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DESCRIPCION
Prevencion y reduccion de pérdida de sangre y respuesta inflamatoria
Solicitud relacionada

Esta solicitud reivindica el beneficio de la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. N° 60/387.239, presentada el 7
de junio de 2.002 y la Solicitud de Patente Provisional de EE.UU. N° 60/407.003, presentada el 28 de agosto de
2.002.

Las explicaciones completas de las solicitudes anteriores se incorporan en la presente memoria por referencia.
Antecedentes de la invencion

Las proteasas estan implicadas en un amplio intervalo de rutas biolégicas. En particular, las serina proteasas tales
como calicreina, plasmina, elastasa, activador del plasmindégeno urocinasa, trombina, inhibidor de coagulacion
asociada a lipoproteina humana y factores de coagulacion tales como los factores Vlla, 1Xa, Xa, Xla y Xlla se han
implicado en rutas que afectan al flujo sanguineo, por ejemplo, isquemia general y focal, invasién de tumores,
fibrinolisis, pérdida de sangre perioperativa e inflamacion. Los inhibidores de las serina proteasas especificas, por lo
tanto, han recibido atencién como potenciales objetivos de farmacos para diversas enfermedades isquémicas.

Uno de tales inhibidores, la aprotinina (también denominada inhibidor de tripsina pancreatica bovina o BPTI, por sus
siglas en inglés), obtenido de pulmdén bovino, ha sido homologado en los Estados Unidos para uso profilactico en la
reduccion de pérdida de sangre perioperativa y la necesidad de transfusion en pacientes que experimentan
derivacion cardiopulmonar (CPB, por sus siglas en inglés), por ejemplo, durante un procedimiento de injerto de
derivaciéon de arterias coronarias. La aprotinina esta comercialmente disponible con el nombre comercial
TRASYLOL® (Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut) y se homélogo previamente
para uso para tratar la pancreatitis. La eficacia de la aprotinina esta asociada a sus capacidades relativamente no
especificas para inhibir una variedad de serina proteasas, incluyendo calicreina y plasmina del plasma. Estas
proteasas son importantes en una serie de rutas del sistema de activacion por contacto (CAS, por sus siglas en
inglés).

El CAS se activa inicialmente cuando la sangre completa se pone en contacto con la superficie de sustancias
extrafias (por ejemplo, caolin, vidrio, sulfato de dextrano o superficies dseas dafiadas). La calicreina, una serina
proteasa, es una enzima plasmatica que inicia la cascada del CAS que conduce a la activacién de neutrdfilos,
plasmina, coagulacién y diversas cininas. La calicreina es segregada como un zimégeno (pre-calicreina) que circula
como una molécula inactiva hasta que se activa por un suceso proteolitico temprano en la cascada de activaciéon por
contacto. Claramente, la inhibicion especifica de calicreina seria una propuesta muy atractiva para controlar la
pérdida de sangre asociada a CPB y el comienzo de la respuesta inflamatoria sistémica (SIR, por sus siglas en
inglés) como se encontraria durante, por ejemplo, diversos procedimientos quirdrgicos invasivos.

A pesar de ser el unico compuesto autorizado para evitar la pérdida de sangre perioperativa en CPB para
procedimientos de injerto de derivacion de arterias coronarias (CABG, por sus siglas en inglés), la aprotinina no se
usa tan ampliamente como se esperaria. Hay serias preocupaciones con respecto al uso de este polipéptido bovino
en pacientes que requieren CPB, y en particular el uso de este compuesto en procedimientos de CABG. La
aprotinina no es especifica de calicreina, pero interactia con enzimas adicionales (por ejemplo, plasmina) en
multiples rutas. Asi, el mecanismo de accion de la aprotinina es muy especulativo y la ausencia de entendimiento
preciso de lo que se ve afectado durante el tratamiento de aprotinina produce el riesgo de complicaciones durante el
tratamiento. Una complicacién citada con frecuencia es la trombosis no controlada, debido a acciones de la
aprotinina en la ruta fibrinolitica. Hay preocupacion no sélo sobre tales casos hiperagudos como trombosis de vasos
principales en el periodo perioperativo sino también sobre permeabilidad del injerto después del procedimiento
CABG. Ademas, como una proteina que se encuentra en la naturaleza obtenida de pulmén bovino, la administracion
de aprotinina en seres humanos puede provocar intensa hipersensibilidad o reacciones anafilacticas o anafilactoides
después de la primera y, con mas frecuencia, después de la administracion repetida a pacientes. Esto es una
preocupacion en particular en el gran numero de pacientes que presentan procedimientos de CABG repetidos.
Ademas, hay una creciente preocupacion publica con respecto al uso de material procedente de fuentes bovinas
como un vector potencial para la transmision de encefalopatia espongiforme bovina a seres humanos.

Estas preocupaciones hacen evidente que queda la necesidad de medios y métodos mas eficaces y mas especificos
para prevenir o reducir la pérdida de sangre perioperativa y el comienzo de SIR en un paciente sometido a cirugia
dando como resultado la activacion del CAS, tal como los procedimientos de CABG en pacientes de CPB, o
artroplastia de cadera.

Sumario de la invenciéon

La presente invencién se define por las reivindicaciones. Esta invencién se basa en el descubrimiento de péptidos
que inhiben las serina proteasas. Las serina proteasas tales como, por ejemplo, calicreina, estan implicadas en, por
ejemplo, las rutas que conducen a excesiva pérdida de sangre perioperativa y el comienzo de respuesta inflamatoria
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sistémica. Los inhibidores peptidicos de calicreina preferidos incluyen los descritos en las Patentes de Estados
unidos N° 6.333.402 y 6.057.287 a Markland et al. La invencion se refiere en parte al uso de los péptidos en métodos
terapéuticos y composiciones adecuadas para uso en la eliminacion o reduccién de diversas isquemias, incluyendo
pero no limitado a, pérdida de sangre perioperativa y el comienzo de respuesta inflamatoria sistémica. La pérdida de
sangre perioperativa resulta de procedimientos quirdrgicos invasivos que conducen a activacion por contacto de
componentes de complemento y los sistemas coagulacion/fibrinolisis. Mas especificamente, la invencion proporciona
los inhibidores de calicreina reivindicados para uso en la reduccion o prevencion de pérdida de sangre perioperativa
y una respuesta inflamatoria sistémica en pacientes, por ejemplo, sometidos a procedimientos quirargicos invasivos,
especialmente cirugias cardiotoracicas.

En una instancia, la descripcién se refiere a un método para prevenir o reducir la isquemia en un paciente que
comprende administrar al paciente una composicién que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de
aminoacidos:

Xaa1 Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaa10 Xaa11 Gly Xaa13 Cys Xaa15 Xaa16 Xaa17 Xaa18 Xaa19
Xaa20 Xaa21 Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly
Cys Xaa39 Xaa40 Xaad41 Xaad2 Xaa43 Xaad4 Xaad5 Xaad6 Xaad7 Xaad8 Xaad9 Xaa50 Cys Xaab2 Xaa53 Xaa54
Cys Xaa56 Xaa57 Xaa58 (SEC ID N° 1), en la que Xaa1, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 son cada uno
individualmente un aminoacido o esta ausente; Xaa10 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en:
Asp y Glu; Xaa11 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, lle, Ala 'y Thr;
Xaa13 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys y GIn;
Xaa15 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn y GIn; Xaa16 es
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Gly, Ser, Asp y Asn; Xaa17 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, GIn y Thr; Xaa18 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: His, Leu, GIn y Ala; Xaa19 es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: Pro, GIn, Leu, Asn e lle; Xaa21 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Trp, Phe,
Tyr, His e lle; Xaa22 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa23 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa31 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en: Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle y Thr, Xaa32 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en: Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly y Val; Xaa34 es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu; Xaa35 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en:
Tyr, Trp y Phe; Xaa39 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Glu, Gly, Ala, Ser y Asp; Xaa40 es
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Gly y Ala; Xaa43 es un aminoacido seleccionado del grupo
que consiste en: Asn y Gly; Xaa45 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Phe y Tyr y en la que
el polipéptido inhibe la calicreina.

En una instancia particular, la isquemia es pérdida de sangre perioperativa debido a un procedimiento quirdrgico
realizado en el paciente. El procedimiento quiriirgico puede ser una cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo,
derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacion de arterias coronarias.

En una instancia particular, las posiciones de los aminoacidos individuales de la SEC ID N° 1 puede ser una o mas
de las siguientes: Xaa10 es Asp, Xaa11 es Asp, Xaa13 es Pro, Xaa15 es Arg, Xaa16 es Ala, Xaa17 es Ala, Xaa18
es His, Xaa19 es Pro, Xaa21 es Trp, Xaa31 es Glu, Xaa32 es Glu, Xaa34 es lle, Xaa35 es Tyr, Xaa39 es Glu.

En otra instancia, la descripcion se refiere a un método para prevenir o reducir el comienzo de respuesta inflamatoria
sistémica asociada a un procedimiento quirirgico en un paciente que comprende administrar al paciente una
composicion que comprende un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Xaa1 Xaa2 Xaa3 Xaa4 Cys Xaa6 Xaa7 Xaa8 Xaa9 Xaa10 Xaa11 Gly Xaa13 Cys Xaa15 Xaa16 Xaa17 Xaa18 Xaa19
Xaa20 Xaa21 Xaa22 Xaa23 Xaa24 Xaa25 Xaa26 Xaa27 Xaa28 Xaa29 Cys Xaa31 Xaa32 Phe Xaa34 Xaa35 Gly Gly
Cys Xaa39 Xaa40 Xaad1 Xaa42 Xaa43 Xaad4 Xaad5 Xaad6 Xaad7 Xaad8 Xaa49 Xaa50 Cys Xaab2 Xaa53 Xaa54
Cys Xaa56 Xaa57 Xaa58 (SEC ID N° 1), en la que Xaa1, Xaa2, Xaa3, Xaa4, Xaa56, Xaa57 o Xaa58 son cada uno
individualmente un aminoacido o esta ausente; Xaa10 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en:
Asp y Glu; Xaa11 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Asp, Gly, Ser, Val, Asn, lle, Ala 'y Thr;
Xaa13 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Arg, His, Pro, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys y GIn;
Xaa15 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn y GIn; Xaa16 es
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Gly, Ser, Asp y Asn; Xaa17 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, GIn y Thr; Xaa18 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: His, Leu, GIn y Ala; Xaa19 es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: Pro, GIn, Leu, Asn e lle; Xaa21 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Trp, Phe,
Tyr, His e lle; Xaa22 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa23 es un aminoacido
seleccionado del grupo que consiste en: Tyr y Phe; Xaa31 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en: Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle y Thr; Xaa32 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste
en: Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly y Val; Xaa34 es un aminoacido seleccionado del grupo que
consiste en: Thr, lle, Ser, Val, Ala, Asn, Gly y Leu; Xaa35 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en:
Tyr, Trp y Phe; Xaa39 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Glu, Gly, Ala, Ser y Asp; Xaa40 es
un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Gly y Ala; Xaa43 es un aminoacido seleccionado del grupo
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que consiste en: Asn y Gly; Xaa45 es un aminoacido seleccionado del grupo que consiste en: Phe y Tyr y en la que
el polipéptido inhibe la calicreina. En una instancia particular, el procedimiento quirirgico puede ser una cirugia
cardiotoracica, tal como, por ejemplo, derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacion de arterias coronarias. En
una instancia particular, las posiciones de los aminoacidos individuales de la SEC ID N° 1 pueden ser una o mas de
lo siguiente: Xaa10 es Asp, Xaa11 es Asp, Xaa13 es Pro, Xaa15 es Arg, Xaa16 es Ala, Xaa17 es Ala, Xaa18 es His,
Xaa19 es Pro, Xaa21 es Trp, Xaa31 es Glu, Xaa32 es Glu, Xaa34 es lle, Xaa35 es Tyr, Xaa39 es Glu.

En una realizacion, la invencion se refiere a un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos: Met His
Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg GIn Cys
Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2), en la que el polipéptido inhibe la calicreina para uso en tratamiento o
prevencion de la respuesta inflamatoria sistémica en un paciente, pérdida de sangre perioperativa e isquemia.

En otfra instancia en la descripcion que comprende la invencién, el polipéptido consiste en la secuencia de
aminoacidos: Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn
lle Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys
Lys Met Cys Thr Arg Asp (aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2), en la que el polipéptido inhibe la calicreina. En una
instancia particular, la isquemia puede ser pérdida de sangre perioperativa debido un procedimiento quirirgico
realizado en el paciente. En una realizacion, el procedimiento quirdrgico es una cirugia cardiotoracica, tal como, por
ejemplo, derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacion de arterias coronarias.

En otra instancia mas, la descripcién se refiere a un método para prevenir o reducir el comienzo de respuesta
inflamatoria sistémica asociada a un procedimiento quirirgico en un paciente que comprende administrar al paciente
una composicion que comprende un polipéptido que consta de la secuencia de aminoacidos: Ser Phe Cys Ala Phe
Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe lle Tyr
Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (aminoacidos 5-60
de la SEC ID N° 2), en la que el polipéptido inhibe la calicreina. En una instancia, el procedimiento quirdrgico es una
cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo, derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacién de arterias
coronarias.

En una instancia, la descripcién se refiere a un método para prevenir o reducir la isquemia en un paciente que
comprende administrar al paciente una composicién que comprende un polipéptido que consta de la secuencia de
aminoacidos: Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe
Thr Arg GIn Cys Glu Glu Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (aminoacidos 5-60 de la SEC ID N° 2), en la que el polipéptido inhibe la calicreina. En una instancia
particular, la isquemia puede ser pérdida de sangre perioperativa debido a un procedimiento quirirgico realizado
sobre el paciente. En una instancia, el procedimiento quirirgico es una cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo,
derivacion cardiopulmonar o injerto de derivacion de arterias coronarias.

Breve descripcion de los dibujos.

La FIG. 1 es un diagrama simplificado de rutas multiples principales y casos relacionados implicados en el sistema
de activacion por contacto y la respuesta inflamatoria sistémica (SIR) que puede surgir en un paciente sometido a
traumatismo de tejidos blandos y éseos tales como el asociado a un procedimiento de injerto de derivacion de
arterias coronarias (CABG), especialmente cuando el procedimiento de CABG implica la circulacién de sangre
extracorporea, tal como derivacion cardiopulmonar (Aparato de Derivacion). Las flechas indican la activacion de un
componente o caso para otro componente o caso en la cascada. Las flechas en ambas direcciones indican efectos
de activacion de componentes o casos en ambas direcciones. Las flechas rotas indican participacion probable de un
componente o caso en la activacion de otro componente o caso. Las abreviaturas son como sigue: "tPA" = activador
tisular del plasminégeno; "C5a" = un componente proteinico del sistema de complemento; "fXlla" = proteina
activadora de precalicreina para formar calicreina activa; "Extrinseco” = sistema de coagulacion extrinseco;
"Intrinseco " = sistema de coagulacién intrinseco.

La FIG. 2 muestra una porcion de un ADN y correspondiente aminoacido deducido para un polipéptido de IC de la
invencion en plasmido pPIC-K503. EI ADN insertado codifica el péptido de sefal prepro mata de Saccharomyces
cerevisiae (subrayado) fusionado en el marco al término amino del polipéptido IC PEP-1 que tiene la secuencia de
aminoacidos encerrada por el area limitada. La secuencia de aminoacidos del polipéptido IC PEP-1 mostrada en la
region limitada es la SEC ID N° 2 y la correspondiente secuencia codificadora de nucleotidos del polipéptido IC es la
SEC ID N° 3. Las flechas discontinuas indican la localizacion y direccion de las dos secuencias cebadoras de PCR
en las regiones AOX que se usaron para producir plantillas de secuenciacién. La secuencia de ADN para la
secuencia de nucledtidos completa de la figura comprende la secuencia codificadora estructural para la proteina de
fusion y se designa SEC ID N° 27. La doble porcion subrayada de la secuencia indica una secuencia de sonda de
diagnéstico. BstBl y EcoRI indican localizaciones de sus respectivos sitios de endonucleasa de restriccion
hexameéricos, palindromicos. Los arteriscos indican codones de parada de traduccion.

Las FIGS. 3A y 3B muestran una alineacion de secuencias de aminoacidos de las realizaciones preferidas de la
invencion, la secuencia LACI natural de la que proceden estas variantes (SEC ID N° 32) y otros dominios de Kunitz
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conocidos (SEC ID N° 29-31 y 33-53). Los restos cisteina estan marcados.
Descripcion detallada de la invencion.

La invencion se basa en el descubrimiento de un grupo de polipéptidos inhibidores de la calicreina (IC) que inhiben
la calicreina del plasma con una especificidad que permite su uso en métodos mejorados de prevencion o reduccion
de isquemia tales como, por ejemplo, pérdida de sangre perioperatoria y/o una respuesta inflamatoria sistémica
(SIR) inducida por calicreina, especialmente, por ejemplo, en pacientes que experimentan procedimientos
quirdrgicos y en particular procedimientos quirirgicos que implican cirugia cardiotoracica, por ejemplo, derivacion
cardiopulmonar (CPB), tal como un procedimiento de injerto de derivacion de arterias coronarias (CABG). Los IC se
pueden usar de manera especifica para, por ejemplo, cirugia cardiaca pediatrica, trasplante de pulmodn, artroplastia
total de cadera y trasplante hepatico ortotépico y para reducir o prevenir apoplejia perioperativa durante CABG,
oxigenacion de membrana extracorpérea (ECMO, por sus siglas en inglés) y accidentes cerebrovasculares (CVA,
por sus siglas en inglés) durante estos procedimientos.

La cirugia cardiotoracica es cirugia del area toracica, lo mas comunmente el corazén y los pulmones. Las
enfermedades tipicas tratadas por cirugia cardiotoracica incluyen arteriopatia coronaria, tumores y tumores malignos
del pulmon, esofago y pared toracica, vaso del corazén y anomalias en las valvulas y defectos de nacimiento que
implican el pecho o el corazén. En el caso de que se utilice cirugia cardiotoracica para el tratamiento, se incurre en
el riesgo de pérdida sanguinea (por ejemplo, isquemia inducida por cirugia) y el comienzo de una respuesta
inflamatoria sistémica (SIR). La SIR inducida por cirugia puede dar como resultado disfunciéon organica severa
(sindrome de respuesta inflamatoria sistémica; SIRS).

Polipéptidos utiles en la invencion.

Los polipéptidos IC utiles en la invencién comprenden polipéptidos con dominio de Kunitz. En una instancia de la
descripcion que comprende la invencion, estos dominios de Kunitz son formas variantes de la estructura de bucle
que comprende dominio 1 de Kunitz de proteina inhibidora de la coagulacion asociada a lipoproteina humana
(LACI). La LACI contiene tres estructuras de bucle peptidicas, bien definidas, internas, que son dominios de Kunitz
de paradigma (Girard, T. et al., 1.989. Nature, 338: 518-520). Los tres dominios de Kunitz de LACI confieren la
capacidad para unir e inhibir la calicreina, aunque no con excepcional afinidad. Se han identificado sistematicamente
variantes del dominio 1 de Kunitz de LACI descritas en la presente memoria, se han aislado y unido a calicreina con
afinidad y especificidad mejoradas (véanse, por ejemplo, las patentes de EE.UU. N° 5.795.865 y 6.057.287,
incorporadas en la presente memoria por referencia). Un ejemplo de un polipéptido preferido util en la invencion
presenta la secuencia de aminoacidos definida por los aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2.

Cada polipéptido util en la invencién se une a la calicreina y los polipéptidos preferidos son también inhibidores de la
calicreina (IC) cuando se determina usando ensayos de unién e inhibicién de la calicreina conocidos en la técnica.
La afinidad y la especificidad mejoradas para la calicreina de los polipéptidos con dominio de Kunitz de variante
descritos en la presente memoria proporciona la base para su uso en cirugia cardiotoracica, por ejemplo, CPB y
especialmente procedimientos de cirugia CABG, para evitar o reducir la pérdida de sangre perioperativa y/o el
comienzo de SIR en pacientes que experimentan dichos procedimientos. Los polipéptidos IC usados en la invencién
presentan o comprenden la secuencia de aminoacidos de un polipéptido con dominio de Kunitz de variante aislado
originalmente por deteccion sistematica de bibliotecas de presentacion de fagos por la capacidad para unirse a
calicreina.

Los polipéptidos IC utiles en los métodos y las composiciones de la descripcion comprenden un polipéptido con
dominio de Kunitz que comprende la secuencia de aminoacidos:

Maal Xaa2 Xaa3 Xaad Cys Xaab Xaa7 Xaak X229 Xaall Xaall Gly Xaal3 Cys
Xaal5 Xaal6 Xaal7 Xaal8 Xaal9 Xaa20 Xaad] Xaa22 Xaad3 Xaa24 Xaa25 Xaa2é
X2a27 Xaa28 Xaa20 Cys Xaad] Xaa32 Phe Xaa34 Xap35 Gly Gly Cys Xaa39
Xaad0 Xaed1 Xaad2 Xaad3 Xaads X2ad5 Xaad6 Xead7 Xaad Xandd Xaas50 Cys
2352 Xaa53 Xaa54 Cys Xaa56 Xaa57 Xaa58 (SEC ID N°: 1)

"Xaa" se refiere a una posiciéon en una cadena peptidica que puede ser cualquiera de una serie de diferentes
aminoacidos. Por ejemplo, para los péptidos IC descritos en la presente memoria, Xaa10 puede ser Asp o Gluy;
Xaa11 puede ser Asp, Gly, Ser, Val, Asn, lle, Ala o Thr; Xaa13 puede ser Pro, Arg, His, Asn, Ser, Thr, Ala, Gly, Lys o
GIn; Xaa15 puede ser Arg, Lys, Ala, Ser, Gly, Met, Asn o GIn; Xaa16 puede ser Ala, Gly, Ser, Asp o Asn; Xaa17
puede ser Ala, Asn, Ser, lle, Gly, Val, GIn o Thr; Xaa18 puede ser His, Leu, GIn o Ala; Xaa19 puede ser Pro, Gin,
Leu, Asn o lle; Xaa21 puede ser Trp, Phe, Tyr, His o lle; Xaa31 puede ser Glu, Asp, GIn, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, lle
o Thr; Xaa32 puede ser Glu, GIn, Asp Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala, Gly o Val; Xaa34 puede ser lle, Thr, Ser, Val, Ala,
Asn, Gly o Leu; Xaa35 puede ser Tyr, Trp o Phe; Xaa39 puede ser Glu, Gly, Ala, Ser o Asp. Los aminoacidos Xaa6,
Xaa7, Xaa8, Xaa9, Xaa20, Xaa24, Xaa25, Xaa26, Xaa27, Xaa28, Xaa29, Xaa41, Xaad2, Xaad4, Xaad6, Xaad7,
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Xaa48, Xaa49, Xaa50, Xaa52, Xaab53 y Xaa54 pueden ser cualquier aminoacido. Adicionalmente, cada uno de los
primeros cuatro y finalmente tres aminoacidos de la SEC ID N° 1 puede estar opcionalmente presente o ausente y
puede ser cualquier aminoacido, si hay.

Los péptidos definidos segun la SEC ID N° 1 forman una serie de polipéptidos que se unen a calicreina. Por ejemplo,
un polipéptido IC util en los métodos y las composiciones de la descripcion presenta las siguientes posiciones
variables: Xaa11 puede ser Asp, Gly, Ser o Val; Xaa13 puede ser Pro, Arg, His o Asn; Xaa15 puede ser Arg o Lys;
Xaa16 puede ser Ala o Gly; Xaa17 puede ser Ala, Asn, Ser o lle; Xaa18 puede ser His, Leu o GIn; Xaa19 puede ser
Pro, GIn o Leu; Xaa21 puede ser Trp o Phe; Xaa31 es Glu; Xaa32 puede ser Glu o GIn; Xaa34 puede ser lle, Thr o
Ser; Xaa35 es Tyr y Xaa39 puede ser Glu, Gly o Ala.

Una instancia mas especifica de la descripcion reivindicada se define por los siguientes aminoacidos en posiciones
variables: Xaa10 es Asp; Xaa11 es Asp; Xaa13 puede ser Pro o Arg; Xaa15 es Arg; Xaa16 puede ser Ala o Gly;
Xaa17 es Ala; Xaa18 es His; Xaa19 es Pro; Xaa21 es Trp; Xaa31 es Glu; Xaa32 es Glu; Xaa34 puede ser lle o Ser;
Xaa35 es Tyr y Xaa39 es Gly.

También se incluyen dentro del alcance de la descripcion los péptidos que comprenden porciones de los
polipéptidos descritos en la presente memoria. Por ejemplo, los polipéptidos podian comprender dominios de union
para epitopos de calicreina especificos. Dichos fragmentos de los polipéptidos descritos en la presente memoria
también se incluirian.

Los polipéptidos IC utiles en los métodos y las composiciones descritos en la presente memoria comprenden un
dominio de Kunitz. Un subconjunto de las secuencias incluidas por la SEC ID N° 1 se describe por lo siguiente (en el
caso de que no se indique, "Xaa" se refiere al mismo conjunto de aminoacidos que estan permitidos para la SEC ID
N° 1):

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Xaal0 Xaall Gly Xaal3 Cys Xaal5 Xaal6
Xaal7 Xaal8 Xaal9 Arg Xaa21 Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Xaa31

Xaa32 Phe Xaa34 Xaa3$s Gly Gly Cys Xaa39 Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Leu
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEC ID N° 33).

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe De Tyr Gly Gly Cys Glu
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(aminoéacidos 3-60 de la SEC ID N° 2),

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

Asp (SEC ID N° 4),



ES 2559927 T3

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gln
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Thr Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 5),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gln
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu GIn Phe Thr Tyr Gly Gly Cys
Ala Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 6),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Ser Leu Pro
Arg Phe Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Gly
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(SEC ID N° 7),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala Asn His Gln
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 8),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Gly Ala HisLeu
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Ghu Glu Phe Ile Tyr Gty Gly Cys Glu
Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(SEC ID N° 9),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Lys Gly Ala His Leu
Axg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Tle Tyr Gly Gly Cys Glu
Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
(SEC ID N° 10),
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro
Arg Tip Phe Phe Asn e Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn GIn Asn Arg Phe Giu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 11),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asa Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg

Asp (SEC ID N° 12),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro
Arg Trp Phe Phe Asn Tle Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 13),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly Ala Gin Pro
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg‘

Asp (SEC ID N° 14),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Ser Cys Arg Ala Ala His Leu
Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Len Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 15),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Glu Gly Gly Ser Cys Arg Ala Ala His Gin
- Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg

Asp (SEC.ID N° 16),
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Gly Ala His Leu
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gin Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 17),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Arg Gly Ala Leu Pro
Axg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gin Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 18),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Ser Gly Asn Cys Arg Gly Asn Leu Pro
Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° .19),

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

Asp (SEC ID N° 20),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Ala Ile GIn Pro
Arg Trp Pbe Phe Asn lle Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 21),

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Arg Gly Ala His Pro

 Arg Trp Phe Phe Asn Il Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ser Tyr Gly Gly Cys
Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
Asp (SEC ID N° 22).

Las FIGS. 3A y 3B proporcionan una alineacion de secuencias de aminoacidos de estas secuencias, la secuencia de
LACI natural de la que proceden estas variantes (SEC ID N° 32) y otros dominios de Kunitz conocidos (SEC ID N°
29-31y 33-53).

Los polipéptidos IC utiles en los métodos y las composiciones descritos en la presente memoria se pueden preparar
de manera sintética usando cualquier protocolo y equipo de sintesis de polipéptidos clasico. Por ejemplo, la sintesis
por etapas de un polipéptido IC descrito en la presente memoria se puede llevar a cabo por la eliminaciéon de un
grupo protector (N) amino-terminal de un aminoacido inicial (es decir, carboxi-terminal) y acoplamiento al mismo del
extremo carboxilo del siguiente aminoacido en la secuencia del polipéptido. Este aminoacido también esta protegido



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

ES 2559927 T3

de manera conveniente. El grupo carboxilo del aminoacido nuevo puede ser activado para reaccionar con el N
terminal del aminoacido ligado por formacidon en un grupo reactivo tal como formaciéon en una carbodiimida, un
anhidrido de acido simétrico o un grupo “éster activo” tal como ésteres de hidroxibenzotriazol o pentafluorofenilicos.
Los métodos de sintesis de péptidos de fase solida preferidos incluyen el método BOC, que utiliza terc-
butiloxicarbonilo como el grupo a-amino protector y el método FMOC, que utiliza 9-fluorenilmetloxocarbonilo para
proteger el a-amino de los restos aminoacido. Ambos métodos son conocidos para los expertos en la materia
(Stewart, J. y Young, J., Solid-Phase Peptide Synthesis (W. H. Freeman Co.; San Francisco 1.989); Merrifield, J.,
1.963. Am. Chem. Soc., 85: 2.149-2.154; Bodanszky, M. y Bodanszky, A., The Practice of Peptide Synthesis
(Springer-Verlag, Nueva York 1.984). Si se desea, se pueden disefiar aminoacidos amino- y/o carboxi-terminales
adicionales en la secuencia de aminoacidos y afiadirse durante la sintesis de polipéptidos.

Alternativamente, los polipéptidos con dominio de Kunitz y los polipéptidos IC utiles en las composiciones y los
métodos de la descripcion que comprende la invencidon se pueden producir por métodos recombinantes usando
cualquiera de una serie de células y vectores de expresion correspondientes, incluyendo pero no limitandose a,
vectores de expresion bacterianos, vectores de expresion de levaduras, vectores de expresion de baculovirus,
vectores de expresion de virus de mamiferos y similares. Los polipéptidos con dominio de Kunitz y los polipéptidos
IC utiles en las composiciones y los métodos de la descripcion que comprende la invencién, también se pueden
producir de manera transgénica usando moléculas de acidos nucleicos que comprenden una secuencia codificadora
para un dominio de Kunitz o polipéptido IC descrito en la presente memoria, en la que la molécula de acido nucleico
se puede integrar en, y expresar de, el genoma de un animal huésped usando métodos transgénicos disponibles en
la técnica. En algunos casos, podia ser necesario o ventajoso fusionar la secuencia codificadora para un polipéptido
con dominio de Kunitz o polipéptido IC que comprenda el dominio de Kunitz a otra secuencia codificadora en un
vector de expresion para formar un polipéptido de fusién que se exprese faciimente en una célula huésped.
Preferiblemente, la célula huésped que expresa dicho polipéptido de fusién también trata el polipéptido de fusion
para proporcionar un dominio de Kunitz o polipéptido IC util en la invencién que contenga sélo la secuencia de
aminoacidos deseada. Obviamente, si cualquier otro aminoacido o aminoacidos permanecen unidos al dominio de
Kunitz expresado o polipéptido IC, dicho aminoacido o aminoacidos adicionales no deberian disminuir la unién de la
calicreina y/o actividad inhibidora de calicreina del dominio de Kunitz o polipéptido IC a fin de impedir el uso del
polipéptido en los métodos o las composiciones de la descripcién que comprende la invencion.

Un sistema de expresion recombinante preferido para producir polipéptidos IC utiles en los métodos y las
composiciones descritos en la presente memoria es un vector de expresion de levaduras, que permite que una
secuencia de acidos nucleicos que codifica la secuencia de aminoacidos para un polipéptido IC o polipéptido con
dominio de Kunitz se una en el mismo marco de lectura con una secuencia de nucleétidos que codifica la secuencia
peptidica lider prepro mata de Saccharomyces cerevisiae, que a su vez esta bajo el control de un activador de
levaduras operable. El plasmido de expresién de levaduras recombinante, resultante, se puede transformar después
por métodos clasicos en las células de un huésped de levadura compatible, apropiado, cuyas células pueden
expresar la proteina recombinante del vector de expresion de levaduras recombinante. Preferiblemente, una célula
de levadura huésped transformada con dicho vector de expresién recombinante es también capaz de procesar la
proteina de fusién para proporcionar un polipéptido IC activo util en los métodos y las composiciones de la
descripcion que comprende la invencion. Un huésped de levadura preferido para producir polipéptidos con dominios
de Kunitz recombinantes y polipéptidos IC que comprenden dichos dominios de Kunitz es Pichia pastoris.

Como se indicé anteriormente, los polipéptidos IC que son Utiles en los métodos y las composiciones descritos en la
presente memoria pueden comprender un polipéptido con dominio de Kunitz descrito en la presente memoria.
Algunos polipéptidos IC pueden comprender una secuencia flanqueadora adicional, preferiblemente de uno a seis
aminoacidos de longitud en el extremo amino y/o carboxi-terminal, siempre que dichos aminoacidos adicionales no
disminuyan significativamente la afinidad de unién de la calicreina o la actividad de inhibicion de la calicreina para
que se impida el uso en los métodos y las composiciones descritos en la presente memoria. Dichos aminoacidos
adicionales se pueden afadir deliberadamente para expresar un polipéptido IC en una célula huésped recombinante
particular o se pueden afiadir para proporcionar una funcién adicional, por ejemplo, para proporcionar un péptido
para unir el polipéptido IC a otra molécula o para proporcionar un resto de afinidad que facilite la purificacion del
polipéptido. Preferiblemente, el aminoacido o los aminoacidos adicionales no incluyen cisteina, que podia interferir
con los enlaces disulfuro del dominio de Kunitz.

Un ejemplo de un polipéptido con dominio de Kunitz preferido, util en los métodos y las composiciones de la
invencion presenta la secuencia de aminoacidos de 3-60 restos de la SEC ID N° 2. Cuando se expresa y se trata en
un sistema de expresion de proteinas de fusion de levaduras (por ejemplo, basandose en el plasmido de expresion
de integracion pHIL-D2), dicho polipéptido con dominio de Kunitz retiene un dipéptido Glu-Ala amino-terminal
adicional de la fusion con la secuencia peptidica lider prepro mata de S. cerevisiae. Cuando se segrega de la célula
huésped de levadura, la mayoria del péptido lider se trata desde la proteina de fusién para proporcionar un
polipéptido IC funcional (referido en la presente memoria como "PEP-1") con la secuencia de aminoacidos de la SEC
ID N° 2 (véase la region limitada en la FIG. 2).

Los polipéptidos IC particularmente preferidos, utiles en los métodos y las composiciones descritos en la presente
memoria presentan una afinidad de unién para calicreina que es del orden de 1.000 veces mayor que la de
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aprotinina, que esta homologada en la actualidad para uso en procedimientos de CABG para reducir la pérdida de
sangre. Las afinidades de union sorprendentemente altas de dichos polipéptidos IC descritos en la presente
memoria indican que dichos polipéptidos IC presentan un alto grado de especificidad para calicreina a la exclusion
de otros objetivos moleculares (véase la Tabla 1, a continuacién). Asi, el uso de dichos polipéptidos de acuerdo con
la invencion reduce mucho la especulacion en cuanto a los posibles objetivos terapéuticos en un paciente. El menor
grado de especificidad presentado por, por ejemplo, la aprotinina, conduce a posibles efectos secundarios
pleiotropicos y ambigiiedad en cuanto a su mecanismo terapéutico.

Los polipéptidos definidos por, por ejemplo, la SEC ID N° 1 contienen posiciones invariantes, por ejemplo, las
posiciones 5,14, 30, 51 y 55 pueden ser Cys solo. Otras posiciones tales como, por ejemplo, las posiciones 6, 7, 8,
9, 20, 24, 25, 26, 27, 28, 29, 41, 42, 44, 46, 47, 48, 49, 50, 52, 53 y 54 pueden ser cualquier aminoacido (incluyendo
aminoacidos que no se encuentran en la naturaleza). En una instancia particularmente preferida, uno o mas
aminoacidos corresponden al de una secuencia natural (por ejemplo, la SEC ID N° 32, véase la FIG. 3). En una
instancia preferida, al menos una posicion variable es diferente de la de la secuencia original. En otra instancia
preferida mas, los aminoacidos pueden ser sustituidos cada uno de manera individual o de manera colectiva por una
sustituciéon de aminoacidos conservadora o no conservadora. Las sustituciones de aminoacidos conservadoras
reemplazan a un aminoacido con otro aminoacido de estructura quimica similar y pueden no afectar a la funcién de
la proteina. Las sustituciones de aminoacidos no conservadoras reemplazan un aminoacido con otro aminoacido de
estructura quimica diferente. Los ejemplos de sustituciones de aminoacidos conservadas incluyen, por ejemplo, Asn-
>Asp, Arg->Lys y Ser->Thr. En una instancia preferida, 1, 2, 3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19,
20 y/o 21 de estos aminoacidos se pueden seleccionar de manera independiente o de manera colectiva en cualquier
combinacién, para corresponder con las correspondientes posiciones de la SEC ID N° 2.

Otras posiciones, por ejemplo, las posiciones 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19, 21, 22, 23, 31, 32, 34, 35, 39, 40,43 y
45, pueden ser cualesquiera de un conjunto seleccionado de aminoacidos. Asi, la SEC ID N° 1 define un conjunto de
posibles secuencias. Cada miembro de este conjunto contiene, por ejemplo, una cisteina en las posiciones 5, 14, 30,
51 y 55 y uno cualquiera de un conjunto especifico de aminoacidos en las posiciones 10, 11, 13, 15, 16, 17, 18, 19,
221, 22, 23, 31, 32, 34, 35, 39, 40, 43 y 45. En una instancia preferida, 1, 2, 3,4, 5,6, 7, 8,9, 10, 11, 12, 13, 14, 15,
16, 17, 18 y/o 19 de estos aminoacidos se pueden seleccionar de manera independiente o de manera colectiva, en
cualquier combinacion, para corresponder con la correspondiente posicién de la SEC ID N° 2. El péptido presenta
preferiblemente al menos 80 %, al menos 85 %, al menos 90 % o al menos 95 % de identidad con la SEC ID N° 2.

Métodos y composiciones.

La presente invencion también se refiere a prevenir o reducir la isquemia, pérdida de sangre perioperativa y
respuesta inflamatoria. Se prefiere en la invencidon prevenir o reducir la pérdida de sangre perioperativa y/o una
respuesta inflamatoria sistémica (SIR) en un paciente, especialmente asociada a cirugia cardiotoracica. Un
tratamiento implica la administracion de un polipéptido IC que comprende un dominio de Kunitz. Una instancia del
método implica usar un péptido que contiene una secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 1 que presenta una
afinidad para calicreina que es aproximadamente 1.000 veces o mas mayor que la de una serina proteasa de amplio
intervalo, por ejemplo, aprotinina, que se aisla de pulmén bovino y estd homologado en la actualidad para uso en
procedimientos CABG (TRASYLOL™, Bayer Corporation Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut).

Los pacientes sometidos a cualquiera de una serie de procedimientos quirdrgicos, especialmente los que implican
circulacién extracorporea, por ejemplo, cirugia cardiotoracica, tal como, por ejemplo, CPB, y/o traumatismo 6seo, tal
como ruptura del esternén o artroplastia de cadera, tienen riesgo de pérdida de sangre perioperativa e inflamacion.
El contacto de la sangre de un paciente con las superficies de corte de hueso o de equipo de CPB es suficiente para
activar una o varias respuestas de cascada no deseables, incluyendo un sistema de activacion por contacto (CAS),
que puede conducir a pérdida de sangre perioperativa extensa requiriendo transfusion sanguinea inmediata, asi
como una respuesta inflamatoria sistémica (SIR), que a su vez, puede dar como resultado dafio permanente de
tejidos y 6rganos. Aunque no se desea estar limitados a ninglin mecanismo o teoria particular, parece que la pérdida
de sangre que tiene lugar asociada a cirugia cardiotoracica, por ejemplo, CPB, como en un procedimiento de CABG,
probablemente resulta de fuga capilar extensa, que puede dar como resultado pérdida significativa de sangre que
debe ser reemplazada por transfusion sanguinea inmediata.

Los métodos descritos en la presente memoria son utiles para prevenir o reducir diversas isquemias incluyendo, por
ejemplo, pérdida de sangre perioperativa y SIR en un paciente sometido a un procedimiento quirdrgico y
especialmente en los que el procedimiento quirirgico requiere circulacion extracorpérea, por ejemplo, cirugia
cardiotoracica, tal como, por ejemplo, CPB. Los métodos descritos en la presente memoria son utiles en particular
para prevenir o reducir la pérdida de sangre perioperativa y/o SIR en un paciente sometido un procedimiento de
CABG que requiere CPB u otra cirugia cardiaca.

Las composiciones preferidas para uso médico comprenden un polipéptido IC descrito en la presente memoria.
Dichas composiciones utiles pueden comprender ademas uno o mas tampones, portadores y excipientes,
farmacéuticamente aceptables, que pueden proporcionar una caracteristica deseable a la composicion incluyendo,
pero no limitandose a, administracion mejorada de la composicidn a un paciente, vida media de circulaciéon mejorada
del polipéptido IC de la composicién, compatibilidad mejorada de la composiciéon con la quimica de la sangre del
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paciente, almacenamiento mejorado de la composicion y/o eficacia mejorada de la composicion en la administracion
a un paciente. Ademas de un polipéptido IC descrito en la presente memoria, las composiciones pueden comprender
ademas otro u otros compuestos farmacéuticamente activos mas que proporcionen un beneficio profilactico o
terapéutico adicional a un paciente de un procedimiento quirargico invasivo.

Las composiciones utiles en los métodos de la invencién comprenden cualquiera de los polipéptidos con dominio de
Kunitz o polipéptidos IC que comprenden dichos polipéptidos con dominio de Kunitz descritos en la presente
memoria. Se prefieren en particular polipéptidos IC que comprenden un polipéptido con dominio de Kunitz que tiene
una secuencia de 58 aminoacidos de los aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2. Un ejemplo de dicho polipéptido IC
particularmente preferido Util en los métodos y las composiciones descritos en la presente memoria es el polipéptido
IC PEP-1 que tiene la secuencia de 60 aminoacidos de la SEC ID N° 2. Se proporciona una secuencia de
nucledtidos que codifica la secuencia de aminoacidos de la SEC ID N° 2 en la SEC ID N° 3 (véase, por ejemplo, los
nucledtidos 309-488 en la FIG. 2). Se entiende que basandose en el codigo genético conocido, la invencion también
proporciona formas degeneradas de la secuencia de nucleétidos de la SEC ID N° 3 por sustitucion simplemente de
uno o mas de los codones degenerados conocidos para cada aminoacido codificado por la secuencia de
nucleétidos. Los nucledtidos 7-180 de la SEC ID N° 3, y las formas degeneradas de los mismos, codifican el
polipéptido con dominio de Kunitz que no se encuentra en la naturaleza que tiene la secuencia de 58 aminoacidos
de los aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2.

Cualquiera de una variedad de moléculas de acidos nucleicos puede comprender la secuencia de los nucleétidos 7-
180 de la SEC ID N° 3, formas degeneradas y porciones de las mismas, incluyendo pero no limitandose a, genomas
de fagos recombinantes, vectores viricos de mamifero recombinantes, vectores viricos de insecto recombinantes,
minicromosomas de levaduras y diversos plasmidos. Dichos plasmidos incluyen los usados para clonar y/o expresar
dichas secuencias de codificacion de nucleétidos. Los vectores de expresion proporcionan un activador, que se
puede unir de manera operable a una secuencia de nucledtidos particular y una célula huésped apropiada, que
puede transcribir la secuencia codificadora de nucleétidos particular a un ARN mensajero funcional (ARNm) y
traducir también el ARNm al correspondiente polipéptido. Se puede aislar después un polipéptido asi producido de la
célula huésped. Las moléculas de acidos nucleicos que comprenden una secuencia de acidos nucleicos que codifica
un dominio de Kunitz o polipéptido IC descrito en la presente memoria se puede preparar por métodos de sintesis de
acidos nucleicos clasicos, metodologias de ADN recombinante, métodos de reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR, por sus siglas en inglés) y cualquier combinacion de los mismos.

Pérdida de sangre perioperativa y flujo sanguineo cardiaco reducido.

Debido a los muchos avances en la medicina, se lleva a cabo una serie de procedimientos quirdrgicos altamente
invasivos cada dia que dan como resultado pérdida de sangre o ponen a los pacientes en un alto riesgo de pérdida
de sangre. Dichos pacientes se deben controlar cuidadosamente para recuperar y mantener el suministro sanguineo
y la hemostasis normales y pueden requerir transfusiones sanguineas. Los procedimientos quirdrgicos que implican
pérdida de sangre incluyen los que implican métodos de circulacién extracorpérea tales como cirugia cardiotoracica,
por ejemplo, CPB. En tales métodos, se detiene el corazén de un paciente y la circulaciéon, oxigenacion y
mantenimiento del volumen de sangre se llevan a cabo de manera artificial usando un circuito extracorpéreo y un
oxigenador de membrana sintético. Estas técnicas se usan comunmente durante la cirugia cardiaca.
Adicionalmente, es evidente que la cirugia que implica traumatismo extenso al hueso, tal como la rotura del esternon
necesaria en procedimientos de CABG o artroplastia de cadera, también esta asociada a la activacion del CAS, que
puede dar como resultado una variedad de alteraciones en la sangre y la vasculatura.

La arteriopatia coronaria (CAD, por sus siglas en inglés) ateroesclerética produce un estrechamiento del lumen de
una o varias de las arterias coronarias; esto limita el flujo de sangre al miocardio (es decir, el musculo cardiaco) y
puede producir angina, insuficiencia cardiaca e infartos de miocardio. En la fase final de la ateroesclerosis de arteria
coronaria, la circulacién coronaria puede estar ocluida casi completamente, produciendo angina o insuficiencia
cardiaca mortal, con una mortalidad muy alta. Se pueden requerir procedimientos de CABG para unir el vaso
sanguineo ocluido y restaurar la sangre al corazén; éstos son potencialmente salvadores de la vida. Los
procedimientos de CABG estan entre los mas invasivos de las cirugias en las que una o mas venas o arterias sanas
se implantan para proporcionar una “derivacion” alrededor del area ocluida del vaso enfermo. Los procedimientos de
CABG soportan con ellos un pequefio pero importante riesgo perioperativo, pero son muy exitosos proporcionando a
los pacientes un alivio inmediato de la mortalidad y morbilidad de la enfermedad cardiovascular ateroesclerética. A
pesar de estos resultados muy alentadores, los procedimientos de CABG repetidos son frecuentemente necesarios,
como se indica por un aumento claro en el nimero de pacientes que experimentan eventualmente segundo e incluso
tercer procedimientos; la mortalidad y morbilidad perioperativas observadas en procedimientos de CABG primarios
aumentan en estos procedimientos de hacer de nuevo.

Ha habido mejoras en las técnicas quirirgicas minimamente invasivas para CAD no complicadas. Sin embargo, casi
todos los procedimientos de CABG realizados para enfermedad cardiaca valvular y/o congénita, trasplante de
corazoén y procedimientos adrticos principales, aun se llevan a cabo en pacientes soportados por CPB. En CPB, se
insertan grandes canulas en los vasos grandes de un paciente para permitir el bombeo mecanico y la oxigenacion
de la sangre usando un oxigenador de membrana. La sangre es devuelta al paciente sin fluir por los pulmones, que
estan hipoperfundidos durante este procedimiento. El corazén se detiene usando una disolucidon cardioplégica, el
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paciente es enfriado para ayudar a prevenir el dafio cerebral y el volumen de circulacién periférica es aumentado por
un circuito extracorpéreo, es decir, el circuito CPB, que requiere “cebado” con sangre del donador y se usan mezclas
de disolucién salina para rellenar el circuito extracorpéreo. La CPB se ha usado extensamente en una variedad de
procedimientos realizados durante casi medio siglo con resultados exitosos. La interaccion entre las superficies
artificiales, las células sanguineas, proteinas de la sangre, endotelio vascular dafiado y tejidos extravasculares, tales
como el hueso, altera la hemostasis y activa con frecuencia el CAS, que, como se indicé anteriormente, puede dar
como resultado una variedad de trastornos en la sangre y la vasculatura. Tal trastorno conduce a sangrado
perioperativo en exceso, que requiere entonces la transfusion sanguinea inmediata. Una consecuencia de la
circulacién de la sangre completa por un circuito extracorpéreo en CPB también puede incluir la respuesta
inflamatoria sistémica (SIR), que se inicia por activacion por contacto de los sistemas de coagulacion y de
complemento. Por supuesto, gran parte de la morbilidad y mortalidad asociadas a procedimientos quirdrgicos de
CPB mecanicamente exitosos aparentemente es el resultado de los efectos de activar la coagulacion, fibrinolisis o
sistemas de complemento. Dicha activacion puede dafar el sistema pulmonar, conduciendo a sindrome de dificultad
respiratoria en adultos (ARDS, por sus siglas en inglés), trastorno del rifidén y circulacion esplacnica e induccion de
una coagulopatia general que conduce a pérdida de sangre y la necesidad de transfusiones. Ademas de los peligros
de la pérdida de sangre perioperativa, las patologias adicionales asociadas a SIR incluyen deficiencias
neurocognitivas, apoplejia, deficiencia renal, infarto agudo de miocardio y dafio del tejido cardiaco.

Las transfusiones sanguineas también presentan un riesgo significativo de infeccién y elevan el coste de CABG u
otros procedimientos similares que requieran CPB. En ausencia de cualquier intervencion farmacoldégica, se deben
invertir tipicamente tres a siete unidades de sangre en un paciente, incluso con excelentes técnicas quirirgicas. De
acuerdo con esto, hay un considerable incentivo para el desarrollo de compuestos farmacolégicamente eficaces
nuevos y mejorados para reducir o prevenir el sangrado perioperativo y SIR en pacientes sometidos a
procedimientos de CPB y CABG.

Consideraciones de administracion y dosificacion para polipéptidos IC.

Los polipéptidos IC descritos en la presente memoria se pueden administrar a un paciente antes, durante y/o
después de un procedimiento quirdrgico en una composicion farmacéuticamente aceptable. El término composicion
“farmacéuticamente aceptable” se refiere a un portador o excipiente no téxico que se puede administrar a un
paciente, junto con un compuesto de esta invencion y en la que el portador o excipiente no destruye la actividad
biolégica o farmacoldgica de la composicion. Los polipéptidos IC descritos en la presente memoria se pueden
administrar por via local o por via sistémica por cualquier medio adecuado para suministrar una cantidad inhibitoria
de calicreina de los polipéptidos IC a un paciente incluyendo, pero no limitado a, administraciones sistémicas tales
como, por ejemplo, intravenosa e inhalacion. Se prefiere en particular la administracion parenteral.

Para administracion parenteral, los polipéptidos se pueden inyectar por via intravenosa, por via intramuscular, por
via intraperitoneal o por via subcutanea. Se prefiere la administracion intravenosa. Tipicamente, las composiciones
para administraciéon intravenosa son disoluciones en tampoén acuoso isotdnico estéril. Otros portadores
farmacéuticamente aceptables incluyen, pero no se limitan a, agua estéril, disolucion salina y disolucion tamponada
(incluyendo tampones como fosfato o acetato), alcohol, aceites vegetales, polietilenglicoles, gelatina, lactosa,
amilosa, estearato de magnesio, talco, acido silicico, parafina, etc. En el caso de que sea necesario, la composicion
también puede incluir un agente solubilizante y un anestésico local tal como lidocaina para atenuar el dolor en el sitio
de la inyeccion, conservantes, estabilizantes, agentes humectantes, emulsionantes, sales, lubricantes, etc. siempre
que no reaccionen de manera perjudicial con los compuestos activos. De manera similar, la composicion puede
comprender excipientes convencionales, por ejemplo, sustancias portadoras organicas o inorganicas
farmacéuticamente aceptables adecuadas para aplicaciéon parenteral, enteral o intranasal que no reaccionen de
manera perjudicial con los compuestos activos. En general, los ingredientes se suministraran por separado o
mezclados juntos en una forma farmacéutica unitaria, por ejemplo, como un polvo liofilizado seco o producto de
concentracion exento de agua en un contenedor sellado herméticamente tal como una ampolla o bolsita indicando la
cantidad de agente activo en unidades de actividad. En el caso de que se tenga que administrar la composicion por
infusion intravenosa, se puede dispensar con una botella de infusidon que contenga “agua para inyeccion” de grado
farmacéutico, estéril o disolucion salina. En el caso de que la composicién se tenga que administrar por inyeccion, se
puede proporcionar una ampolla de agua estéril para inyeccion o disolucion salina para que los ingredientes se
puedan mezclar previamente a administracion.

Preferiblemente, los métodos descritos en la presente memoria comprenden administrar un polipéptido IC a un
paciente como una infusion intravenosa de acuerdo con cualquier procedimiento homologado. Asi, un polipéptido IC
descrito en la presente memoria se puede administrar a un paciente sometido a un procedimiento de CABG en los
momentos similares a los usados en la actualidad en protocolos homologados para administrar aprotinina y en una
cantidad necesaria para proporcionar a un paciente un nimero requerido o concentracién requerida de unidades
inhibidoras de calicreina (UIC). De acuerdo con la invencion, un polipéptido IC descrito en la presente memoria
también se puede administrar a un paciente en el periodo postoperativo inmediato, cuando tienen lugar
anormalidades del sangrado como consecuencia de efectos aguas abajo de SIR. Por ejemplo, en un procedimiento
que implica CPB, un polipéptido IC descrito en la presente memoria puede ser administrado a un paciente como una
dosis de carga inicial, por ejemplo, una cantidad eficaz durante un tiempo conveniente, tal como 10 minutos,
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previamente a induccion de la anestesia. Después, en la induccion de la anestesia, se puede inyectar una segunda
dosis de polipéptido IC en el fluido de cebado de CPB ("volumen de cebado de la bomba"). Se puede poner después
al paciente una dosis de infusion intravenosa continua y controlada durante la duracién del procedimiento quirdrgico
y después del procedimiento si se indica.

En la actualidad hay dos regimenes homologados en los Estados Unidos para administrar aprotinina a un (gaciente
que experimenta un procedimiento de CABG (véase, etiqueta e inserto del producto para TRASYLOL", Bayer
Corporation Pharmaceutical Division, West Haven, Connecticut). Uno de dichos regimenes homologados usa una
dosis de carga intravenosa de 2 millones de UIC, 2 millones de UIC en el volumen de cebado de la bomba y 500.000
UIC por hora de cirugia. Otro régimen homologado usa una dosis de carga intravenosa de 1 millén de UIC, 1 millon
de UIC en el volumen de cebado de la bomba y 250.000 UIC por hora de cirugia. Como estos regimenes se basan
en UIC, los regimenes se adaptan facilmente a cualquier polipéptido IC descrito en la presente memoria una vez que
ha sido determinada la actividad especifica y UIC de un polipéptido IC particular por ensayos clasicos. Debido a la
afinidad de unidn y la actividad inhibidora mejoradas en los polipéptidos IC representativos descritos en la presente
memoria relativos a aprotinina, se espera que dichas composiciones y métodos de la invenciéon requieran
probablemente menos miligramos (mg) por paciente para proporcionar a un paciente el nimero requerido o la
concentracion requerida de UIC.

Se pueden ilustrar varias consideraciones considerando la dosificacion con un polipéptido IC en métodos descritos
en la presente memoria como ejemplo con el polipéptido IC PEP-1 representativo de la invencién con la secuencia
de aminoacidos de la SEC ID N° 2 (peso molecular de 7.054 Daltons).

La Tabla 1, a continuacién, proporciona una comparacion de la afinidad (Kiapp) del polipéptido IC PEP-1 para
calicreina y otras once proteasas de plasma conocidas.

Tabla 1.

Sustrato de proteasa Ki,op PEP-1 (pM) Ki,app Aprotinina (pM)
calicreina de plasma humano 44 3,0x10*
calicreina de orina humana >1x 10° 4,0x10°
calicreina pancreatica porcina 2,7x10’ 550
C1r humana, activada >2,0x 10° >1,0x 10"
C1s humana, activada >2,0x 10" >1,0x 10°
factor de plasma humano Xla 1,0x 10* ND
factor de plasma humano Xlla >20x 10" >1,0x 10°
plasmina humana 1,4x10° 894
tripsina pancreatica humana >2x 10" ND
quimotripsina pancreatica humana >2,0 x 10 7,3x10°
elastasa de neutrofilos humana >20x 10" 1,7 x 10°
trombina de plasma humano >2,0x 10" >1,0x 10°

ND = no determinado

Claramente, el polipéptido IC PEP-1 es altamente especifico para calicreina de plasma humano. Ademas, la afinidad
(Ki,app) de PEP-1 para calicreina es 1.000 veces mayor que la afinidad de la aprotinina para calicreina: la Kiapp, de
PEP-1 para calicreina es aproximadamente 44 pM (Tabla 1), mientras que la Kiapp de aprotinina para calicreina es
30.000 pM. Asi, una dosis de PEP-1 podia ser aproximadamente 1.000 veces menor que la usada para aprotinina
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sobre una base por mol. Sin embargo, la consideracion de otros diversos factores puede proporcionar una
estimacion mas precisa de la dosis de PEP-1 requerida en la practica. Dichos factores incluyen la cantidad de
calicreina activada durante CPB en un paciente particular, la concentracién de calicreina requerida para provocar
una SIR y la biodisponibilidad y la distribucion farmacolégica de PEP-1 en un paciente. Sin embargo, se espera auln
el uso de un polipéptido IC en los métodos de acuerdo con la invencion y proporcionado en dosis homologadas en la
actualidad para el uso de aprotinina para proporcionar mejoras significativas por el uso actual de la aprotinina
bovina, menor afinidad, menos especifica.

Por ejemplo, la cantidad total de pre-calicreina de circulacién en plasma es estimada en aproximadamente 500 nM
(Silverberg, M. et al., "The Contact System and Its Disorders," en Sangre: Principles and Practice of Hematology,
Handin, R. et al., eds., JB Lippincott Co., Philadelphia, 1.995). Si toda la precalicreina fuera activada, entonces se
requeriria al menos 500 nM de PEP-1 para una inhibiciéon estequiométrica de la calicreina. Un individuo con 5 litros
de plasma requeriria por lo tanto aproximadamente 18 mg de PEP-1 para conseguir una concentracion en plasma
de 500 nM.

Otro factor que se tiene que considerar es la concentracién umbral de calicreina requerida para inducir una SIR en
un paciente. Si la concentracion de calicreina activa se debe mantener por debajo de, por ejemplo, 1 nM, entonces
debido a su alta afinidad por calicreina, PEP-1 ofrece una ventaja significativa sobre la aprotinina en la cantidad de
proteina que se requeriria para inhibir SIR. En particular, una concentracion de PEP-1 de 1 nM inhibiria el 99,6% de
la calicreina presente a 1 nM (es decir, s6lo 0,4 pM de calicreina libre que permanece en la sangre), mientras una
concentracion de aprotinina de 1 nM inhibiria solamente el 24,5% de la calicreina presente a 1 nM. Para que la
aprotinina inhiba el 99% de la calicreina a 1 nM, se requiere una concentracion de aprotinina en el plasma de al
menos 3 uM (es decir, concentracion 3.000 veces mayor que para PEP-1).

Para un paciente que experimenta CPB, se puede estlmar una dosis clinica inicial de PEP-1 a partir de un régimen
de dosificacion recomendado de aprotinina (1 x 10° UIC) mencionado anteriormente. Se indica en un inserto de
envase que la aprotinina tiene una actividad |nh|b|dora especifica de 7.143 UIC/mg determinada usando un ensayo
de presién sangumea de perro. Por lo tanto, 1 x 10° UIC de aprotinina es equivalente a 140 mg de aprotinina (es
decir, 1 x 10° UIC/7.143 UIC/mg = 140 mg de aprotinina). En un paciente con un volumen de plasma sanguineo de 5
litros, 140 mg corresponde a aproximadamente aprotinina 4,3 uM (el peso molecular de aprotinina es 6.512 Daltons).
La actividad especifica de la aprotinina en el ensayo inhibidor clasico usado para PEP-1 es 0,4 UIC/mg de
polipéptido. Una dosis de 140 mg corresponderia una dosis de carga para aprotinina de 56 UIC (140 mg x 0,4
UIC/mg = 56 UIC). Por el contrario, puesto que la actividad especifica del polipéptido IC PEP-1 es 10 UIC/mg en el
ensayo de inhibicion clasico, se requeriria una dosis de solo 5,6 mg de PEP-1 para proporcionar el nimero de UIC
equivalentes a 140 mg de aprotinina. En un paciente con un volumen de plasma de 5 litros, esto corresponde a PEP-
1 aproximadamente 160 nM (el peso molecular de PEP-1 es 7.054 Daltons), aunque se puede requerir una dosis
superior del polipéptido IC PEP-1 si se activa toda la calicreina del plasma (500 nM) y/o si este polipéptido IC esta
deficientemente distribuido en un paciente.

Ademas, los polipéptidos IC no se pueden encontrar en la naturaleza y se pueden producir de manera sintética o de
manera recombinante, como se indicé anteriormente, evitindose de ese modo la contaminacién potencial de
enfermedades transmisibles que pueden surgir durante el aislamiento de una proteina de una fuente animal natural,
tal como en el caso de la aprotinina, que se aisla de pulmén bovino. Cada vez mas importante para la aceptacion
administrativa y publica de un tratamiento o composicion farmacéutica que comprende un polipéptido es evitar la
posible contaminacion con, y la transmision a, pacientes humanos de diversos agentes patoldgicos. Es de particular
interés para la seguridad de las proteinas aisladas de un tejido bovino la eliminacion del posible riesgo de exposicion
a enfermedades mediadas por virus, enfermedades mediadas por bacterias y, especialmente, encefalopatias
espongiformes bovinas transmisibles.

Como variantes del dominio 1 de Kunitz de la proteina LACI humana, se esperan menos efectos secundarios de
administrar los polipéptidos IC a pacientes que para aprotinina, que es una proteina bovina que esta documentado
que produce respuestas anafilacticas y anafilactoides en pacientes, especialmente en administraciones repetidas,
tales como procedimientos de CABG de segunda vez. Adicionalmente, la unidon altamente especifica de los
polipéptidos IC descrita en la presente memoria para calicreina limitara o eliminara con eficacia las tendencias
trombdticas observadas con la aprotinina y reducira los problemas observados con la permeabilidad del injerto
siguiendo procedimientos de CABG.

La invencion se describira ademas con referencia a los siguientes ejemplos no limitantes. Las explicaciones de todas
las patentes, solicitudes de patente y todas las demas publicaciones y sitios web citados en la presente memoria se
incorporan como referencia en su totalidad.

Ejemplificacion
Ejemplo 1: Un polipéptido IC representativo.

Un polipéptido IC (PEP-1) que no se encuentra en la naturaleza, util en las composiciones y los métodos de la
invencion se identific6 como un polipéptido de unién de calicreina mostrado en un fago recombinante de una
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biblioteca de presentacion de fagos. PEP-1 tiene la siguiente secuencia de aminoacidos: Glu Ala Met His Ser Phe
Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn lle Phe Thr Arg GIn Cys Glu Glu
Phe lle Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEC
ID N° 2). El peso molecular de PEP-1 es 7.054 Daltons.

La secuencia de nucleotidos (SEC ID N° 3) del ADN de fago recombinante que codifica la secuencia de aminoacidos
de PEP-1 (aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2) se aislé y se secuencio por métodos clasicos determinados a partir
del ADN de fago recombinante. Se produjo PEP-1 en cantidades utiles para caracterizacion adicional como una
proteina recombinante en células huésped de fenotipo His4" de cepa de levadura Pichia pastoris.

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

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

1. El sitio BstBl en la region 3' AOX1 de pHIL-D2, situada aguas abajo del gen His4, se retird por digestion de
restriccion parcial, relleno y ligadura, alterando la secuencia de TTCGAA (SEC ID N° 23) a TTCGCGAA
(SEC ID N° 24). Esta modificacion se realizé para facilitar y dirigir la clonacion de la casete de expresion en
el plasmido.

2. El sitio Aatll que soporta el gen bla situado aguas abajo de His4 se retird por digestion de restriccion,
llenado y ligadura modificando la secuencia de GACGTC (SEC ID N° 25) a GACGTACGTC (SEC ID N° 26).
Esta modificacion se realizd para facilitar la clonacion de casetes de expresion con sitios Aatll en el
plasmido. EI ADN que codifica PEP-1 fue sintetizado basandose en la secuencia de nucledtidos del fago
que muestra la union de calicreina original y constaba de 450 pares de bases (pb). La secuencia de ADN
final del inserto en el plasmido pHIL-D2 es flanqueada por una secuencia 5' AOX1 y una secuencia 3' AOX1
(porciones de las cuales se muestran en la FIG. 2) y codifica una proteina de fusion que comprende el
péptido de sefial prepro mata de S. cerevisiae fusionado a la secuencia codificadora estructural para el
polipéptido IC PEP-1. Se afiadio el péptido de sefial para facilitar la secrecion de PEP-1 de las células
huésped de levadura. Se sintetizaron los oligonucledtidos para formar el inserto y se obtuvieron
comercialmente (Genesis Labs, The Woodlands, TX) y el inserto fue generado por reaccion de cadena de
la polimerasa (PCR). ElI ADN sintético ligado que codifica la proteina de fusion prepro/PEP-1 mata se
incorporo6 después por ligadura en el plasmido pHIL-D2 modificado entre los sitios BstBl y EcoRI.

Los productos de ligadura se usaron para transformar la cepa de Escherichia coli XL1 Blue. Se us6 un ensayo PCR
para detectar sistematicamente transformantes de E. coli para la construccién de plasmido deseada. Se multiplico
ADN de extractos celulares por PCR usando cebadores que contenian las secuencias 5' AOX1 y 3' AOX1 (véase
anteriormente y FIG. 2). Se secuenciaron los productos PCR del nimero correcto de pares de bases. Ademas, se
secuenciaron aproximadamente 20-50 pb en cada lado de los sitios de clonacion y se obtuvo la secuencia prevista.
La secuencia de ADN final del inserto en el plasmido pHIL-D2 (para proporcionar plasmido pPIC-K503) se muestra
en la FIG. 2 junto con porciones de las secuencias 5' y 3' AOX1 de franqueo y la correspondiente secuencia de
aminoacidos de la proteina de fusidon que comprende el péptido de sefial prepro mata de S. cerevisiae fusionado a la
secuencia codificadora estructural para el polipéptido IC PEP-1. Se selecciona un transformante con la construccién
de plasmido de expresion deseada, plasmido pPIC-K503, para preparar estirpes celulares de levadura para
produccién de rutina de PEP-1.

Ejemplo 3: Fabricacion de PEP-1 de estirpe celular de levadura recombinante.

Se transformaron esferoplastos de P. pastoris GS 115 con el fenotipo His4 con el plasmido de expresion pPIC-K503
(anterior) siguiendo linearizacion del plasmido en el sitio Sacl y recombinacién homoéloga del ADN de plasmido en el
sitio del huésped 5' AOX1. El fenotipo de la cepa de produccién es His4*. Se inserté el plasmido completo en la
secuencia gendmica 5' AOX1 de la levadura.

En los aislados de la transformacién se detecté sistematicamente el crecimiento en ausencia de histidina exdgena
con metanol como la Unica fuente de carbono. Mas del 95% de los transformantes retuvieron la capacidad original
de crecer con metanol como la Unica fuente de carbono, demostrando de ese modo que el plasmido habia sido
insertado en el genoma huésped por recombinacion homdéloga mas bien que trasplante. Estos transformantes no
requirieron histidina exdgena para crecimiento, demostrandose de ese modo que el plasmido se habia integrado en
el genoma huésped. Se clonaron las colonias seleccionadas. Se realizaron estudios de expresion de pequefio cultivo
para identificar clones que segregan los niveles mas altos de PEP-1 activo en el medio de cultivo. Los niveles de
secrecion de PEP-1 en disoluciones de sobrenadante de cultivo clarificadas se cuantificaron para niveles de PEP-1
mediante electroforesis de gel de dodecilsulfato de sodio y poliacrilamida (SDS-PAGE) y se evalud la inhibicion de
calicreina. Se selecciond un clon de levadura para produccion de PEP-1 basandose en su alto nivel de expresion de
PEP-1 entre los cultivos muestreados.
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Se prepararon comercialmente bancos de células patrén y de trabajo de P. postoris que producen PEP-1 (MDS
Pharma Services, Bothell, Washington). Una produccion clasica de PEP-1 en levadura comprendia tres etapas como
sigue: (1) preparacion del cultivo de siembra, (2) fermentacién y (3) recuperacion del cultivo.

La etapa de cultivo de siembra constaba de la inoculacion de seis matraces (cada uno de 300 ml) conteniendo caldo
de indculo estéril (base de nitrogeno de la levadura, fosfato de potasio y glicerol, pH = 5) con los contenidos de un
Unico vial de un banco de células de trabajo de P. pastoris que producen PEP-1. Se inocularon los matraces en un
agitador orbital (31 rad/s (300 rpm)) durante aproximadamente 13 horas a 30°C + 2°C.

Se realizaron fermentaciones en un fermentador Braun de 100 litros cerrado, cargado con caldo estéril. Cada
fermentacion se inici6 con la transferencia de los contenidos de los seis matraces de cultivo de siembra al
fermentador. Después de aproximadamente 24 horas, el glicerol en el fermentador llegé a agotarse y se anadio
glicerol adicional durante aproximadamente 8 horas adicionales.

Una fase de alimentacién mixta, que duré aproximadamente 83 horas, se inici6 después por la adicion de una
alimentacion de glicerol y metanol. Al final de este tiempo, se terminé la fermentacién y se diluyeron los contenidos
de fermentador con agua purificada. La purificacion y el tratamiento de PEP-1 constaba de cinco etapas como sigue:
(1) cromatografia de lecho expandido, (2) cromatografia de intercambio catiénico, (3) cromatografia de interaccion
hidréfoba (HIC, por sus siglas en inglés), (4) ultrafiltracion y diafiltracion y (5) filtracion final y envasado.

La etapa de purificacion inicial consistia en cromatografia de lecho expandido. Se aplicé el cultivo del fermentador
diluido a la columna equilibrada empaquetada con resina Streamline SP (columna de cromatografia Amersham
Pharmacia Streamline 200, Amersham Pharmacia, Piscataway, Nueva Jersey). Después se lavo la columna (acido
acético 50 mM, pH = 3,0 - 3,5) en un modo flujo ascendente para descargar las células de la levadura del lecho
expandido. Se elevo el adaptador superior por encima del lavado de mejora del lecho expandido. Se detuvo el flujo y
se permitié que el lecho se sedimentara. Se movié el adaptador hacia abajo para que estuviera ligeramente por
encima del lecho sedimentado. La direccion del flujo se invirtié. Se recogi6 el efluente. Se continuo el lavado en un
modo descendente usando acetato de sodio 50 mM, pH 4,0. Se recogio el efluente. Se eluyé PEP-1 de la columna
usando acetato de sodio 50 mM, pH 6,0. Se recogi6é el eluato en un contenedor de 50 litros. El eluato se filtrd
después a través de un filtro de 0,22 p en un contenedor limpio colocado en el sitio de purificacion. Se recogieron
muestras adicionales para la determinacién de la concentracion de PEP-1. Después se realizé una etapa de
cromatografia de intercambio catiénico usando el eluato filtrado de la columna de lecho expandido. Se eluyé PEP-1
de la columna usando citrato de trisodio 15 mM, pH 6,2.

Se retiraron proteinas adicionales de la preparacion de PEP-1 por cromatografia de interaccion hidréfoba (HIC).
Previamente a HIC, el eluato de la columna de intercambio catiénico se diluy6é con sulfato de amonio. Se aplico el
eluato a la columna y se eluyé el PEP-1 usando sulfato de amonio (0,572 M) en fosfato de potasio (100 mM), pH 7,0.
Se recogi6 el eluato en fracciones basandose en valores A280. Se recogieron todas las fracciones en botes de
PETG pesados previamente, estériles.

Se mezclaron las fracciones seleccionadas en un contenedor limpio. Se concentré la mezcla por ultrafiltracion. La
preparacion de PEP-1 concentrada se diafiltré inmediatamente contra diez volimenes de PBS, pH 7,0.

Se realizé una etapa de filtracion final previamente a envasado para minimizar la biocarga en el PEP-1 volumétrico.
Se filtrd la disolucion volumétrica a través de un filtro de 0,22 p y se recogié en un bote de PETG pesado
previamente, estéril. Se retir6 una muestra para ensayo de liberacién del lote. El resto del volumen se dispenso de
manera aséptica en botes de PETG estériles y se almacend a -20°C.

Ejemplo 4: Ensayo de inhibiciéon de calicreina.

Se us6 un ensayo cinético para medir la actividad inhibidora de polipéptidos IC, tales como PEP-1. El ensayo
cinético mide la fluorescencia siguiendo a la escision mediada por calicreina de un sustrato,
prolilfenilalanilarginilaminometilcumarina. Se incubé una cantidad conocida de calicreina con un patrén de referencia
de polipéptido IC diluido en serie o0 muestras de ensayo de polipéptido IC diluido en serie, en un tampoén de reaccion
adecuado en una placa de microtitulo. Cada muestra se realiz6 por triplicado. Se afiadié la disolucion de sustrato y
se leyo la placa inmediatamente usando una longitud de onda de excitacién de 360 nm y una longitud de onda de
emision de 460 nm. Al menos se requirieron dos de cada una de las curvas patron de referencia y de muestra para
tener un valor de R-cuadrado de 0,95 que se considera valido.
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Listado de secuencias

<110> Dyax Corporation
<120> PREVENCION Y REDUCCION DE PERDIDA DE SANGRE
<130> P33517EP-D3-PCT

<140> EP10180486.2
<141> 2003-06-06

<150> Us 60/387,239
<151> 2002-06-07

<150> Us 60/407,003
<151> 2002-08-28

<160> 54
<170> FastSEQ para Windows Version 4.0

<210> 1

<211> 58

<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificial

<220>
<223> Polipéptido que Inhibe Calicreina

<220>

<221> VARIANTE

<222> (1)..(4)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (6)..(9)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (20)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE

<222> (24)..(29)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE _

<222> (41)..(42)

<223> Xaa = cualquier aminoacido

<220>

<221> VARIANTE
<222> (44)
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<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
2233

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<SP0 P
<222>
<2235

<220>
<221>

222>

<223>

220>
<221>
<222>
<223>

Xaa = cualquier aminoacido

VARIANTE
(46) .. (50)

Xaa = cualquier aminoacido

VARIANTE
(52) .. (54)
Xaa = cualquier aminoacido

VARIANTE
(56) .. (58)
Xaa = cualquier aminoacido

VARIANTE
(10)
Can be Glu

VARIANTE
(11)

Can be Gly, Ser,

VARIANTE
(13)

Can be His,
o Gln

Pro,

VARIANTE
(15)

Can be Lys, Ala,

VARIANTE
(16)

Can be Gly, Ser,

VARIANTE
(17)

Can be Asn, Ser,

VARIANTE

JSE8), ..

Can be Leﬁ,rGln‘o
VARIANTE
(19)

Can be Gln, Leu,

Val, Asn,

Asn,

Ser,

Asp ©

Ile,

Ala

Asn ©

ES 2559927 T3

Ile, Ala o Thr

Ser, Thr, Ala, Gly, Lys

Gly, Met, Asn o Gln

Asn

Gly, Val, Gln o Thr

Ile

19



<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
L2235

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

- <222>

<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

VARIANTE
(21)
Can be Phe,

VARIANTE
(22)
Can be Phe

VARIANTE
(23)
Can be Phe

VARIANTE
(31)

Can be Asp,
o: Thr

VARIANTE
{32)

Can be Gln,
Gly o Vval

VARIANTE
(34)
Can be Ile,

VARIANTE
(35)
Can be Trp o

VARIANTE
(39)
Can be Gly,

VARIANTE
(40)
Can be Ala

VARIANTE
43
Can be Gly

VARIANTE
(45)
Can be Tyr

Tyr,

Gln,

Asp,

Ser,

Phe

Ala,

ES 2559927 T3

His o

Asn,

Asn,

Val,

Ser o

Ile

Ser, Alsa,

Pro,

Ala,

Asp

Thr,

Asn,

20

Val,

Leu,

Gly o

Leu,

Ser,

Leu

Ile

Ala,
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<400> 1

Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Xaa Asp Asp Gly Arg Cys Arg Ala

1 5 10 15
Ala His Pro Xaa Trp Tyr Tyr Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Xaa Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Xaa Xaa Asn Xaa Phe Xaa Xaa Xaa
35 40 45
Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa Cys Xaa Xaa Xaa
50 55

<210> 2
<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido de Unién Aislado

<400> 2

Glu Ala Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys

1 5 10 15
Arg Ala Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys
20 25 30
Glu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Giu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu
35 40 45
Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55 60

<210> 3
<211> 179
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia Codificadora de PEP-1

<400> 3

gaggctatgc actctttctg tgctttcaag gctgacgacg gtegtgcaga gctgctcacc 60
caagatggtt cttcaacatc ttcacgcgte aatgcgagga gttcatctac ggtggttgtg 120
agggtaacca aaacagattc gagtctctag aggagtgtaa gaagatgtgt actagagac 179

<210> 4

<211> 58

<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido de Union Aislado

<400> 4

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Lys Ala
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
L2235

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2559927 T3

Asn His Leu Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55

5

58
PRT

Secuencia Atrtificial

Péptido de Unién Aislado
5

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala

1 5 10 15
Asn His Gln Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 535
6
58
PRT
Secuencia Artificial
Péptido de Unién Aislado
6

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala

1 5 10 15
Asn His Gln Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Gln
20 25 30
Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Ala Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
7
58
PRT
Secuencia Artificial
Péptido de Union Aislado
7

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Lys Ala
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2559927 T3

Ser Leu Pro Arg Phe Phe

20

Phe Ile Tyr Gly Gly Cys

35

Glu Glu Cys Lys Lys Met

8
58
PRT

50

Secuencia Atrtificial

Péptido de Unidn Aislado

8

Met

Asn

Phe

Glu

9

58
PRT

His

His

Ser

Glu
50

Ser
Gln
Tyr

35
Cys

Phe
Arg
20

Gly

Lys

Secuencia Artificial

Cys
Phe
Gly

Lys

Péptido de Unién Aislado

9
Met
1
Ala
Phe
Glu

10

58
PRT

His

His

Ile

Glu
50

Ser
Leu
Tyr

35
Cys

Phe
Arg
20

Gly

Lys

Secuencia Artificial

Cys
Phe
Gly

Lys

Péptido de Union Aislado

10

Ala
Phe
Cys

Met

Ala
Phe
Cys

Met

Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Glu

Cys
55

Asn
Gly

40
Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Lys
Asn
Gly

40
Thr

Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu

285

30

Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Ala
Ile
25

Asn

Arg

Asp

Asp Asp Gly
10

Phe Thr Arg
Gln Asn Arg

Asp

Asp Asp Gly
10

Phe Thr Arg
Gln Asn Arg

Asp

45

His

Gln

Phe
45

His

Gln

Phe
45

Cys

Cys
30

Glu

Cys

Cys
30
Glu

Lys Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Lys Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Lys Gly

1.

5

23

10
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2559927 T3

Ala His Leu Arg Phe Phe

20

Phe Ile Tyr Gly Gly Cys

35

Glu Glu Cys Lys Lys Met

1.1
58
PRT

50

Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado

11
Met His Ser Phe Cys
1 5

Ala His Pro Arg Trp
20

Phe Ser Tyr Gly Gly

35
Glu Glu Cys Lys Lys
50

12

58

PRT

Secuencia Artificial

Péptido de Union Aislado

12
Met His Ser Phe Cys
1 5

Ala His Pro Arg Trp
20

Phe Ser Tyr Gly Gly

35
Glu Glu Cys Lys Lys
50

i3

58

PRT

Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado

13

Ala
Phe
Cys

Met

Ala
Phe
Cys

Met

FPhe
Glu

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Phe
Phe
Gly

Cys
Bi5

Met His Ser Phe Cys Ala Phe

1

5

Asn Ile
25

Gly Asn

40

Thr Arg

Lys Ala

Asn Ile
25

Gly Asn

40

Thr Arg

Lys Ala

Asn Ile
25

Gly Asn

40

Thr Arg

Lys Ala

24

Phe
Gln

Asp

Asp
10

Phe
Gln

Asp

Asp
10

Phe
Gln

Asp

Asp
10

Thr Arg Gln Cys Glu Glu

30

Asn Arg Phe Glu Ser Leu

45

Gly Gly Arg
Thr Arg Gln

Asn Arg Phe
45

Asp Gly Pro
Thr Arg Gln

Asn Arg Phe
45

Cys

Cys
30
Glu

Cys

Cys
30
Glu

Arg Gly
15
Glu Glu

Ser Leu

Arg Ala
15
Glu Glu

Ser Leu

Val Gly Arg Cys Arg Gly
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Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu

20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55

<210> 14
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido de Unidn Aislado

<400> 14

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Val Gly Arg Cys Arg Gly

1 5 10 15
Ala Gln Pro Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55

<210> 15
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Péptido de Union Aislado

<400> 15

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Ser Cys Arg Ala

1 5 10 15
Ala His Leu Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55

<210> 16
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

. <220>
<223> Péptida de Union Aislado

<400> 16

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Glu Gly Gly Ser Cys Arg Ala
1 ] 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2559927 T3

Ala His Gln Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu

20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 53
17
58
PRT

Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado

17

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Gly

1 5 10 15
Ala His Leu Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
18
58
PRT
Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado

18
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly His Cys Arg Gly
1 o 10 15
Ala Leu Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
1¢
58
PRT
Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado
19

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Ser Gly Asn Cys Arg Gly
1 5 10 15
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<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

ES 2559927 T3

Asn Leu Pro Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 215 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55

20

58

PRT

Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado

20
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Ser Gly Arg Cys Arg Gly
1 5 10 15
Asn His Gln Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
21
58
PRT
Secuencia Artificial

Péptido de Union Aislado

21
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Gly Gly Arg Cys Arg Ala
1 5 10 15
Ile Gln Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
22
58
PRT
Secuencia Artificial

Péptido de Unién Aislado

22

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Arg Gly
1 5 10 15

27



ES 2559927 T3

Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu

Phe Ser Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu

20 25
35 40
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg
50 55
<210> 23
<211> 6
<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sitio de Clonacién Modificado

<400> 23
ttcgaa
<210> 24
<211> 8
<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sijtio de Clonacion Modificado

<400> 24
ttcgecgaa

<210> 25
<211> 6

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sitio de Clonacion Modificado

<400> 25
gacgtc

<210> 26

<211> 10

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Sitio de Clonacion Modificado

<400> 26
gacgtacgtc

<210> 27
<211> 548

28

45
Asp

10



<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

- <210>
<211>
<212>

ES 2559927 T3

Secuencia de Nucleétidos de Proteina de Fusion

27

cgacttttaa
tceccatctat
acaccactac
acttggaagg
tgttgttcat
agaagagaga
ctgctcacce
gtggttgtga
ctagagacta
acgagaag

28

145

PRT
Secuencia Artifi

cgacaacttg
cttcactgct
tgaagacgag
tgacttcgac
caacactacc
ggctatgcac
aagatggttc
gggtaaccaa
gtaagaattc

cia

Proteina de Fusion

28
Met Arg Phe
1
Ala

Leu Ala

Ile Ala
35
Ala

Pro

Val
50
Ile

Asp

Phe
65
Ser

Asn

Leu Glu

Asp Asp Gly

Phe Thr Arg

115

Gln Asn Arg
130

Asp

145

29
58
PRT

Pro Ser

Ala
20
Glu

Pro
Ala

Val Leu

Thr Thr

Lys Arg
85

Pro Cys
100
Gln Cys

Phe Glu

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Secuencia BPTI

Ile
val
vVal
Pro
Ile
70

Glu
Arg

Glu

Ser

agaagatcaa
gttttgttcg
actgctcaaa
gtcgctgttt
atcgcttcta
tctttctgtg
ttcaacatct
aacagattcg
gccttagaca

Phe Thr

Asn Thr

Ile Gly
40
Phe Ser
55
Ala Ser

Ala Met

Ala Ala

Glu Phe
120
Leu Glu

135

aaaacaacta
ctgcttecte
ttcctgetga
tgccattctce
tcgctgcectaa
ctttcaaggc
tcacgegtca
agtctctaga
tgactgttcc

Ala Val
10

Thr

Leu

Thr
25
Tyr

Glu

Ser Asp

Asn Ser Thr

Ile Ala Ala

75

His Ser Phe
90

His Pro

105

Ile

Arg
Tyr Gly

Glu Cys Lys

29

attattcgaa
tgctttggcet
ggctgtcatc
taactctact
ggaggaaggt
tgacgacggt
atgcgaggag
ggagtgtaag
tcagttcaag

Phe Ala Ala
Thr
30

Gly

Asp Glu
Glu
45
Asn

Leu

Asn
60
Lys

Gly

Glu Glu

Cys Ala Phe

Phe Phe
110
Glu

Trp
Gly Cys
125
Lys Met
140

Cys

acgatgagat
gctccagtta
ggttactctg
aacaacggtt
gtttceccecteg
ccgtgecagag
ttcatctacg
aagatgtgta
ttgggcactt

Ser Ser
15
Ala Gln

Asp Phe

Leu Leu
Val
80
Ala

Gly

Lys
95
Asn Ile

Gly Asn

Thr Arg

60

120
180
240
300
360
420
480
540
548



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

29

Arg Pro Asp Phe
1.
Arg Ile Ile Arg
20
Phe Val Tyr Gly
35
Glu Asp Cys Met
50

30
58
PRT

Secuencia Artificial

Secuencia ITI-D1
30

Lys Glu Asp Ser
1
Met Thr Ser Arg
20
Phe Gln Tyr Gly
35
Lys Glu Cys Leu
50

31

58

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia ITI-D2
31

Thr Val Ala Ala
1
Phe Ile Gln Leu
20
Phe Pro Tyr Gly
35
Lys Glu Cys Arg
50

32
58

PRT
Secuencia Artificial

Secuencia LACI-D1

Cys Leu
5

Tyr ~Phe

Gly Cys

Arg Thr

Cys Gln
Tyr Phe
Gly Cys

Gln Thr

Cys Asn
Trp Ala
Gly Cys

Glu Tyr

ES 2559927 T3

Glu Pro
Tyr Asn

Arg Ala

40
Cys Gly
55

Leu Gly
Tyr Asn

Met Gly

40
Cys Arg
55

Leu Pro
Phe Asp

Gln Gly

40
Cys Gly
55

Pro
Ala
25

Lys

Gly

Tyr
Gly
25

Asn

Thr

Ile
Ala
25

Asn

vVal

Tyr
10

Lys
Arg

Ala

Ser
10

Thr
Gly

val

val
10

val
Gly

Pro

30

Thr Gly
Ala Gly

Asn Asn

Ala Gly
Ser Met

Asn Asn

Arg Gly
Lys Gly

Asn Lys

Pro

Leu

Phe
45

Pro

Ala

Phe
45

Pro

Lys

Phe
45

Cys

Cys

30
Lys

Cys

Cys

30

Val

Cys

Cys
30
Tyr

Lys Ala
15
Gln Thr

Ser Ala

Met Gly
15
Glu Thr

Thr Glu

Arg Ala
15
Val Leu

Ser Glu



ES 2559927 T3

<400> 32
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Lys Ala
1 5 10 15
Ile Met Lys Arg Phe Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55
<210> 33
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia LACI-D2

<400> 33
Lys Pro Asp Phe Cys Phe Leu Glu Glu Asp Pro Gly Ile Cys Arg Gly
1 3 10 15
Tyr Ile Thr Arg Tyr Phe Tyr Asn Asn Gln Thr Lys Gln Cys Glu Arg
20 25 30
Phe Lys Tyr Gly Gly Cys Leu Gly Asn Met Asn Asn Phe Glu Thr Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Asn Ile Cys Glu Asp Gly
50 55
<210> 34
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia LACI-D3

<400> 34

Gly Pro Ser Trp Cys Leu Thr Pro Ala Asp Arg Gly Leu Cys Arg Ala

1 5 10 15
Asn Glu Asn Arg Phe Tyr Tyr Asn Ser Val Ile Gly Lys Cys Arg Pro
20 25 30
Phe Lys Tyr Ser Gly Cys Gly Gly Asn Glu Asn Asn Phe Thr Ser Lys
35 40 45
Gln Glu Cys Leu Arg Ala Cys Lys Lys Gly
50 29

<210> 35
<211> 58
<212> PRT

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Secuencia HKI B9

31



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

35
Leu
s
Tyr
Phe

Glu
36

58
PRT

Pro Asn Val

Met

Ala

Lys
50

Thr Arg
20

Tyr Gly

35

Cys Glu

Secuencia Artificial

Secuencia C alfa 3

36
Glu
1
Phe

Phe

Lys

37
58
PRT

Thr
Ile
Trp

Glu
50

Asp Ile

Leu Lys
20

Tyr Gly

35

Cys Glu

Secuencia Artificial

Secuencia TFPI-2 D1

37
Asn
1
Leu
Phe
Glu

38

61
PRT

Ala

Leu

Leu

Ala
50

Glu Ile

Leu Arg
20

Tyr Gly

35

Cys Asp

Secuencia Artificial

Secuencia TFPI-2 D2

Cys
Trp
Gly

Lys

Cys
Tyr
Gly

Asp

ES 2559927 T3

Ala
Phe
Cys

Phe

Lys
Tyr
Cys

val

Leu
Tyr
Cys

Ala

Phe
Phe
Gly

Cys
55

Leu
Tyr
Gly

Cys
55

Leu
Tyr
Glu

Cys
55

Pro
Asn
Gly

40
Lys

Pro
Asp
Gly

40
Ala

Pro
Asp
Gly

40
Trp

32

Met
Phe
25

Asn

Phe

Lys
Pro
25

Asn

Pro

Leu
Arg
Asn

Arg

Glu
10

Glu
Ser

Thr

Asp
10

Asn
Glu

Val

Asp
10

Tyr
Ala

Ile

Lys Gly
Thr Gly

Asn Asn

Glu Gly
Thr Lys

Asn Lys

Tyr Gly
Thr Gln

Asn Asn

Pro

Glu

Phe
45

Thr

Ser

Phe
45

Pro

Ser

Phe
45

Cys
Cys

30
Leu

Cys

Cys
30

Gly

Cys

Cys
30
Tyr

Gln Thr
15
Glu Leu

Arg Lys

Arg Asp
15
Ala Arg

Ser Gln

Arg Ala
15
Arg Gln

Thr Trp



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>

<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

38

Val Pro Val
1

Gly Ser

Lys
Thr Glu
20
Lys Phe Phe Ser
35
Glu

Pro Asp Ala

50

39

58

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia TFPI-2 D3
39
Ile

1
Asn

Pro Ser Phe

Val Thr Arg

Phe Thr Tyr Thr

35
Cys

Glu Asp

50

Lys

40

59

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia APP-I
40

Arg Asn Glu
1

Ala Met

Arg
Ile Ser
20
Phe Tyr
35

Tyr

Pro Phe

Glu Glu
50

Cys

41

58

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia EpiNE7

Cys
Lys
Gly

Thr

Cys
Tyr
Gly

Arg

Val
Arg
Gly

Met

Arg
Tyr
Gly

Cys

Tyr
Tyr
Cys

Ala

Cys
Trp
Gly

Ala

ES 2559927 T3

Leu
Phe
Cys

Met
55

Ser
Phe
Gly

Cys
55

Ser
Tyr
Cys

Val
55

Gln
Phe
His

40
Gly

Pro
Asn
Gly

40
Ala

Glu
Phe
Gly

40
Cys

Val
Asn
25

Arg

Phe

Lys
Pro
25

Asn

Lys

Gln
Asp
25

Gly

Gly

33

Ser
10

Leu
Asn

Cys

Asp
10

Arg
Asp

Ala

Ala
10

Vval
Asn

Ser

Val Asp Asp Gln
Thr
30

Asn

Ser Ser Met

Glu
45
Lys

Arg Ile

Ala Pro
60

Glu Gly Leu Cys

Tyr Arg Thr Cys
30
Phe val

45

Asn Asn

Glu Thr Gly Pro

Thr Glu Gly Lys

30

Arg Asn Asn Phe
45

Ala

Cys Glu
15
Cys Glu

Arg Phe

Ser Ala
15
Asp Ala

Ser Arg

Cys Arg
15
Cys Ala

Asp Thr



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

41
Arg Pro Asp Phe Cys
1 5
Met Phe Pro Arg Tyr
20
Phe Val Tyr Gly Gly
35
Glu Asp Cys Met Arg
50
42
58
PRT
Secuencia Artificial
Secuencia BITI-E7-141
42
Arg Pro Asp Phe Cys
1 5
Met Phe Pro Arg Tyr
20
Phe Val Tyr Gly Gly
35
Lys Asp Cys Leu Gln
50
43
38
PRT
Secuencia Artificial
Secuencia MUTT26A
43
Arg Pro Asp Phe Cys
1 5
Met Phe Pro Arg Tyr
20
Phe Val Tyr Gly Gly
35
Lys Asp Cys Leu Gln
50
44
58
PRT
Secuencia Artificial

Secuencia MUTQE

ES 2559927 T3

Leu Glu Pro Pro Tyr

10
Ala Lys
25

Asn

Phe Tyr Asn

Met Gly
40
Gly

Cys Gly

Thr Cys Ala

55

Gly

Gln Ser
10

Thr

Leu Gly Tyr

Phe Tyr Asn Gly

25
Cys Met Gly Asn
40

Arg

Gly

Thr Cys Gly Ala

55

Gln Ser
10

Ala

Leu Gly Tyr

Phe Tyr Asn Gly

25
Cys Met Gly Asn
40

Arg

Gly

Thr Cys Ala

55

Gly

34

Thr Gly
Ala Gly

Asn Asn

Ala Gly
Ser Met

Asn Asn

Ala Gly
Ser Met

Asn Asn

Pro

Leu

Phe
45

Pro

Ala

Phe
45

Pro

Ala

Phe
45

Cys

Cys
30
Lys

Cys

Cys
30
val

Cys

Cys
30
Val

vVal Ala
15
Gln Thr

Ser Ala

Val Ala
15
Gln Thr

Thr Glu

Val Ala
15
Gln Thr

Thr Glu



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

ES 2559927 T3

44
Arg Pro Asp Phe Cys Gln Leu Gly
1 5
Met Phe Pro Arg Tyr Phe Tyr Asn
20
Phe Val Tyr Gly Gly Cys Met Gly
35 40
Lys Asp Cys Leu Gln Thr Cys Arg
50 55

45

58

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia MUT1619

45
Arg Pro Asp Phe Cys Gln Leu Gly
1 5
Met Phe Ser Arg Tyr Phe Tyr Asn
20
Phe Val Tyr Gly Gly Cys Met Gly
35 40
Lys Asp Cys Leu Gln Thr Cys Arg
50 55

46

62

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia EPI-HNE-1

46
Glu Ala Glu Ala Arg Pro Asp Phe
1 5

Prc Cys Ile Ala Phe Phe Pro Arg
20

Leu Cys Gln Thr Phe Val Tyr Gly

35 40
Phe Lys Ser Ala Glu Asp Cys Met
50 55

47

56

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia EPI-HNE-2

35

Tyr
Gly
25

Asn

Gly

Tyr
Gly
Asn

Gly

Cys
Tyr
25

Gly

Arg

Ser
10

Thr
Gly

Ala

Ser
10

Thr
Gly

Ala

Leu
10

Phe
Cys

Thr

Ala Gly
Ser Met

Asn Asn

Ala Gly
Ser Met

Asn Asn

Glu Pro
Tyr Asn
Met Gly

Cys Gly
60

Pro
Ala

Phe
45

Pro
Ala

Phe
45

Pro
Ala
Asn

45
Gly

Cys
Cys

30
Val

Cys
Cys

30
Val

Tyr
Lys
30

Gly

Ala

val 2Ala
15
Glu Thr

Thr Glu

val Gly
15
Gln Thr

Thr Glu

Thr Gly
15
Ala Gly

Asn Asn
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<400> 47

Ala Ala Cys Asn Leu Pro Ile Val Arg Gly Pro Cys Ile Ala Phe Phe

1 5 10 15
Pro Arg Trp Ala Phe Asp Ala Val Lys Gly Lys Cys Val Leu Phe Pro
20 25 30
Tyr Gly Gly Cys Gln Gly Asn Gly Asn Lys Phe Tyr Ser Glu Lys Glu
35 40 45
Cys Arg Glu Tyr Cys Gly Val Pro
50 55

<210> 48
<211> 56
<212> PRT

<213> Secuencia Artificia

<220>
<223> Secuencia EPI-HNE-3

<400> 48

Ala Ala Cys Asn Leu Pro Ile Val Arg Gly Pro Cys Ile Ala Phe Phe

1 5 10 15
Pro Arg Trp Ala Phe Asp Ala Val Lys Gly Lys Cys Val Leu Phe Pro
20 25 30
Tyr Gly Gly Cys Gln Gly Asn Gly Asn Lys Phe Tyr Ser Glu Lys Glu
35 40 45
Cys Arg Glu Tyr Cys Gly Val Pro
50 55

<210> 49
<211> 56
<212> PRT

<213> Secuencia Atrtificia

- <220>
<223> Secuencia EPI-HNE-4

<400> 49

Glu Ala Cys Asn Leu Pro Ile Val Arg Gly Pro Cys Ile Ala Phe Phe

1 5 10 15
Pro Arg Trp Ala Phe Asp Ala Val Lys Gly Lys Cys Val Leu Phe Pro
20 25 30
Tyr Gly Gly Cys Gln Gly Asn Gly Asn Lys Phe Tyr Ser Glu Lys Glu
35 40 45
Cys Arg Glu Tyr Cys Gly Val Pro
50 55

<210> 50
<211> 60
<212> PRT

<213> Secuencia Artificia

<220>
<223> Secuencia DPI14 KR

36



<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>

<220>
<223>

<400>

<210>
<211>
<212>
<213>
<220>
<223>
<400>

50

Glu
1
Ile

Ala Val Arg

Ala Phe Phe
20

Phe Phe

35

Glu Tyr

Ala Pro

Thr Glu

50

51,

60

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia DPI124 KR
5.
Glu Aia

1
Ile Ala

Asn Ala

Phe Phe

20

Arg Gln Phe Leu
35

Thr Trp Glu

50

Ala

52
60
PRT
Secuencia Artificial

Secuencia DPI68 KR

52

Glu Ala Lys Pro

Ile Phe
20
Val

Gly Phe
Glu Arg Phe

35
Leu Glu
50

Thr Glu

53

60

PRT

Secuencia Artificial

Secuencia DPI84 KR
53

Glu
Pro
Tyr

Cys

Glu
Pro
Tyr

Cys

Asp
Pro
Tyr

Cys

Val
Arg
Gly

Met

Ile
Arg
Gly

Asp

Phe
Arg
Gly

Lys

ES 2559927 T3

Glu Gln
10

Asp

Cys Ser
Phe
25

Gly

Trp Tyr
Cys
40

Val

Gly Gly

Ala
55

Cys Gly

Pro
10
Asp

Cys Leu Leu

Tyr Tyr Tyr

25
Gly Cys Glu
40

Ala

Gly

Asp
55

Cys Trp

Phe Glu
10

Asn

Cys Leu

Tyr Phe Tyr
25
Leu

Gly Cys

40
Ile

Gly

Asn Glu

55

Cys

37

Ala
val
Asn

Ser

Leu
Arg
Asn

Arg

Glu
Asn
Asn

Asp

Glu Thr

Thr Glu
Asn
45
Ala

60

Arg

Asp Tyr

Tyr Thr

Ala Asn
45
Ile

60

Asp Pro

Gln Ala

Met Asn
45
Gly

Gly
Gly

Asn

Gly

Gln
30
Asn

Gly

Lys
30
Asn

Pro Cys
15
Lys Cys

Phe Asp

Pro Cys
15
Ser Cys

Phe Tyr

Ile Cys
15
Gln Cys

Phe Glu



<210>
<211>
<212>
<213

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
<222>
G223

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>
222>
<223>

<220>
<221>
<222>
<223>

<220>
<221>

ES 2559927 T3

Glu Ala Glu Thr Asp Ile Cys Lys
1 5
Ile Ala Phe Phe Pro Arg Trp Tyr
20
Arg Phe Val Tyr Gly Gly Cys
35 40
Gln Lys Glu Cys Glu Lys Val
50 55

Ala

Ser

54

58

PRT

Secuencia Avrtificial

VARIANTE
(10)
Can be Glu

VARIANTE
(11)
Can be Gly, val, Asn,

Ser, Ile,

VARIANTE
(13)

Can be His,
o Gln

Pro, Asn, Ser, Thr,

VARIANTE
(15)
Can be Ala, Gly,

Ser, Met,

VARIANTE
(16)
Can be Gly, Asn

Ser, Asp o

VARIANTE
(17)
Can be Asn, Ile,

Ser, Gly, Vval,

VARIANTE
(18)
Can be Leu,

Gln o Ala

VARIANTE
(19)
Can be Gln, Ile

Leu, Asn o.

VARIANTE

Asn o

Leu Pro Lys Asp Glu Gly Thr Cys
10 15
Tyr Asp Pro Asn Thr Lys Ser Cys
25 30
Gly Gly Asn Glu Asn Lys Phe Gly
45
Cys Ala Pro Val
60

Ala o. Thr

Ala, Gly, Lys

Gln

Gln ¢ Thr

38
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<222> (21)
<223> Can be Phe, Tyr, His o Ile

<220>

<221> VARIANTE

<222> (31)

<223> Can be Asp, Gln, Asn, Ser, Ala, Val, Leu, Ile
o Thr

<220>

<221> VARIANTE

<222> (32)

<223> Can be Gln, Asp, Asn, Pro, Thr, Leu, Ser, Ala,
Gly o Val

<220>

<221> VARIANTE

<222> (34)

<223> Can be Ile, Ser, Val, Ala, Asn, Gly o Leu

<220>

<221> VARIANTE

<222> (35)

<223> Can be Trp o Phe

<220>

<221> VARIANTE

<222> (39)

<223> Can be Gly, Ala, Ser o Asp

<400> 54

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Arg Cys Arg Ala
1 5 10 15
Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu
20 25 30
Phe Thr Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu
35 40 45
Glu Glu Cys Lys Lys Met Cys Thr Arg Asp
50 55

39



10

15

20

25

30

35

ES 2559927 T3

REIVINDICACIONES
1. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His
Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Tle Tyr Gly

Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (restos de aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2),

en la que dicho polipéptido inhibe la calicreina, para uso en tratamiento o prevencién de una respuesta
inflamatoria sistémica en un individuo.

2. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el individuo presenta fuga capilar extensa, traumatismo
en los tejidos blandos o traumatismo en el tejido dseo.

3. El polipéptido para uso segun la reivindicacién 1, en el que el uso trata o evita el dafio al sistema pulmonar del
individuo.

4. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita el sindrome de dificultad
respiratoria en adultos (ARDS) en el individuo.

5. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita el trastorno del rifién o circulacion
esplacnica en el individuo.

6. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita una coagulopatia en el individuo.

7. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita una deficiencia neurocognitiva en el
individuo.

8. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita una apoplejia en el individuo.
9. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita insuficiencia renal en el individuo.

10. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 1, en el que el uso trata o evita un infarto agudo de miocardio o
dafio del tejido cardiaco en el individuo.

11. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His
Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly
Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (restos de amino4cidos 3-60 de la SEC ID N° 2),

en la que dicho polipéptido inhibe la calicreina, para uso en tratamiento o prevencion de pérdida de sangre
perioperativa.

12. El polipéptido para uso segun la reivindicaciéon 2 o la reivindicacion 11, en el que el individuo ha tenido una
cirugia cardiotoracica.

13. El polipéptido para uso segun la reivindicacion 2 o la reivindicacion 11, en el que el individuo ha tenido un
procedimiento de injerto de derivacion de arterias coronarias.

14. El polipéptido para uso segun la reivindicaciéon 2 o la reivindicacion 11, en el que el individuo ha tenido una
derivacioén cardiopulmonar.

15. El polipéptido para uso segun la reivindicaciéon 2 o la reivindicacion 11, en el que el individuo ha tenido una
artroplastia de cadera o ruptura del esternén.

16. El polipéptido para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 12 a 15, para uso en asociacion con una
transfusion sanguinea.

17. Un polipéptido que comprende la secuencia de aminoacidos:
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Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His
Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly
Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (restos de aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2),

en la que dicho polipéptido inhibe la calicreina, para uso en tratamiento o prevencién de isquemia.

18. El polipéptido para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que el polipéptido consiste en
la secuencia de aminoacidos:

Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala Ala His
Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile Tyr Gly
Gly Cys Glu Gly Asn GIn Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys Lys Met
Cys Thr Arg Asp (restos de aminoacidos 3-60 de la SEC ID N° 2).

19. El polipéptido para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17, en el que el polipéptido consiste en
la secuencia de aminoacidos:

Glu Ala Met His Ser Phe Cys Ala Phe Lys Ala Asp Asp Gly Pro Cys Arg Ala
Ala His Pro Arg Trp Phe Phe Asn Ile Phe Thr Arg Gln Cys Glu Glu Phe Ile
Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Gln Asn Arg Phe Glu Ser Leu Glu Glu Cys Lys
Lys Met Cys Thr Arg Asp (SEC ID N° 2).
20. Una composicion farmacéutica que comprende el polipéptido para uso segun una cualquiera de las

reivindicaciones 1 a 19, y uno o mas tampones, portadores y excipientes, farmacéuticamente aceptables, en la que
la composicién farmacéutica es para uso de acuerdo con una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.

21. La composicion farmacéutica segun la reinvindicacion 20, en la que la composicion es un polvo liofilizado, seco.

22. La composicion farmacéutica segun la reinvindicacion 20, en la que la composicién comprende disolucion salina
tamponada.

23. La composicion farmacéutica segun la reinvindicacion 22, en la que la composicién comprende disolucion salina
tamponada de fosfato.

24. La composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a 23, en la que dicha composicién
farmacéutica comprende otro u otros compuestos farmacéuticamente activos mas.

25. Un contenedor que comprende la composicion farmacéutica segun una cualquiera de las reivindicaciones 20 a
24, en el que la composicion farmacéutica es para uso segun una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 17.
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Figura 1
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Figura 2
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figura 3A

- -~ ~-MHSFCAFKA -DDGPCRAAHPRWFFNIFTRQCEEFIYGG
-=--~MHSPCAFKA-DDGPCKANHLRFFFNIFTRQCEEFSYGG
== -~-MHSFCAFKA- DDGHCKANHORFFFNIFTRQCEEFTYGG
= -=-~-MHSFCAFKA -DDGHCKANHQRFFFNIFTRQCEQFTYGG
~=-=--MHSFCAFKA-DDGHCKASLPRPFFNIFTRQCEEFIYGG
-~ --MHSFCAFKA-DDGHCKANHQRFFFNIFTRQCEEFSYGG
-==-MHSFCAKFA- DDGHCKGAHLRFFFNIFTRQCEEFIYGG
-=-~-~-MHSFCAFKA- DDGRCKGAHLRFFFNIFTRQCEEFIYGG
-~=--MHSFCAFKA-DGGRCRGAHPRWFFNIFTRQCEEFSYGG
-+ =-~-MHSFCAFXA-DDGPCRAARPRWFFNIFTRQCERFSYGG
-=-=--MHSPCAFKA-DVGRCRGAHPRWFFNIFTRQCEEFSYGG
-+ ~-+~MHSFCAFKA - DVGRCRGAQPRFFFNIFTRQCEEFSYGG
--=--MHSFCAFKA-DDGSCRAAHLRWFFNYFTRQCEEFSYGG
= - --MHSFPCAFKA - BGGSCRAAHQRWFFNIFTRQCEEFSYGG
- =--~-MHSFCAFKA -DDGPCRGAHLRFPFNYFTRQCEEPSYGG
==~ =--MASFCAFKA -DDGHCRGALPRWFFNIFTRQCEEFSYGG
-~ --MHSPCAFKA-DSGNCRGNLPRFFFNIFTRQCEEFSYGG
-~ ~=-MHSFCAFKA - DSGRCRGNHQRFFFNIFTRQCEEFSYGG
-« - -MHSPCAFKA -DGGRCRAIQPRWFFNI FTRQCEEFSYGG
-~ - -MHSPCAFKA -DDGRCRGAHPRWFFNIFTROQCEEFSYGG
- = ~--RPDFCLEPP-YTGPCKARIIRYFYNAKAGLCQTFVYGG
-~ --KEDSCQLGY-SAGPCMGMTSRYFYNGTEMACETFQYGG
-=-~TVAACNLPI -VRGPCRAFIQLWAFDAVKGKCVLFPYGG
~=+«-MHSPCAFKA-DDGPCKAIMKRFPFNIFTRQCEEFIYGG
-~---KPDPCFLEE -DPGICRGYITRYFYNNQTKQCERFKYGG
<~-~--GPSWCLTPA-DRGLCRANENRFYYNSVIGKCRPFKYSG
«==-LPNVCAFPM-EKGPCQTYMTRWFFNFETGECELFAYGG
----ETDICKLPK-DEGTCRDPILKWYYDPNTKSCARFWYGG
----NABEI CLLPL-DYGPCRALLLRYYYDRYTQSCRQFLYGG
== =-=-VPKVCRLQVSVDDQCEGSTEKYFFNLS SMTCEKFFSGQ
----IPSFCYSPK-DEGLCSANVTRYYFNPRYRTCDAFTYTG
- - -RNREVCSEQA-ETGPCRAMISRWYFDVTEGKCAPFFYGG
-~ --RPDFCLEPP-YTGPCVAMFPRYFYNAKAGLCQTFVYGG
-=---RPDFCQLGY - SAGPCVAMFPRYFYNGTSMACQTFVYGG
== --RPDFCQLGY - SAGPCVAMFPRYPYNGASMACQTFVYGG
----RPDFCQLGY-SAGPCVAMFPRYFPYNGTSMACETFVYGG
-=---RPDFCQLGY - SAGPCVGMFSRYFYNGTSMACQTFVYGG
EAEARPDFCLEPP-YTGPCIAFFPRYFYNAKAGLCQTFVYGG
------ AACNLPI - VRGPCIAFFPRWAFDAVKGKCVLFPYGG
------ AACNLPI -VRGPCIAFFPRWAFDAVKGKCVLFPYGG
------ EACNLPI -VRGPCIAFFPRWAFDAVKGKCVLFPYGG
--EAVREVCSEQA-ETGPCIAFFPRWYFDVTEGKCAPFFYGQ
-=EANAEICLLPL-DYGPCIAFFPRYYYDRYTQSCRQFLYGG
--EAKPDFCFLEE-DPGICIGFFPRYFYNNQRAKQCERFVYGG
--EAETDICKLPK-DEGTCIAFFPRWYYDPNTKSCARFVYGG
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Figura 3B
SEC Ib 2: ‘(cont.) CEGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 4: (cont.) CGGNQ--NRFERSLEECKKMCTRD
SEC ID 5: {cont.) CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 6: (cont.) . CAGNQ- -NRFBSLEECKKMCTRD
SEC ID 7: (cont .) CGGNQ - -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 8: {(cont.) CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 9: (cont.) CEGNQ--NRFESLBEECKKMCTRD
SEC ID 10: (cont.) CEGNQ--NRFESLERCKKMCTRD
SEC ID 11: (cont.) CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 12: (cont.) CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 13: (cont.) . CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEc ID 14: (cont.) ° CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 15: (cont.) CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 16: {(cont.) CGGNQ- -NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 17: (cont.) CGGNQ- - NRPESLEECKKMCTRD
SEC ID 18: ({cont.) CGGNQ--NRFRSLEECKKMCTRD
SEC ID 19: ({(conmnt.) CGANQ- -RRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 20: ({(cont.} CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
SECID 21: (cont.) CGGNQ--NRFESLEECKKMCTRD
SEC ID 22: (cont.)" CGGNQ- -NRPESLEECKKMCTRD
BPTI (SEC ID 29): {cont.) CRAKR - -NNFRSAEDCMRTCGGA
ITI-D1 (SEC ID 30): {cont.) CMGNG- -NNPVTEKECLQTCRTV
ITI-D2 (SEC ID 31): {cont.) COGNG - - NKFYSEKECREYCGVP
LACI-D1 (SEC ID 32): {cont.) CEGNQ--NRPESLEECKICICTRD
LACI-D2 (SEC 1D 33): (cont.) CLGNM- -NNFETLEECKNICEDG
LACI-D3 (SEC ID 34): (cont.) CGGNE - -NNFTSKQECLRACKKG
HKI B9 (SEC ID 35): (cont.) CGGNS - -NNFLRKEKCEKFCKFT
. C=3 (SEC ID 36): (cont.) CGGNE - - NKFGSQKECEBKVCAPV
TPPI-2 D1 (SECID 37): (cont.) ° CEGNA - -NNFYTWEACDDACWRI
TPPI-2 D2 (SECID 38): (cont.) CHRNRIENRPPDEATCMGFCAPK
TPPI-2 D3 (SECID 39): (cont.) CGGND- -NNPVSREDCKRACAKA
APP-I (SEC ID 40): {cont.) CGGNR - -NNFDTEEYCMAVCGSA
BEpiNE7 (SEC ID 41): (cont.) CMGNG - -NNFKSAEDCMRTCGGA
BITI-E7-141 (SEC ID 42): (cont.) CMGNG- -NNFVTEKDCLQTCRGA
MUTT26A (SEC ID 43): (cont.) CMGNG~ -NNFVTEKDCLOTCRGA
MUTQB (SEC ID 44): (cont.) CMGNG - - NNFVTEKDCLQTCRGA
MUT1619 (SEC ID 45): {cont .} CMGNG- -NNFVTERDCLQTCRGA
BPI-HNE-1 (SEC ID 46): (cont.) CMGNG--NNFKSAEDCMRTCGGA
EPI-HNE-2 (SEC ID 47): (cont.) CQGNG- -NXFYSEKECREYCGVP
EPI-HNB-3 (SEC ID 48): (cont.) CQGNG- -NKFYSEKECREYCGVP
EPI-HNE-4 (SEC ID 49): (cont.) CQGNG- ~-NKFYSEKECREYCGVP
DPI14 KR (SEC ID 50): (cont.) CGGNR--NNFDTEEYCMAVCGSA
DPI24 KR (SEC ID 51): {cont.) CEGNA- - NNFYTWEACDDACWRI
DP168 KR (SEC ID 52): (cont.) CLGNM- ~-NNFETLEECKNICEDG
DPI84 KR (SEC ID 53): (cont.) CGGNE- -NKFGSQKECEKVCAPV
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