEI) DE

LEUCOCITO HUMANO, ILEU (INHIBIDOR

MONOCITOE/NEUTROFILO ELASTASA) (M/NEI) (EI)

PCI o PLANH3 o0 PROCI, PRECURSOR DEL INHIBIDOR DE
PROTEASA (PCI) DE SERINA PLASMATICA HUMANA, IPSP

(INHIBIDOR PROTEINA C) (INHIBIDOR DEL ACTIVADOR

DE PLASMINOGENO-3) (PAI3)

Pl4 0 KST, PRECURSOR DE CALISTATINA HUMANA, KAIN
(INHIBIDOR DE CALICREINA) (INHIBIDOR DE PROTEASA4)

PI5, PRECURSOR DE MASPINA HUMANA, MASP

(INHIBIDOR DE PROTEASA 5)

PI12, PRECURSOR DE NEUROSERPINA HUMANA, NEUS
(INHIBIDOR DE PROTEASA12)

PAI1 o PLANH1, PRECURSOR DEL INHIBIDOR-1
ACTIVADOR DEL PLASMINOGENO HUMANO

sp|P05121|PAIL, ENDOTELIAL (PAI-1)

PAI2 o PLANHZ, INHIBIDOR-2 DEL ACTIVADOR DEL
PLASMINOGENO HUMANO, PAI2, PLACENTA (PAI-2)
(MONOCITO ARG- SERPINA) (INHIBIDOR DE

UROQUINASA)

PEDF, PRECURSOR DEL FACTOR DERIVADO DEL

EPITELIO PIGMENTADO HUMANO- PEDF (PEDF) (EPC-1)

PI6 o PTI, INHIBIDOR DE TROMBINA DE PLACENTA

HUMANA PTI6 (ANTIPROTEINASA CITOPLASMICA) (CAP)

(INHIBIDOR DE PROTEASA 6)

PI8, ANTIPROTEINASA 2 CITOPLASMICA (CAP2) HUMANA

PTI8 (CAP-2) (INHIBIDOR DE PROTEASAS)

P19, ANTIPROTEINASA 3 CITOPLASMICA (CAP3) HUMANA

PTI9 (CAP-3) (INHIBIDOR DE PROTEASA 9)

SCCA1, ANTIGENO 1 ASOCIADO AL CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS HUMANAS SCCAL1 (SCCA-1)

(PROTEINA T4-A)

SCCA2, ANTIGENO 2 ASOCIADO AL CARCINOMA DE
CELULAS ESCAMOSAS HUMANAS SCC2 (SCCA-2)

(LEUPINA)

TBG, PRECURSOR DE GLOBULINA DE UNION A TIROXINA

HUMANA THBG (GLOBULINA DE UNION A T4)

MEGSIN

PI14, pancpin, TSA2004

10

sp|P50454]

sp|P07093|
sp|P05546|

sp|P05155|

sp|P30740|

sp|P05154]

sp|P29622|
sp|P36952|
sp|Q99574|

sp|P05121|

sp|P05120|

sp|P36955|

sp|P35237|

sp|P50452|
sp|P50453|

sp|P29508|
sp|P48594|

sp|P05543|

0i|4505149|ref
IN

P_003775.1|

qi3724282]dbj
|B AA33766.1|

GNPFDQDIYGREELRSPKLF

GTKASAATTAILIARSSPPPW

GTQATTVTTVGFMPLSTQVR

GVEAAAASAISVARTLLVFE

GTEAAAATAGIATFCMLMPE

GTRAAAATGTIFTFRSARLN

GTEAAAATTFAIKFFSAQTN

GGDSIEVPGARILQHKDELN

GSEAAAVSGMIAISRMAVLY

GTVASSSTAVIVSARMAPEE

GTEAAAGTGGVMTGRTGHGG

GAGTTPSPGLQPAHLTFPLD

GTEAAAATAAIMMMRCARFV

GTEAAAATAWRNSRCSRME

GTEAAAASSCFVVAECCMES

GAEAAAATAWGFGSSPAST

GVEAAAATAVVVVELSSPST

GTEAAAVPEVELSDQPENTF

GTEATAATGSNIVEKQLPQS

GSEAATSTGIHIPVIMSLAQ
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El inhibidor de serina proteasa de la invencién es un inhibidor de calicreina. Los inhibidores de calicreina de la invencion se
seleccionan entre los inhibidores de hK2, hK3, hK4, hK5, hK6, hK7, hK8, hK9 hK10, hK11, hK12, hK13, hK14 o hK15.
Preferentemente, los inhibidores de calicreina se seleccionan entre los inhibidores de hK2, hK4, hK11, hK5 y hK14. Con
mayor preferencia, el inhibidor de calicreina es un inhibidor de hK2.

Se abarcan por la presente descripcion las proteinas inhibidoras recombinantes de una Calicreina, que comprenden una
secuencia de serpina en donde el lazo de serpina reactivo P6-P6' de dicha secuencia de serpina comprende al menos una
secuencia del sitio activo del sustrato especifico para dicha calicreina, fragmentos biol6gicamente activos de estos, una
quimera molecular de esto, una combinacion de esto y/o variantes de estos. Dicha al menos una secuencia del sitio activo
del sustrato especifico para dicha calicreina, es un péptido del sustrato seleccionado por Calicreina usando una genoteca de
pentapéptido aleatoria de presentacion de fago como se describe en la Solicitud de Patente Internacional
PCT/IB2004/001040 (Universidad de Lausanne).

Particularmente, en caso de que el inhibidor de calicreina es un inhibidor dirigido contra hK2, dicho inhibidor puede
seleccionarse entre los descritos en la Solicitud de Patente Internacional PCT/IB2004/001040. Preferentemente, el inhibidor
de calicreina de la invencion puede seleccionarse del grupo que comprende MD820, MD62, MD61, MD67 y MDCI. Con la
méxima preferencia este inhibidor es MD62 o MD61 y aun con mayor preferencia el inhibidor es MDPK67b. Esta solicitud
describe una proteina inhibidora quimérica de una proteasa que comprende una secuencia polipeptidica inhibidora y al
menos una secuencia polipeptidica de un sitio de interaccién sustrato-enzima especifico para una proteasa asi como un
método para producir la proteina inhibidora quimérica de una proteasa. Preferentemente, la secuencia de ADN aislada y
purificada que codifica el inhibidor de serina proteasa de la invencién se selecciona del grupo que comprende la sec. con
nim. de ident. 1, sec. con nim. de ident. 3, sec. con nim. de ident. 5, sec. con nim. de ident. 7, sec. con nim. de ident. 9,
sec. con num. de ident. 11, sec. con nim. de ident. 13 y sec. con nim. de ident. 15. Con la maxima preferencia, la
secuencia de ADN aislada y purificada que codifica el inhibidor de serina proteasa de la invencién es la sec. con nim. de
ident. 15.

Como un ejemplo de inhibidor de serina proteasa de acuerdo con la invencion, los Solicitantes encontraron
sorprendentemente 6 nuevas proteinas quiméricas inhibidoras especificas para la proteasa hK2 como se resume mas abajo
en la Tabla Il, estos inhibidores son:

Tabla Il
Inhibidores Otros Sec. ID nam.
Quiméricos Nombres (proteina)
rACTs 20 MDE2() 2
rACTe 2 MD6G2 4
rACTy» MDE3 fy
rACTg s MDa&T 8
rACTg MDol 10
ACTse MD5TE 12
MDCI 14
MDPK&6Th 16

Estas proteinas inhibidoras quiméricas se han obtenido por modificacién del RSL de la al-antiquimotripsina (rACT), que se
sabe que inhibe un gran panel de enzimas humanas tales como quimotripsina, quimasa de mastocitos, catepsina G,
calicreinas prostaticas hK2 y PSA (hK3), con el fin de cambiar la especificidad de esta serpina. Las secuencias de péptidos,
seleccionadas como sustratos para la enzima hK2 por la tecnologia de presentacion en fagos como se explica en la solicitud
de patente internacional PCT/IB2004/001040, se han usado para reemplazar el enlace escindible y los residuos de
aminoacidos vecinos del RSL. Los inhibidores recombinantes se produjeron en bacterias y se purificaron por cromatografia
de afinidad.

11



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2534832713

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

En caso de que el inhibidor de calicreina es un inhibidor dirigido contra hK14, después dicho inhibidor se puede seleccionar
entre los descritos en la prioridad de la Solicitud de Patente Internacional PCT/IB2005/000504. Preferentemente, dicho
inhibidor recombinante puede seleccionarse del grupo que comprende AATec1, AATcic, AATci1, AATciie, AATes, AATEs,
AATE11, AATE3, AATgy, ACTe1, ACTeis, ACTc11, ACTci1g, ACTes, ACTes, ACTr11, ACTr3, ACTago (sec. con num. de ident.
17), ACTeiy, Y ACTciip. Preferentemente, dicha proteina inhibidora de una proteasa hK14 es AATgi1, AATcic, AATci,
AATc116, AATEes, AATes, AATEs, AATGy, ACTgig, ACTc11, ACTciig, ACTes, ACTes, AGTr11, ACTEs, ACTge (sec. con num. de
ident. 18), ACTgiv, 0 ACTc11p. Esta solicitud describe una proteina inhibidora quimérica de una proteasa hK14 que tiene una
secuencia polipeptidica inhibidora y al menos una secuencia polipeptidica de un sitio de interaccién sustrato-enzima
especifico para dicha proteasa hK14, en donde dicha proteina inhibidora quimérica de una proteasa hK14 tiene, bajo
condiciones fisioldgicas,

i) una estequiometria de inhibicién (Sl) igual o por debajo de 11.7 después de al menos 4 horas de
incubacioén,

i) una velocidad de asociacion (Ka) de al menos 7’500 M™* s™

iii) una actividad inhibidora de 100% después de al menos 30 minutos de incubacion.

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

Se contempla ademas por la presente invencion las mezclas de inhibidores de serina proteasa, anticuerpos, Peptacuerpos y
fragmentos biol6gicamente activos de estos.

Los anticuerpos de acuerdo con la descripcion pueden unir selectivamente una calicreina o una serina proteasa y no se
uniran (o se unirdn débilmente) a un polipéptido no objetivo. Se pueden unir ademas a una calicreina de origen natural o
serina proteasa o0 a polipéptidos recombinantes de estos. Los anticuerpos de la invenciéon pueden unir una calicreina o
serina proteasa expresada por una célula es decir expresada por una célula que incluye superficie de la célula, unida a
membrana, formas citoplasmética o secretadas. Pueden unir ademas uno o mas dominios en el calicreina o la serina
proteasa, que incluyen dominio(s) citoplasmatico, transmembrana, y/o extracelular. Como alternativa, pueden unirse a
cualquiera de calicreina o serina proteasa en su forma nativa y/o desnaturalizada.

Se entiende por aquellos con experiencia en la materia que las regiones o epitopes de la calicreina o serina proteasa para el
que un anticuerpo se dirige pueden variar con la solicitud pretendida.

El anticuerpo de acuerdo con la descripcion puede reconocer y unirse a cualquier porcién de la calicreina o la serina
proteasa, que incluye el dominio de citoplasmatico, dominio transmembrana, y/o el dominio extracelular, o cualquier porcién
de estos tales como fragmentos o derivados de estos.

Los anticuerpos de acuerdo con la descripcién pueden ser preparaciones policlonales que incluyen una poblacién de
anticuerpos diferentes dirigidos contra un epitope diferente en el inmundgeno, tal como una calicreina o serina proteasa
usado como un inmunégeno.

Los anticuerpos policlonales pueden producirse por métodos bien conocidos en la técnica. Generalmente, cualquier
anticuerpo (por ejemplo, monoclonal, policlonal, y similares) se puede elevar usando una calicreina aislada o una serina
proteasa, o un fragmento como el inmundgeno. Adicionalmente, el inmundgeno puede ser una proteina de fusiéon que
incluye todo o una porcién de los polipéptidos objetivos fusionados a V5, His, proteina de unién a maltosa, GST, o Ig
humana. Por ejemplo, los anticuerpos policlonales se han elevado previamente usando una proteina de fusién que tiene el
dominio extracelular de, por ejemplo, hepsina humana fusionada a la proteina de unién a maltosa (Y Kazama, y otros, 1995
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J Biol Chem 270:66-72). Los anticuerpos de acuerdo con la invencion pueden ser anticuerpos monoclonales que se a unen
un sitio antigénico especifico presente en la calicreina o la serina proteasa.

Los métodos para preparar un inmundgeno e inmunizar un animal se conocen bien en la técnica (Kohler y Milstein 1975
Nature 256:495-497; Brown y otros. 1981 J Immunol 127:539-46; Brown y otros, 1980 J Biol Chem 255:4980-83; Yeh y
otros, 1976 Proc Natl Acad Sci USA 76:2927-31; Yeh y otros, 1982 Int J Cancer 29:269-75; Kozbor y otros, 1983 Immunol
Today 4:72; Cole y otros, 1985 Monoclonal Antibodies and Cancer Therapy, Alan R. Liss, Inc., pags. 77-96; patente de los
Estados Unidos num. 4,816,567; Clackson, y otros, 1991 Nature 352:624-628; Marks, y otros, 1991 J Mol Biol 222:581-597).

La presente invencién prevé ademas el caso en que los inhibidores de calicreina y/o los inhibidores de serina proteasa estan
en forma de Peptacuerpos.

Un "Peptacuerpo” como se describe en WO 98/18943 (Kajava y otros) y WO2004087766 (Universidad de Lausanne) es una
molécula de alta avidez que usa el concepto de multimerizacion para inducir sefiales celulares aberrantes. El dominio de
multimerizacién consiste de una parte de la proteina humana (COMP) de la matriz oligomérica del cartilago, que se fusiona
a una region bisagra o un espaciador (preferentemente que contiene 19 aminoéacidos de IgA humana) y un dominio (dominio
de union) capaz de unir a un aceptor (ligando). El concepto de molécula peptacuerpo permite una unién apretada en las
células o tejidos que expresan alto nivel del marcador calicreina y serina proteasa. "Decacuerpos” se construyen bajo el
mismo principio con la diferencia que poseen diez brazos y consecuentemente diez dominios de union.

Usualmente, las enfermedades de acuerdo con la invencién son enfermedades en las que el nimero de leucocitos
polimorfonucleares, los neutréfilos se han convertido en un problema por estar disminuidos debido a infecciones, septicemia,
irradiacién, quimioterapia, efectos secundarios de farmacos o la accion de productos quimicos téxicos.

La invencion incluye ademas la aplicacion topica de inhibidores de calicreina en Ulceras diabéticas de la piel para prevenir la
muerte celular de neutréfilos y de ese modo restituir la celularidad y funciones de neutrofilos.

La invencion incluye ademas el uso in-vitro de inhibidores de calicreina para la preparacion de neutréfilos y sus precursores
de médula 6sea para realizar manipulaciones moleculares para terapia génica o usar neutréfilos y sus precursores de
médula 6sea para infusiones a los pacientes.

La invencién incluye el tratamiento de los pacientes que reciben células madre o células precursoras mieloides o
transfusiones de neutrdfilos con inhibidores de calicreina o los inhibidores de serina proteasa.

La presente invencién se dirige ademas a una composicion farmacéutica que comprende el inhibidor de calicreina como se
describe en la presente descripcion como un agente activo, opcionalmente en combinacién con uno o mas portadores
farmacéuticamente aceptables.

Preferentemente, la composicion, como una composicion farmacéutica, de acuerdo con la invencion debe ser administrada
a un paciente con necesidad de tratamiento a través de cualquier ruta adecuada, por lo general por via oral o por inyeccién
en el torrente sanguineo o CSF, o por via subcutanea o directamente en el sitio de interés, o cerca de este sitio.

Preferentemente, la composicién de acuerdo con la invencion ademés se puede afiadir a las soluciones de infusion
preparadas para infusiones de células de médula 6sea, células mieloides y neutrdfilos.

De acuerdo con otra modalidad, la composiciéon de la invencién se puede afiadir ademas a las soluciones que se usan en
manipulaciones in-vitro de células de médula ésea y neutrdfilos para la terapia génica o en la congelacion celular para
almacenamiento de las células.

De acuerdo con una modalidad adicional, la composicion de la invencién se puede aplicar localmente a la piel en las Ulceras
isquémica de la piel o diabética.

La dosis precisa dependera de un nimero de factores, que incluyen si la composicién es para la profilaxis o para el
tratamiento, la naturaleza precisa de la composicion, y la naturaleza de la etiqueta detectable o funcional unida al inhibidor
de calicreina o el inhibidor de serina proteasa.

La presente composicion farmacéutica comprende como una sustancia activa una cantidad farmacéuticamente eficaz de la
composicién como se describe, opcionalmente en combinacion con portadores farmacéuticamente aceptables, diluyentes y
adyuvantes.
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"Una cantidad farmacéuticamente eficaz" se refiere a un material 0 compuesto quimico que, cuando se administra a un
organismo humano o animal induce un efecto farmacoldgico y/o fisiolégico detectable.

La cantidad farmacéuticamente eficaz de una unidad de dosificacion de inhibidor de calicreina y/o inhibidor de serina
proteasa como se describe en la presente descripcion por lo general esta en el intervalo de 0.001 ng a 100 pg por kg de
peso corporal del paciente que se trata.

La composiciobn farmacéutica puede contener uno o mas portadores farmacéuticamente aceptables, diluyentes y
adyuvantes.

Los portadores, diluyentes y adyuvantes aceptables que facilitan el procesamiento de los compuestos activos en la
preparacién que pueden usarse farmacéuticamente son generalmente no téxicos para los receptores a las dosificaciones y
concentraciones empleadas, e incluyen amortiguadores tales como fosfato, citrato, y otros acidos organicos; antioxidantes
que incluyen &cido ascorbico y metionina; conservantes (tales como octadecildimetilbencil cloruro de amonio; cloruro de
hexametonio; cloruro de benzalconio, cloruro de bencetonio; fenol, alcohol butilico o bencilico; alquil parabenos tales como
metil o propilparabén; catacol; resorcinol; ciclohexanol; 3-pentanol; y m-cresol); polipéptidos de bajo peso molecular (menos
que aproximadamente 10 residuos); proteinas, tales como albumina sérica, gelatina, o inmunoglobulinas; polimeros
hidréfilos tales como polivinilpirrolidona; aminoacidos tales como glicina, glutamina, asparagina, histidina, arginina, o lisina;
monosacaridos, disacéaridos, y otros carbohidratos que incluyen glucosa, manosa, o dextrinas; agentes quelantes tales como
EDTA; azlcares tales como sacarosa, manitol, trehalosa o sorbitol; contraiones formadores de sal tales como sodio;
complejos de metal (por ejemplo los complejos de Zn-proteina); y/o surfactantes no idnicos, tal como TWEEN®,
PLURONICS® o polietilenglicol (PEG).

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

La composicion farmacéutica, como se describe en la presente descripcion, puede incorporarse o impregnarse ademas en
una matriz bioabsorbible, donde la matriz se administra en forma de una suspensién de la matriz, un gel o un soporte sélido.
Adicionalmente la matriz puede estar compuesta por un biopolimero.

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

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

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

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

Ya que las modificaciones de aminoacido de los aminoacidos (del inhibidor por ejemplo) son abarcadas ademas por la
presente invencion, esto puede ser Util para la reticulacion del inhibidor a una matriz insoluble en agua u otros portadores
macromoleculares, o para mejorar la solubilidad, la adsorcién, y la permeabilidad a través de la barrera de sangre del
cerebro. Tales modificaciones se conocen bien en la técnica y alternativamente pueden eliminar o atenuar cualquier posible
efecto secundario indeseable del péptido y similares.

Usualmente, los inhibidores de calicreina de la invencién pueden comprender una etiqueta detectable o pueden unirse a una
etiqueta detectable para formar un complejo detectable.
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"Etiqueta detectables" son moléculas detectables o porcién de deteccidon para fines de diagnéstico, tales como enzimas o
péptidos que tienen una propiedad de unién particular, por ejemplo, estreptavidina o peroxidasa de rabano picante. La
porcion de deteccion incluye, ademas, porciones quimicas, tales como biotina que se pueden detectar a través de la unién a
una porcion especifica detectable afin, por ejemplo, etiqueta de avidina.

Preferentemente, las etiquetas detectables incluyen etiquetas fluorescentes y etiquetas usadas convencionalmente en la
técnica para la imagen MRI-CT. Un nimero de materiales fluorescentes son conocidos y se pueden utilizar como etiquetas.
Estos incluyen, por ejemplo, fluoresceina, rodamina, auramina, rojo de Texas, azul AMCA y Amarillo Lucifer.

Los inhibidores de calicreina de la invencién pueden portar una etiqueta radioactiva como la porcion de deteccion, tales
como los is6topos 3H, 14C, 32P, 35S, 36Cl, 51Cr, 57Co, 58Co, 59Fe, 90Y, 121I, 124l, 125I, 131l, 111In, 211At, 198Au,
67Cu, 225Ac, 213bu, 99Tc y 186Re. Cuando se usan etiquetas radiactivas, pueden usarse procedimientos de recuento
disponibles conocido actualmente para identificar y cuantificar los miembros de la unién especifica. En el caso donde la
etiqueta es una enzima, la deteccién puede realizarse por cualquiera de las técnicas, colorimétricas, espectrofotométricas,
fluoroespectrofotométricas, amperométricas o gasomeétricas utilizadas actualmente conocidas en la técnica.

En el caso de imagenologia in vivo, las etiquetas de la presente invencién se pueden conjugar a un agente de imagenologia
en lugar de un radiois6topo (s), que incluye, pero sin limitarse a un agente potenciador de imagen de resonancia magnética.
Ejemplos de grupos quelantes incluyen EDTA, porfirinas, poliaminas éteres corona y polioximas.

Los ejemplos de iones paramagnéticos incluyen gadolinio, hierro, manganeso, renio, europio, lantano, holmio y erbio.

Otro tema de la presente descripcion es proporcionar un estuche para el diagnéstico, pronéstico, profilaxis o tratamiento de
la neutropenia en un mamifero, dicho estuche que comprende la composicién de la invencion, opcionalmente con reactivos
y/o instrucciones de uso.

El estuche puede comprender ademéas una forma de dosificacion farmacéutica separada que comprende por ejemplo un
agente anti-cancer seleccionado del grupo que consiste de agentes quimioterapéuticos, anticuerpos anti-receptores del
factor de crecimiento epidérmico, agentes radioinmunoterapéuticos, y combinaciones de estos.

Generalmente, el estuche comprende un recipiente y una etiqgueta o prospecto en o asociada con el recipiente. Los
contenedores adecuados incluyen, por ejemplo, botellas, frascos, jeringas, etc. Los contenedores pueden formarse a partir
de una variedad de materiales tales como vidrio o plastico. El recipiente porta una composicién que es eficaz para tratar la
afeccion y puede tener un puerto de acceso estéril (por ejemplo, el recipiente puede ser una bolsa de solucion intravenosa o
un vial que tiene un tapdn perforable por una aguja de inyeccién hipodérmica). La etiqueta o inserto del empaque indica que
la composicién se usa para tratar la afeccion escogida, tal como la netropenia.

Como alternativa, o adicionalmente, el estuche puede comprender ademas un segundo (o tercer) recipiente que comprende
un amortiguador farmacéuticamente aceptable, tal como agua bacteriostatica para inyeccion (BWFI), solucién salina
regulada con fosfato, solucién de Ringer y solucién de dextrosa. Puede incluir adicionalmente otros materiales deseables
desde un punto de vista comercial y del usuario, que incluyen otros amortiguadores, diluyentes, filtros, agujas, y jeringas.

La presente invencién ademas describe el uso de la composicion de la invencion, como una herramienta farmacolégica en el
desarrollo y estandarizacion de sistemas de prueba in vitro e in vivo para el diagnéstico, prondstico, profilaxis o el
tratamiento de la neutropenia en los mamiferos.

La presente invencion proporcina ademas un ensayo de deteccion para el diagndstico, prondstico, profilaxis o tratamiento de
la neutropenia en una muestra de tejido que comprende poner en contacto la muestra de tejido con la composicién de la
invencion, determinar y medir la cantidad de marcador detectado y correlacionar esta cantidad con la presencia o ausencia
de la neutropenia en dicha muestra de tejido.

Aquellos con experiencia en la materia apreciaran que la invencién descrita en la presente descripcién es susceptible a
variaciones y modificaciones distintas de las descritas especificamente. La presente descripcién, por lo tanto, debe ser
considerada como en todos los aspectos ilustrados y no restrictiva, siendo indicado el alcance de la invencién por las
Reivindicaciones adjuntas.

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

Ejemplos
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Efecto in vitro de MDPK67B en la supervivencia celu  lar de neutrdfilo .

Para evaluar la viabilidad de los neutréfilos in-vitro, sangre periférica de donantes sanos fue de eritrocito lisados y se
aislaron los neutréfilos o células mononucleares de sangSre periférica (PBMCs). Los cultivos en RPMI 10% de FCS se
realizaron en placas de microtitulacion de 96 pocillos (5x10” células/pocillo) a menos que se indique de cualquier otra forma.
El porcentaje de neutréfilos o PBMCs apoptoticos se evalué basado en la union de proteina Anexina V fluorescente o
medicion de expresion en la superficie de CD11lb o CD16 por analisis FACS (clasificador de células activadas por
fluorescencia).

Ejemplo 1: MDPK67b redujo la apoptosis de los neutr  6filos in vitro de una manera dependiente de la dos  is pero no
tiene efecto significativo en la supervivencia de c élulas T.

Figura 1: Tincién con anexina-V de los neutréfilos y células T tras la incubacién con inhibidores de proteasas MDPK67b y
MDOKGO.

Figura 1a: Tincidon con Anexina-V de los neutréfilos y las células T tras la incubacion con MDPK67b. Las células se
incubaron durante 24 o 48 horas con MDPK67b en concentraciones que van desde 6 uM a 60 yM, como se indica, o PBS
como control. La apoptosis se evalu6 mediante tincion con Anexina V y analisis FACS. Las poblaciones de leucocitos
indicadas, se clasificaron basado en su apariencia en un grafico de puntos del FACS de dispersion frontal/dispersion lateral
(neutrdfilos) o mediante tincion positiva de CD3 (células T).

Figura 1b: Tincién con Anexina-V de neutrofilos tras la incubacion con MDPK67b 0 MDOKG9 (0KDG9).
Los neutrdfilos se incubaron durante 18 horas con concentraciones de MDPK67b o MDOKG9 que van desde 60 uM (dilucion
1) a 60 pM (dilucién 7) como se indica. La apoptosis se evalué como se describe anteriormente.

Conclusién: MDPK67b a dosis que van desde 60 uM hasta 0.6 uM inhiben la apoptosis de los neutréfilos. MDOKG9 tuvo un
efecto similar protegiendo los neutréfilos que entran en la apoptosis. Este efecto fue especifico para los neutréfilos y
MDPKG67B no inhibié la apoptosis de los monocitos o linfocitos.

Ejemplo 2: La proteccién mediada por MDPK67b de los neutréfilos contra la apoptosis es independiente d e las
condiciones de cultivo.

Figura 2: Comparacion de varias condiciones de cultivo celular a través de tincién con Anexina-V de neutrofilos tratados con
MDPK67b.

Los neutrdfilos se cultivaron con las concentraciones indicadas de MDPK67b. PBS sin MDPK67b sirvié como un control. Los
neutrofilos se sembraron (100 pl/pocillo) ya sea a 5x10%/ml (alta densidad) o 3x10°/ml (baja densidad) y la apoptosis de los
neutrofilos se evalué mediante tincién con Anexina V y andlisis FACS. El cultivo de 5x10%/ml de neutréfilos en medio libre de
suero (X-Vivo 15) en lugar de RPMI 10% de FCS se evalud en paralelo.

Conclusién: MDPK67b inhibe la apoptosis de los neutréfilos in vitro independientemente de la densidad celular y la
presencia o ausencia de suero en el medio de crecimiento.

Ejemplo 3: El inhibidor PP2 de la tirosina quinasa Src invierte la disminucién en la apoptosis de los neutréfilos
mediado por MDPK67b .

Figura 3: Reversién de la proteccién de los neutréfilos mediada por MDPK67b mediante inhibidores de la tirosina quinasa.

Figura 3a: Efecto de MDPKG67b en los niveles de CD16 y CD11b de neutrdfilos cultivados. Los neutréfilos se cultivaron con
las concentraciones indicadas de MDPK67b y el porcentaje de neutréfilos que expresan altos niveles de CD16 o CD11b se
evalu6 por FACS. Se muestran graficos de FACS representativos.

Figura 3b. Reversion del efecto de MDPK67b en los niveles de neutréfilos CD16 y CD11b mediante PP2. Los neutrdfilos se
cultivaron con las concentraciones indicadas de MDPK67b en presencia o ausencia del inhibidor PP2 de la tirosina quinasa
Src (10 uM de concentracion final). La apoptosis y frecuencias relativas de neutréfilos que expresan alto CD11b y CD16 se
midieron por analisis FACS.
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Conclusién: MDPK67b aumenta dependiendo de la dosis la frecuencia de los neutréfilos que expresan CD16 y CD11b en
niveles altos que se asocia con disminucion de la apoptosis. La frecuencia aumentada de neutrofilos que expresan CD11b
alto y la apoptosis disminuida en presencia de MDPK67b puede invertirse en presencia del inhibidor PP2 de tirosina quinasa
Src. Se observaron efectos similares con otros inhibidores de quinasa que bloquean las vias de sefalizacion intracelulares,
que incluyen el inhibidor Ly294002 de PI3K y el inhibidor PD98059 de ERK.

Ejemplo 4: Efecto superior de MDPK67b en comparaci6 n con G-CSF en la proteccién de los neutréfilos de la
apoptosis.

Figura 4: Efecto de G-CSF en la apoptosis in vitro de neutrofilo.

Los neutrdéfilos se cultivaron con las concentraciones indicadas de G-CSF y neutrdfilo.

La apoptosis (a) y regulacion negativa de la expresion de CD16 (b) se analizaron por FACS. (c) Los neutrdéfilos se cultivaron
con MDPKG67b (0.6 uM) y cantidades tituladas de G-CSF (concentraciones como se indica). Los neutrdéfilos cultivados en
medio y PBS (sin MDPK67b) sirvieron como un control.

Conclusion: El efecto de MDPK67b en la apoptosis de neutréfilos no se afecta por G-CSF, que por si solo tiene sélo un
efecto protector leve sobre la apoptosis de neutrdfilos.

Ejemplo 5: MDPK67b reduce la apoptosis de neutréfil  os inducida por el farmaco citostéatico.
Figura 5: Tincién con Anexina-V y CD16 de neutréfilos tratados con MDPK67b y Etopoésido.

Figura 5a: Tincidon con Anexina-V de neutrdéfilos tratados con MDPK67b y Etopésido. Las células se incubaron durante 18
horas con MDPK67b (6 uM) mas Etoposido (125 ug/ml), Etopdsido solo o PBS. La apoptosis se evalué mediante tincién con
Anexina V y andlisis FACS. Las poblaciones de leucocitos relevantes se clasificaron en base a su aparicion en un gréafico de
puntos de FACS de dispersion frontal o dispersion lateral.

Figura 5b: Tincion con Anexina-V de los neutréfilos tratados con concentraciones bajas de MDPK67b y crecientes de
Etopdsido.

Las células se incubaron durante 18 horas con MDPK67b (0.06 uM) solo o MDPK67b (0.06 uM) mas concentraciones
crecientes de Etopoésido (en pg/ml) como se indica o PBS. La apoptosis se evalué mediante tincién con Anexina V vy el
andlisis FACS se realiz6 como se menciond anteriormente.

Figura 5c¢: Tincion de CD16 de neutrdfilos tratados con MDPK67b y Etopésido. Las células se incubaron durante 18 horas
con MDPK67b (0.06 pM solo o MDPK67b (0.06 pM) méas concentraciones crecientes de Etoposido (en pg/ml) como se
indica o PBS. Los porcentajes de neutrdfilos que expresan alto CD16 se evaluaron mediante andlisis FACS.

Conclusién: Incluso dosis altas (hasta 125 pg/ml) del fArmaco citostatico Etoposido solo bloquea parcialmente la apoptosis
reduciendo el efecto de MDPKG67b.

Ejemplo 6: Andlisis RT-PCR de la expresion KLK en | ineas celulares leucémicas y células mononucleares y
neutréfilos derivados de donantes.

Materiales y Métodos :

Las lineas de células DU-145, PC-3, T47D, OVCAR-3, HL-60, THP1 y U937 se cultivaron en medios estandar adecuados
con 10% de suero de ternero fetal desactivado e incubaron a 37 °C con 5% de CO2. Se aislaron células mononucleares y
neutrdfilos. El ARN total se extrajo de las células usando reactivo Trizol (Life Technologies, Inc.) y PureLink Micro- para -Midi
kit (Invitrogen) y dos pg de ARN total se inverso-transcribieron en la primera cadena de ADNc usando Superscrip Il
(Invitrogen) en una reaccion de 20 pl siguiendo las instrucciones del fabricante. Las reacciones de PCR se realizaron
usando iniciadores especificos para cada calicreina y actina como control. Todos los iniciadores ya se describieron en la
literatura (Harvey TJ y otros, J Biol Chem, 1 diciembre 2000 ;275(48):37397-406. Yousef GM y otros, J Biol Chem. ene 5 de
2001;276 (1):53-61. Yousef GM y otros, Cancer Res. abril 15 de 2001;61(8):3425-31). Dependiendo de la reaccién de PCR,
el ARN aislado a partir de diferentes lineas celulares que incluyen DU-145, PC-3, T47D, OVCAR-3 se usaron como
controles positivos para la expresion de KLK (Harvey TJ y otros, J Biol Chem, 2000 Dec 1;275(48):37397-406).

Las condiciones de los ciclos fueron dependiendo del gen objetivo y principalmente como se describe en Harvey TJ y otros,
(J Biol Chem, 1 dic. 2000;275(48):37397-406). La mezcla de PCR se someti6 a electroforesis en un gel de agarosa al 2% y
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se visualizd mediante tincién con bromuro de etidio. Donde se indique, las bandas de ADN del tamafio predicho se

escindieron a partir de un segundo gel de agarosa al 2% a continuacion de la electroforesis y se secuenci6 el ADN
recuperado.

Los iniciadores se usaron para la amplificacion de KLK por RT-PCR;
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Secuencia

TGGAGAACCACACCCGCCAAG

ACGGCGACAGAAGGCTTATTG
GCCTAAAGAAGAATAGCCAGGT

CTCAGACTAAGCTCTAGCACAC
GCATCAGGAACAAAAGCGTGA

CCTGAGGAATCGATTCTTCAG
GCGGCACTGGTCATGGAAAAGG

CAAGGCCCTGCAAGTACCCG
GAGCTGGGGCCGGGGAAGAC

TGGGCCGGGCACAAGGGTAA
GAGCGGCCATGAAGAAGC

AATCACCATCTGCTGTCTTGC
GCCCAGGGTGACAAGATTATT

GTACCTCTGCACACCAACGG
TACTCTGTGGCGGTGTCCTTG

GAGCCCCAGGATGTGATGCCC
GGCCGGCCTCTTCCACCTTAC

GCGCGGGCTCAGTTCTCCAT
GCGGAAACAAGCCACTGTGGG

GGTAAACACCCCACGAGAGGA
CCGCTACATAGTTCACCTGG

AGGTGTGAGGCAGGCGTAACT
TGGCAGACAAAGAGACAAGGT

CTTAGAAGGGCTGGCAGGAG
CTACACCTGCTTCCCCCACTCTCA
GCCGGTCAGGTTGCCCACAT
CTGGGCAAGCACAACCTGAG
GCATCGTTTCCTCAATCCAGC
CAAGTGGCTCTCTACGAGCG
ATCACACGGGTGGTCATGTG
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Tabla 2: Patrones de expresion de los 15 genes de KLK obtenidos mediante analisis de RT-PCR en lineas celulares
leucémicas y células neutréfilos y mononucleares derivadas de los donantes. Los siguientes simbolos usados representan:
++, expresion moderada/alta ; + expresion baja; (1) Productos de PCR del tamafio previsto secuenciado y confirmado que

es la secuencia correcta.

KLK1
KLK2
KLK3
KLK4
KLK5
KLK6
KLK7
KLK8
KLK9
KLK10
KLK11
KLK12
KLK13
KLK14
KLK15

Conclusién:

HL60 THP1 U937
++ ++Y
+ + +Y
+
++
+
+ +
+ + +
+ ++
++ +
+

Mononuclear Neutroéfilo
++Y 4+
+Y)

+

+
+ ++
++

El analisis de RT-PCR de los niveles de expresion de KLK en lineas celulares leucémicas y células aisladas de sangre
humana indicé que multiples KLKs se expresan y que las diferentes células tienen muy diversos patrones de expresion de la
familia de la proteasa KLK. Tales diferencias en los niveles de expresién de KLK pueden involucrarse en diferentes efectos
de inhibidores de calicreina que tienen en los cultivos in vitro de estas células como la proteccion descrita contra la
apoptosis en las células de neutrdfilos.
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LISTADO DE SECUENCIAS

Variantes ACT de la secuencia de ADN : MD 820
Sec. con nim. de ident. 1

ATGRGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTC TAGACACCCTAACAGCCCACTTGACGAGGA
GARTCTGACCCAGGAGAACCARGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCC TCCGCCE
ACGTGGACTTCGC I TTCAGCC TG TACRAGCAGT TAGTCCTGAAGGCCCCTGATAAGRATGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTC TCTGGGEGECCATAATAC
CACCCTGACAGAGATTCTCARAGGCCTCAAGTTCARCCTCACGCAGACTTC TGAGGCAGARS
TTCACCAGAGCTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCARTCAGTCCAGCGATGRGCTGCAGC TG
AGTATGGGAARTGCCATGTTTGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGAGGA
TGCCARGAGGCTGTATGECTCCGAGGCCTT TGCCACTGACTTTCAGGACT CAGCTGCAGCTA
AGRAGCTCATCAACGACTACGTGAAGAATGGAACTAGGGGGARARTC ACAGATCTGATCARG
GRCCTTGACTCGCAGACARTGATGGTCCTGGTGAATTACATCTTCTT TARAGCCARATGGGA
GATGCCCTTTGACCCCCARGATACTCATCAGTCARGGTTCTACTTGAGCAAGARRARGTGEG
TAATGGTGCCCATGATGAGTTTGCATCACCTGACTATACCTTACT TCCOGGGACGAGGAGCTG
TCCTGCACCGTEETEGAGCTGARGTACACAGGCARTGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCOTGA
TCARAGACARGATGGAGGAAGTGGAAGCCATGC TGCTCCCAGAGACCC TGARAGCGGTGGAGA
ACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGTGAGCTCTACCTGCCAAAGTTTTCCATCTCGAGGGAC
TATAACCTGAACGACATACTTCTCCAGC TGGGCAT TGAGGRAGCCTT CACCAGCARGGCTGA
CCTGTCAGGGATCACAGGGGCCAGGAACCTAGCAGTCTCCCAGGTGG TCCATARGGCTGTGE
TTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGRAGCATC TGCTGCCACCGCGGTCARAATCACCCTCCGT
TCTEGAGCAGTGGAGACGCGTACCATTGTGCGTTTCARCAGGCCCTTCCTGATGATCATTGT
CCCTACAGACACCCAGAACATCT TCTTCATGAGCAAAGTCACCAATC CCAAGCARGCCTAR

Variantes ACT de la Secuencia de Proteina: MD 820
Sec. con num. de ident.2

MEGSHHHHHHSEHPNSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAFSLYKQLVLEAPDENYV
IFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEI LKGLKFNLTETSEAETHOSFOHLLRTLNQSSDELOL
SMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSARRRKKLINDYVENGTRGEKITDLIK
DLDSQTHMMVLVNY IFFEAKWEMPEFDPODTHOSREY LEKKEWVMYVPMMSLHELTIPYFRDEEL
SCTYVELKYTGNASALFILPDODEMEEVEAMLLPETLERWRDSLEFREIGELYLPKFSISRED
YNLNDILLOQLGIEEAFTSKADLSGI TGARNLAVSOVVHEAVLDVFEEGTEASAATAVEITLR
SEEVETRTIVRFNRPFLMIIVPTDTQNIFFM$K?TNPKQA*

Cursiva: Codon de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.
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Variante ACT secuencia de ADN : MD 62
Sec. con num. de ident.3

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACT CTAGACACCCTAACAGCCCACTTGATGAGGA
GRATCTGACCCAGGAGRACCRRGACCGAGGGACACRCGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCA
ACGTGGACTTCGCTTTCAGCC TG TACARGCAGTTAGTCCTGARAGGCCCCTGATARGRATGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATC TCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGGEGCCCATAATAC
CACCCTGACAGAGATTCTCARAGGCCTCAAGTTCARCCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGARA

TTCACCAGAGCT TCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGCGATGAGCTGCAGCTS
BGTATGGGARATGCCATGTTTGTCARAGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGAGGA
TGCCRAGAGGCTGTATGGCTCCGAGGUCT TIGCCACTGACT TTCAGGACTCAGCTGCAGCTA
AGRAGCTCATCARCGACTACGTGAAGARTGGEAACTAGGGGGAMAATCACRGATCTGATCAAG
GACCTTGACTCGCAGACAATGATGGTCCTGGTGARTTACATC TTCT T TARAGCCARRTGGGA
GATGCCCTTTGACCCCCARGRTACTCATCAGTCAAGGTTCTACT TGRGCARGARRARGTGGE
TAATGGTGCCCATGATGAGTT TGCATCACCTGACTATACCT TACT TCCGGGACGAGGAGCTG
TCCTGCACCGTGETGEAGC TGAAGTACACAGGCARTGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGA
TCRRGRCAAGATGGAGGRRGTGGARGCCATGCTGCTCCCAGAGACCC TGAAGCGGTGGAGAG
ACTCTCTGGAGT TCAGAGRGATAGGTGAGCTCTACCTGCCAARGT T TTCCATCTCGAGGGAT
TATAACCTGARCGACATACTTCTCCAGCTGEGCATTGAGGAAGCCT TCACCAGCARAGGCTGR
CCTGTCAGGGATCACAGGGGCCAGGAACCTAGCAGTCTCCCAGGTGETCCATAAGGEC TRTGE
TTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGAAGCATCTGCTGCCACCGCGGTCARRATCACCAGCALE
T AT AT GTGGAGACGCETACCATTETGCG T TTCARCAGGCCCT TCCTGATGATCATTET
CCCTACAGRCACCCAGARCATCTTCTTCATGAGCARAGTCACCARTCCCAAGLAAGCITAR

Variante ACT secuencia de proteina : MD 62
Sec. con ndm. de ident.4

MRGSHHHHHHSRHFNSPLDEENLTOENQDRGTHVDLGLASANVDFAF SLYEKQLVLEAPDENY
IFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLEFNLTETSEREIHQSFQHLLETLNOSSDELOL
SMGNAMFVEEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFODSARRRKLINDYVENGTRGEITDLIK
DLDSOTMMYLYNY I FFEAKWEMPFDPODTHO SREY LSKEEWVMY PMMSLHHLTI PYFRDEEL
SCTVVELKYTGHASALFILPDODEMEEVEAMLLPETLKRWRDELEFREIGELYLERFSISRD
YNLMDILLQLGIEEAFTSKADLSGITG&RNLA?SQVVHKR?LD?FEEGTEHSAETH?KITEE
SLEUETRTIURFNRPFLHIIVPTDTQNIFFMSKUTNPKQH*

Cursiva: Codon de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.
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Variante ACT secuencia de ADN: MD 83
Sec. con nim. de ident. 5

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTAACAGCCCACTTGRACGAGGR
GARTCTGACCCAGGAGARCCAAGACCGAGGGACACACGTGGACC TCGGATTAGLCTCCGCCR
ACGTGGACTTCGCTTTCAGCCTGTACARGCAGTTAGTCC TGARGGCCCCTGATAAGARTETC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGECCTTCCTETCTCTGGGGGCCCATARTAC
CACCCTGACAGAGATTCTCAARGGCCTCAAGTTCARCCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGARR
TTCACCAGAGCTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCRAATCAGTCCAGC GATGAGC TGCAGC TG
AGTATGGGAAATGC CATGTTTGTCARRGAGCARCTCAGTC TGCTGGACAGGTTCACGGAGGA
TGCCAAGRAGGCTGTATGGC TCCGAGGCCTTTGCCACTGACTT TCAGGACTCAGCTGCAGCTA
AGARGCTCATCAACGACTACGTGARGARTGGAACTAGGGEGAAAATCACAGATCTGATCARG
GACCTTGACTCGUAGACAATGATGGTCCTGETGAATTACATC TTCTT TARAGCCAAATGEGE
GATGCCCTTTGACCCCCAAGATACTCATCAGTCARGETTCTACTTGAGCAAGRARALGTGGES
TAATGGTGCCCATGATGAGT T TGCATCACCTGACTATACCTTAC TTCCGGGACGAGGAGC TG
TCOTGCACCGTGETEGAGCTGARGT ACACAGGLAATGCCAGEGCACTCTTCATCCTCOCTGA
TCARGACEAGATGGAGGARGT GGAAGCCATGCTGC TCCCAGAGACCC TGRAAGCGETGGAGAG
ACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGTGAGCTCTACCTGCCARAGTTTTCCATC TCGAGGGAC
TATAACCTGAACGACATACTTCTCCAGCTGGGCATTGAGGRAGCC TTCACCAGCAAGGCTGA
CCTGTCAGGGATCACRGGGGECCAGGRACCTAGCAGTCTCCCAGGTGG TCCATAAGGCTGTGE
TTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGAAGCATCTGCTGCCACCECEGTCARAATCAGECEEAGA
TCTGAGTTEGTGGhGACGCGTRCCATTGTGCGTTTCAHCHGGCCCTTCCTGATCFTCATTGT
CCCTACAGACACCCAGARCATCT TCTTCATGAGCAARGTCACCARTCCCARGCARGCCTAR

Variante ACT secuencia de proteina : MD 83
sec. con num. de ident.6

MRGSHHHHHHSRHPNS PLOEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAF SLYKQLVLKAPDENY
IFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTE ILKGLEKFNLTETSEAE ITHQSFQHLLETLNOSSDELQL
SMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSARRKKL IND YVKNGTRGHKITDLIR
DLDSOTMMVLVNY I FFKAKWEMPFDEQDTHOSREY LSKKKWVMVPMMS LHHLT IPYFROEEL
SCTVVELKYTGNASALFILPDODKMEEVEAMLLEETLKRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRD
YNLNDILLOLGIEEAFTSKADLSGI TCARNLAVSOVVHKAVLDVFEE GTEASAATAVKIRGR
SELVETRTTVRFNRPFLMITVPTDTONIFFMSKVTNPKQOAY

Cursiva: Codon de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.
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Variante ACT secuencia de ADN: MD 67
sec. con nim. de ident.7

ATGRGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGRCACCCTAACAGUCCACTTGACGAGGR
GRATCTGACCCAGGAGARCCARGAC CGAGGGACACARCGTGGAICTCGGATTAGCCTCCGCCA
ACGTGGACTTCGCTTTCAGCCTGTACAAGCAGT TAGTCCTGARAGECCCCTGATARGRATGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATCTCCACCGOCTIGGCCTTCCTGTCTCTGOGGGCCCATAATAC
CACCCTGACAGAGATTCTCAARGGCCTCARGTTCARCCTCACGGAGACT TCTGAGGCAGARA
TTCACCAGAGCTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCARTCAGTCCAGCGATGAGC TGCAGCTG
AGTATGGGRARATGCCATGTTTGTCARARGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTTCACGGAGGA
TGCoAAGAGGC TEGTATGGC TCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGACTCAGCTGCAGCTA
AGAAGCTCATCAACGACTACGTGARGAATGGAACTAGGGGGAARATCACAGATCTGATCARG
GACCTTGACTCGCAGACARTGATGETCCTGETGAATTACATCTTCTT TAARGCCARATGGGA
GATGCCCTTTGACCCCCARGATACTCATCAGTCARGGTTCTACTTGAGCARGARARAGTGEG
TAATGGTGCCCATGATGAGTTTGCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGACGAGGAGCTG
TCCTGECACCGTGGTIGGAGC TGARGTACACAGGCARATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGA
TCARGACARGATGGAGGAAGTGGEAAGCCATGCTGCTCCCAGAGACCCTGARGCGETGGAGRG
ACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGTGAGCTCTACCTGCCAARGTTTTCCATCTCGRGGGAT
TATARCCTGAACGACATACTTCTCCAGC TGGGCATTGAGGAAGCCTTCACCAGCARGGCTGA
COTGTCAGGGATCACAGGGGCCAGGRACCTAGCAGTC TCCCAGGTGETCCATRAGGCTGTGE
TTGATGTATTTGRGGHGGGCHCHGAHGCﬁTCTGCTGCCACEGCEGTCHEHHTCHEEﬁTEHGB
ACAACATTAGTGGAGACGCETACCATTGTGCGTTTCARCAGECCCTTCCTGATGATCATTGT
CCCTACAGACACCCAGRACATCTTCTTCATGAGCARAGTCACCARTCCCARGCARGCCTAR

Variante ATC de la secuencia de proteina: MD 67
Sec. con num. de ident. 8

MRGSHHHHHHSRHPNSPLDEENLTOENQDRGTHVDLGLASANVDFAF SLYKOLVLKAPDKNY
IFSPFLSISTALAFLELGRAHNTTLTEILKGLKFNLTETSEAETHQSFQHLLRTLNO S5 DELOL
SMGNAMFVKEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSARAKKLIND YVKNGTRGKITDLIK
DLDSQTMMVLVNY I FFKAKWEMPFDPQDTHQSREYLSKKKWVMYPMMSLHHLTIPYFRDEEL
SCTVVELKYTGNASALFILPDQDKMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFREIGELYLPKFSISRD
YNLNDILLQLGIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSOVVHKAVLDVFEEGTEASARTAVKIKLR

ITLVETRTIVREFNRPFLMI IVPTDTONIFFMSKVTNERKQAY

Cursiva: Codon de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.
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Variante ACT secuencia de ADN: MD 61
Sec. con num. de ident.9

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTC TAGACACCCTARCAGCCCACTTGACGAGGA
GRATCTGACCCAGGAGARACCAAGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCA
ACGTGGACTTCGCTTTCAGCC TGTACRAGCAGTTAGTCCTGAAGGCC CCTGATAAGRATGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTCTGGGGECCCATARTAC
CACCCTGACAGAGATTCTCARAGGCC TCARGT TCARCC TCACGGAGACTTC TGAGGC AGRAA
TTCACCAGAGC TTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCAATCAGTCCAGC GATGAGCTGCAGCTG
AGTATGGGAARTGCCATGTT TG TCARAGAGCAACTCAGTCTGC TEGGACAGGTTCACGGAGGA
TGCCARGAGGOTETATGEC TCCGAGGCCTTTGCCACTGACTTTCAGGAC TCAGCTGCAGCTA
AGRAGCTCATCARCGACTACGTGARGAATGGAAC TAGGGGGARAAT CACAGATOTGATCARG
GACCTTGACTCGCAGACARTGATGGTCCTEETGAATTACATCTTCTTTARAGCCARATGGGA
GATGCCCTTTGACCCCCARGATACTCATCAGTCAAGGTTC TACTTGAGCAAGARARAGTGGG
TAATEGTGCCCATGATGACTTTGCATCACCTGACTATACCTTACT TCCGGGACGAGGAGCTG
TCCTECACCGTGETGGAGC TGRAGTACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGA
TCRAGACAAGATOGAGGARGTGEARGCCATGCTGCTCCCAGAGAC CCTGAAGCGGETGGAGAG
ACTCTCTGGAGTTCAGRAGAGATAGG TGAGCTC TACCTECCARAGTTTTCCATC TCGAGGGAC
TATAACCTGARCGACATACTTCTCCAGC TGGGCATTGAGGAAGCC TTCACCAGCAAGGCTGA
CCTETCAGGGATCACAGGGGCCAGGRRCCTAGCAGTCTCCCAGGTGGTCCATAAGGCTGTGE
TTGATGTAT TTGAGGAGGGCACAGAAGCATCTGCTGLCACCGCGETCARARTCATGACARGE
TCTAACGEEAGTGEAGACGCGTACCATTGTGCGTTTCARCAGGCCCTTCCTGATGATCATTGT
CCCTACARGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGCARAGTCACCARTCCCARGCAAGCCTAR

Variante ACT secuencia de proteina: MD 61
Sec. con nimde ident.:10

MEGSHHHHHHSRHPNSPLDEENLTQENQDRGTEVDLGLASANVDFAE SLYKOLVLEAPDKENY
IFSPLSISTALAFLSLGRHNTTLTEILKGLKFNLTETSEAEIHQSFQHLLRTLNQSSDELQL
SMGNAMFVEEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFODSAARKELINDYVENGTRGKITDLIK
DLDSQTMMVLYVNY I FFKAKWEMPFDPODTHOSREY LSKKEWYVMV PMMS LHHLTIPYFRDEEL
SCTVVELEYTGNASALFILPDODEMEEVEAMLLPETLERWRDSLEFREIGELYLPKFSISRD

YNLNDILLOLGIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSOVVHEAVLDVFEEGTEASAATAVKTMTR
SHEVETRTIVRFNREFLMIIVETDTONIFFMSKVTNPEQA®

Italica: Codén de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.
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Variantes ACT de la secuencia de ADN : MD 518
Sec. con nim. de ident. 11

ATGAGAGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTRAACAGCCCACTTGACGRGGA
GARTCTGACCCAGGAGAACCARGRCCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGECA
ACGTGGACTTCGCTTTCAGCC TGTACARGCAGTTAGTCCTGARGGCCCCTGATRARGRRTGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATC TCCACCGCCTTGGCCTICCTGTCTC T GEGEECCCATAATAL
CACCCTGACAGAGATTCTCARRGGCCTCAAGTTCAACCTCACGGAGACTTCTGRGGCAGAAR
TTCACCAGAGCTTCCAGCACC TCCTGCGCACCCTCARTCAGTCCAGC GATGAGC TGCAGCTS
AGTATGOGAAATGCCATGTTTGTCARRGAGCAACTCAGTCTGCTEGACAGGTTCACGGAGGA
TGCCAAGRGGCTGTATGECTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTT TCAGGACT CAGCTGTAGCTA
AGRAGCTCATCARCGACTACGTGAAGRATGGAACTAGGGGEARAATCACAGATCTGATCARG
GACCTTGACTCGCAGACARTGATGGTCCTGGTGAATTACATCTTC I T TAAAGCCARRTGGGA
GATGCCCTTTGACCCCCARGATACTCATCAGTCARGGTTCTACTTGAGCAAGAARRAGTGGE
TAATGGTGCCCATGATGAGTTTGCATCACCTGACTATACCTTACT TCCGGGACGAGGAGCTS
TCOTGCACCGTGETGEAGC TGARGTACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGA
TCAAGACAAGATGEAGGAAGTGGRAAGCCATGCTGC TCCCAGAGACCC TGARGCGGTGGAGAS
ACTCTCTGEAGT TCAGRGAGATAGGTGAGCTCTACCTGCCAAAGTTT TCCATC TCGAGGGAL
TATAACCTGAACGACATACTTCTCCAGCTGGECATTGAGEAAGCCTTCACCAGCRAAGGCTGA
CCTGTCAGGGATCACRGEEECCAGGAACC TAGCAGTCTCCCAGGTGG TCCATARGGCTGTGE
TTGATGTATT TGAGGRAGGGECACAGRAGCATCTGCTGCCACCGCGETC ARRATCACCLAGCET
GICTCGECEGTGEAGACGCGTACCATTGTGCGT TTCARCAGGCCCTT CCTGATGATCATTET
CCCTACAGRCACCCAGRACATCTTCTICATGAGUARAGTCACCAATCCCARGCRAGCCTAR

Variantes ACT de la secuencia de proteina : MD 518
Sec. con num. de ident.12

MRGSHHHHHHSRHENSPLDEENLTQENQDRGTHVDLGLASANVDFAF SLYKQLVLEAPDENY
IFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEI LKGLKFNLTETSEAETHOSFOHLLRTLNOSSDELOL
SMGNAMFVEE(QLSLLORFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSARRKKLINDYVENGTRGKITDLIK
DLDSQTMMVLYNY I FFKAKWEMPFDPODTHOSREY LSKKKWVMYPMMSLHALT I PYFRDEEL
SCTVVELKYTGNASALFILEDQDKMEEVEAMLLPETLKRWRDS LEFREIGELYLPKFSISRD
YNLNDILLOLGIEEAFTSKADLSGI TGARNLAVSOVVHKAVLDVFEEGTEASARTAVKITER
VEEVETRTIVRFNRPFLMIIVETDTONIFFMSKVTHNEKOR®

Italica: Codén de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.

26



10

15

20

25

30

35

ES 2534 832 T3

Variantes ACT de la secuencia de ADN: MDCI
Sec. con num. de ident.13

ATGAGRGGATCCCATCACCATCACCATCACTCTAGACACCCTARCAGCCCACT TGACGAGGR
GRATCTGACCCAGGAGAACCAAGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCA
BCGTGGACTTCGCTTTCAGCCTGTACARGCAST TAGTCCTGRAGGCCCCTGATAAGAATGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGSCCTTCCTGTCTCT GGGEGCCCATAATAC
CACCCTGACAGAGATTCTCARAGGLCTCAAGTTCARCCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGARA
TTCACCAGAGCTTCCAGCACCTCCTGCGCACCC TCAATCAGTCCAGC GATGAGCTGCAGCTG
AGTATGGGRARTGCCATGTTTGTCARRGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGTT CACGGAGGA
TGCCARGAGGCTGTATGGCTCCGAGGCCTTTGC CACTGACT TTCAGGACTCAGUTGCAGCTA
AGAAGCTCATCARCGACTACGTGARGAATGGARCTAGGGGGARRATC ACAGRTCTGATCARG
GACCTTGRCTCGCAGACAATGATGGTCCTGGTGAATTACATCTTCTT TARAGCCRAATCGGA
GATGCCCTTTGACCCCCAAGATACTCATCAGTCARGGTTCTACT TGAGCARGARRAAGTGGG
TAATGGETGCCCATGATGAGT TTGCATCACCTGACTATACCTTACTTCCGGGRCGAGGAGTTG
TCCTGCACCGTGGTGGAGCTGRAGTACACAGGCAATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGA
TCAAGACAAGATGGAGGAAGTGGAAGCCATGC TGC TCCCAGAGACCC TGARGCGGTGGAGAG
ACTCTCTGGAGTTCAGAGAGATAGGTGAGC TCTACCTGCCARAGTTT TCCATCTCGAGGGAC
TATAACCTGRACGACATACTTCTCCAGCTGGGCATTGAGGAAGCCTTCACCAGCAAGGCTGA
CCTGTCAGGGATCACAGGGGCCAGGARCCTAGCAGTCTCCCAGGTGETCCATARGGCTGTGE
TTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGAAGCATC TGC TGCCACCGCGGTCARRATCACCITTAGR
TCTGCATTAGTGGAGACGCGTACCATTGTGCGTTTCARCAGGCCCTTCCTGATGATCATTGT
CCCTACAGACACCCAGARCATCTTCTTCATGAGCARRGT CACCARATCCCARGCAAGCCTAA

Variantes ACT de la secuencia de proteina : MD CI
Sec. con num. de ident.14

MR GSHHHHHHSEHPNS PLDEENLTOENQDRGTHYVDLGLASANVDFAFSLYKQLVLEAPDENY
IFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEILKGLEFNLTETSEAETHQSFOHLLRTLNOSSDELQL
EMGHNAMEVEEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDEQDSARAKKLINDYVENGTRGKITDLIE
DLOSOTMMVLVNY IFFEARWEMPFDPQDTHOSRFY LSKKEWVMVEMMS LHHLTIPYFRDEEL
SCTVVELKEYTGNASALFILFDODEMEEVEAMLLPETLERWRDSLEFREIGELYLPEFSISED
YHLNDILLQLGIEEAFTSKADLSGITGARNLAVSQVVHEAVLDVEEEGTEASARTAVEITER
SALVETRTIVRFNRPFLMIIVPTDTONIFFMSEVINEPEQAY -
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Secuencia de ADN de MDPK67b
Sec. con num. de ident.15

ATGCATCCGRAACAGCCCGCTGGATGAAGARAACCTGACCCAGGRAAN CAGGATCGCGGCAC
CCATGTGGATCTREGTCTGGCCAGCGCGARCGTGGATTTTGCGTTCAGCC TEGTATARACAGT
TEETGCTGAAAGCGCCGGATAARARCGTGATTTTTAGCCCGCTGTC TATTAGCACCGLGOTE
GCCTITCTGAGCCTGGGCGCGCATRAACACCACCCTGACCGRAATTC TGRAARGGCCTGARATT
TAARCCTGACCGAMRCCRAGCGAAGCGGARATTCATCAGAGCTTTCAGCATC TGCTGCGTACCC
TGARCCAGAGCAGCGATGARC TGCAGC TGTCTATGGECAACGCGATGTT TGTGARRGARCAG
CTETCTCTGCTGGATCGTTTTACCGRAGATGCGARACGTCTGTATGECAGCGARGCGTTTGE
GACCGATTTTCAGGATAGCGCGGCGECGAARAARCTGATTAACGAT TATGTGARRARCGGCA
CCCGTGGCARRATTACCGATCTGAT CARAGATCTGGATAGCCAGACCATGATGGTGLTGGTE
AACTACATCTTCTTCARRAGCGARATGGGRARTGCCGTTTGATCCGCAGGATACCCATCAGRAG
CCGTTTTTACC TGAGCAARLARLAA TCEETGATGGTGCCGATGATGAGCCTGCATCATCTGA

CCATTCCGTATTT TCGTGATGARGRARCTGAGC TGCACCGTGGTGGAACTGRARTATACCGGE
AACGOGAGCGCGCTGTTTATTCTGC CGGATCAGGATAARATGGARGAAGTGGAAGCGATGCT
GCTGCCGGARARCCCTGARACGTTGGCGTGATAGCCTGGARTTTCGTGARATTGGCGARCTGT
ATCTGCCGAALTTTAGCATTAGCCGCGATTATARCCTGAACGATATTCTGCTGCAGCTGGGC
ATTGRAGRAGCGTTTACCAGCARRGCGGATCTGAGCEGCATTACCGETGCGCGTARCCTGEC
COTGAGCCAGGTGGTGCATAAAGCGETGCTGGATGTCTTTGAAGRAAGGCACCGARGCGAGCG
CGGCGRCCGCGGTGARAATTARACTGCGTACCACCCTGGETGGAMACCCGTACCATTGTGCGT
TTTAACCGTCCGTTTCTGATGATTATTGTGCCGACCGATACCCAGARCATCTTTITCATGAG
CARAGTGACCAATCCGAAACAGGCGTAR

Secuencia de aminoacido de MDPK67b
Sec. con num. de ident. 16

MHPFNSPLDEENLTOENQDRGTHVDLGLASANVDEAFSLYKQLVLEAPDENVIFSPLSISTAL
AFLSLGAHNTTLTEILEGLEFNLTETSEAEIHOSFQHLLRTLMQSSDELOQLSMGNAMEVEED
LSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSAARKELINDYVENGTRGEIT DLIKDLDEQTMMVLY
NYIFFEAKWEMPFDPODTHOSREY LSKEEWVMVFMMSLHELTI EYFRODEELSCTVVELEY TG
NASALFILPDODEMEEVEAMLLPETLERWRDSLEFREIGELYLPEFS ISEDYNLNDILLQLG
IEEAFTSKEADLSGITGARNLAVSOVVHEAVLDVFEEGTEASAATAVE IKLRTTLVETRTIVR
FNRPFLMIIVPTDTONIFFMSEVTHEEQR

Cursiva: Codon de iniciacion ATG

Negritas: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutaciéon RSL.
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Secuencia de ADN de ACT-G9 (nombres alternativos: MDOKG9. OKDG9)
Sec. con nim. de ident.17

ATGRGRGGATCCCATCACCATCACCATCACTC TAGACACCCTARCAGCCCAC TTGACGAGGR
GAATCTGACCCAGGAGAACCARGACCGAGGGACACACGTGGACCTCGGATTAGCCTCCGCCA
ACGTGGRCTTCGCTT TCAGCCTGTACAAGCAGT TAGTCCTGARGGCCCCTGATAAGRATGTC
ATCTTCTCCCCACTGAGCATCTCCACCGCCTTGGCCTTCCTGTCTC T GGGGGCTCATARTAC
CACCCTGACAGAGAT TCTCARAGGCCTCAAGTTCARCCTCACGGAGACTTCTGAGGCAGARA
TTCACCAGAGCTTCCAGCACCTCCTGCGCACCCTCARTCAGTCCAGEGATGAGCTGCAGCTG
AGTATGEGRARTGCCATGTTTSTCARRGAGCAACTCAGTCTGCTGGACAGGT TCACGGAGGA
TGCCAAGAGGCTGTATGGCTCCGAGGCCTTTGCCACTGACTT TCAGGACTCAGC TGCAGCTA
AGAAGCTCATCAACGACTACGTGRAGAATGGAACTAGGGCGARAATCACAGATCTGATCAAG
GACCTTGACTCGCAGACARTGATGGTCCTGETGRATTACATCTTCTTTARRGCCARARTGGGA
GATGCCCTTTGACCCCCAAGATACTCATCAGTCAAGETTCTACT TGAGCARGAARRAGT GGG
TAATGETGCCCATGATGAGTTIGCATCACCTEACTATACCTTACTTCCGGEACGAGGAGCTG
TCCTGCACCGTGGTGGAGC TGAAGTACACAGGCRATGCCAGCGCACTCTTCATCCTCCCTGA
TCARGACAAGATGEAGGARGTGGARGCCATECTGOTCCCAGAGACCC TGARGCGETGGAGAG
ACTCTCTGGAGT TCAGAGAGATAGGTGAGCTCTACCTGCCAAAGTT TTCCATCTCGAGGGAC
TATARCCTGARCGACATACTTCTICCAGCTGGGCATTGAGGRAAGCCT TCACCAGCARGGCTGA
CCTGTCAGGGATCACAGGGGCCAGGARCC TAGCACTCTCCCAGGTGGTCCATARGGC TGTGE
TTGATGTATTTGAGGAGGGCACAGAAGCATCTEC TGCCACCGCGGTCARARCCETIGACTAD
GCTGCIETEGTGGAGACGEGTACCATTGTGCGT TTCAACAGGCCCTTCCTGATGATCATTGT
CCCTACAGACACCCAGAACATCTTCTTCATGAGTARAGTCACCAATCCCAAGCARGCCTAA

Cursiva y en negrita: Cododn de iniciacion ATG

Negrita y subrayado: His-tag

Subrayado: Mutacién de ADN (codén afiadido)

Subrayado y gris: Secuencia de ADN que codifica la mutacion RSL.

Secuencia de aminoacido de: ACT-G9 (nombres alternativos: MDOKG9, OKDG9)
Sec. con num. de ident.18

MRGSHHHHHHSEHPNSPLDEENLTQENQDRGTHYDLGLASANVDFAFSLYKQLVLEAFDENY
IFSPLSISTALAFLSLGAHNTTLTEI LKGLEFNLTETSEAETHOSPOHLLRTLNQSSDELOL
SMGNAMFVEEQLSLLDRFTEDAKRLYGSEAFATDFQDSARAKKLINDYVENGTRGKITDLIK
DLODSQTMMVLVNY IFFKAKWEMPFDFODTHOSREY LSKKEWVMVEMM SLHHLTIFPYFRDEEL
SCTVVELKY TGNASALFILPDODEMEEVEAMLLPETLKRWRDSLEFRETGELYLPKFSISRD
YNLNDILLOLGIEEAFT SEADLSGI TGARNLAVSOVVHEAVLOVFEEGTEASARTAVETNDY
EALVETRTIVRFNRPFLMIIUPTDTQNIFFHSK?TNPKQR*

Cursiva y negrita: Metionina del comienzo
Negrita y subrayado: His-tag

Subrayado: mutacién de aminoéacido (afiadido)
Subrayado y gris: mutacion RSL
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REIVINDICACIONES

Inhibidor de serina proteasa que consiste en un inhibidor de calicreina seleccionado del grupo que consiste en sec. con
nam. de ident. 2, sec. con num. de ident. 4, sec. con nim. de ident. 6, sec. con num. de ident. 8, sec. con num. de
ident. 10, sec. con nim. de ident. 12, sec. con nim. de ident. 14, sec. con num. de ident. 16, sec. con num. de ident. 18
0 mezclas de estas, para usar en un método para tratar o prevenir la neutropenia en pacientes que la desarrollan
debido a infecciones, septicemia, quimioterapia, irradiacion, productos quimicos téxicos o como efectos secundarios de
cualquier medicamento.

Inhibidores de serina proteasa para usar de acuerdo con la reivindicacién 1, en donde dicho método para el tratamiento
o la prevencion de la neutropenia comprende tratar o prevenir las Ulceras de la piel en pacientes con diabetes en el que
los neutréfilos experimentan la muerte celular, o las Ulceras de la piel se desarrollan en pacientes con enfermedad
arterial periférica asociada con condiciones de hipoxia en la piel y disfuncion de los neutréfilos y apoptosis.

Inhibidores de serina proteasa para usar de acuerdo con la reivindicaciones 1-2, en donde dicho método para el
tratamiento o la prevencion de la neutropenia comprende tratar o prevenir el dafio inducido por irradiacion de células
mieloides como ocurre en el curso del tratamiento de malignidad, accidentes en plantas nucleares o uso de armas
nucleares.

Estuche para el tratamiento o la prevencién de la neutropenia en un mamifero que la desarrolla debido a infecciones,
septicemia, quimioterapia, irradiacién, productos quimicos téxicos o como efectos secundarios de cualquier
medicamento, caracterizado porque dicho estuche comprende un inhibidor de serina proteasa para usar de acuerdo
con cualquiera de las reivindicaciones 1-3, opcionalmente con reactivos y/o instrucciones de uso.

Estuche para usar de acuerdo con la reivindicacion 4, en donde el inhibidor de serina proteasa comprende una etiqueta
detectable o pueden unirse a una etiqueta detectable para formar un complejo detectable.

30



ES 2534 832 T3

Células T Anexina

(% dil total)
o
o ¥ 8 3 8

1/7

Granulocitos Anexina®
i del total)

31

5P
=
=
]
.
= & &
o .
& ”%—--* % “
[T
= »
& % “t,
= T o
S i
- % %
o .
2
o o ] { 4 *
-3
= D
E
=
&
Células T Anexina - Granulocitos Anexina’
(%o del total) %0 el botal) e
& e ¥t R ¥ o ¥ & & 8
= W % -
g * { H
S
b %
% ‘r
E' %f * ‘ﬁf‘ 'lll
=,
= 2
=3 o 7o
= oy x4
= % {- o +
=
- % %ﬁ-
- Y -
i ’q;': { e sl e
~J
=

Uz V] einsdiy

SO[IJOIININ]

usvy



01 8oj uoNIQ

01 Sof uordNji

ES 2534 832 T3

217

alta
Granulocitos Anexina
(%o del total)
a 88883883
1 1 1 i — ] J

alta

Granulocitos Anexina
(%o del total)

=388 8 88 3
| — E—— S s e ma— |

32

LM AN 2P Uoe[mI g,

69030 2P uoneMI,

q] eansiy



ES 2534 832 T3

3/7

Anexina®™
(% del total)

¥ $ ¥ 8

g
oo,g/ # ;_;r
-
o)
0®0/ y %
=]
7 2l
E:
A
Q;r * a
.--‘memim'.ana
(%o del total) .
T__a'“‘ € £ §
g
%,o/ | }- w
s
0
O/ . * %
=]
o E-
% .F g_,
W
Anexinaam
(% del total) =
- tr £ T"' &
5 - i
% -
0’0, o .la 5
H
(q~)
o%/ # %
Z
A‘%‘ * 2
=

33

z eangiy



01 So1 ugnjiq

LM 2P UQIIRIUIIUO))

dLOMJdAIN 2P UODENUIDUOT)
01 foj ugrnpq

ES 2534 832 T3

417

alta
Granulocitos CD16

(%o del total) .
e 2 N ¥ & Anexina

(=1 L L i i

i

e

91ad

T
alta
Granulocitos CD11b
(% del total)
o L

eceansiy|

- = @&
, A R, L, . I

:
[ ]
qL1dd

34



ES 2534832713

5/7

Granulocitos CD11b i

(%o del total)

L e 5 38 5 & B
OA [ A A A A 3
‘.
!?%)7
wﬁb
O
% O
) .
2 —
F, o
)IA‘;J
Ialta
Granulocitos CD16
%o del total)
- »
2, T i 2 5 2 3
1—0
.%’\
4
1, O
% o
o —
%, »
&ﬁe
< . alta
Granulocitos Anexina
(%o del total)
- -~
4, ° z Z i
p -2
e
=
-
——
o
@,
w

35

q¢ einsij



ES 2534 832 T3

6/7

W

Figura 4

100w L o
.-.m = m
- -8 - g - © = S0
:E 1 T- e £
< 2 | L= o
£z 23’ P
23 =3
= =
g g
G hp L4 LJ L . L L] G “ !. L ’.-. 0.. L -
= = - -, -] - -~
g o © ol A 4 J & o L 4
Concentracion de G-SCF (ng/ml) Concentracion de G-SCF (ng/ml)
-
-1
E rodw
=
e
£ =
T AW
£34 s « B 5, . &
= g ¥
.
E
r T v n". v 1
ﬂ.ﬁ“ﬁ Av.o.r a-: » ~ -r% -f%

Concentracion de G-SCF (ng/ml)

36



alta
Nentrdfilos con Anexing

(" del totah
W @ W

alta
Granulocives CDHG ™
(% del total)

- - 8

T e * _r 93

ES 2534832 T3

77
=
O L Ué'
J':’-}.g Granulocitos Anexina’ H
"{;J.:p (% Apoprosks mdxima) m
“ e ¥BEBEY e
- . - o b - ')
s
g
%, +
oA
Qil.l
4
"
l
“ ! F
O

37



	Primera Página
	Descripción
	Lista de secuencias

	Reivindicaciones
	Dibujos

