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DESCRIPCION

Inhibidores de plasmina de la serpiente marrén australiana, Pseudonaja textilis textilis.
Campo de la invencion

Estd invencioén se relaciona con agentes antifibrinoliticos y en particular, inhibidores de plasmina novedosos que
tienen predisposicion reducida a producir trombosis de rebote. La presente invencién también se relaciona con secuen-
cias de aminodcido y secuencias de nucleétido que codifican los inhibidores de plasmina novedosos asi como también
con métodos para producir estos inhibidores y composiciones farmacéuticas que contienen los mismos.

Antecedente de la invencion

La pérdida de sangre asociada con las principales formas de cirugia se ha compensado en el pasado por terapia
de reemplazo, que puede involucrar plasma congelado fresco, sangre completa fresca y concentrados de plaquetas.
Con los conocimientos recientes de una variedad de infecciones viricas de transmisién hematica (Hepatitis By C, y
virus de la inmunodeficiencia humana, VIH), es una prioridad principal la necesidad de reducir la pérdida de sangre
durante la cirugfa. Se ha generado ansiedad adicional dentro del Servicio Nacional de Transfusién de Sangre que se
relaciona con la infectividad de los agentes relacionados con la Encefalitis Espongiforme Bovina (BSE) y Enfermedad
de Creuzfeldt-Jacob (CJD) para las que actualmente no existen ensayos confiables.

Se ha establecido (Royston, 1990, Blood Coagul. Fibrinol. 1:53-69; Orchard et al, 1993, Br. J. Haemat. 85:596-
599) que la actividad fibrinolitica desencadenada por via de la ruta de plasminégeno-plasmina contribuye a hemorragia
y que un inhibidor de plasmina tal como aprotinina ayuda a aliviar la pérdida de sangre. Esto parece sugerir que la
digestion mediada por plasmina de codgulos de fibrina y componentes del sistema de coagulacién puede ser de vital
importancia como una contribucién a este estado de hemorragia (Orchard et al, 1993, supra).

El uso de aprotinina durante la cirugia de bypas cardiopulmonar (CPB) es ahora de uso comin (Royston, 1990,
supra; Orchard et al, 1993, supra). En particular, Orchard et al (1993, supra) ha demostrado que la aprotina del
inhibidor de fuente bovina, como la sustancia activa en el medicamento Trasylol™, reduce la pérdida de sangre en
pacientes CPB mediante la neutralizacién de la actividad de plasmina y no afecta la actividad de las plaquetas. Este
ultimo hallazgo ha sido confirmado por otros investigadores (Ray and March, 1997, Thromb. Haemost. 78:1021-1026).

La aprotinina es un inhibidor de proteasa serina bien investigado, o “serpina”. Este comprende 58 aminodcidos y
acttia para inhibir la tripsina, --quimiotripsina, plasminas asi como también calicreina de plasma y tejido (Fritz and
Wunderer, 1983, Drug Res. 33:479-494; Gebhard et al, 1986 In “Proteinasa Inhibitors”, Barrett and Salvesen (eds.),
Elsevier Science Publicaciones BV pp 374-387). También se ha encontrado que la aprotinina reacciona con trombina
y los activadores de plasmindgeno (tPA y uPA) (Willmott ez al, 1995, Fibrinolysis 9:1-8).

Recientes estudios han mostrado que los homdélogos generados semi-sintéticamente de aprotinina que contienen
otros aminodcidos en lugar de lisina en la posicién 15 de la secuencia de aminodcido tienen un perfil de accién y
especificidad de accién que difiere distintivamente de aquellos de la aprotinina (Patente U.S. No 4,595,674; Wenzel et
al, 1985, In “Chemistry of Peptides and Proteins” Vol. 3). Algunos de estos homoélogos de aprotinina semisintéticos
tienen, por ejemplo, una accién fuertemente inhibidora sobre la elastasa del pancreas y leucocitos. Otros homélogos de
aprotinina con arginina en la posicién 15, alanina en la posicién 17, y serina en la posicién 42, se caracterizan por un
accidn inhibidora que es distintamente mayor que aquella de la aprotinina en calicreina de plasma (cf. WO 89/10374).

También se puede utilizar la referencia a la Patente U.S. No 5,576,294 (Norris et al) que describe inhibidores de
proteasa humana del mismo tipo como aprotinina. En particular, se describen variantes de inhibidor de proteasa tipo
Kunitz humana que inhibe preferencialmente la elastasa neutréfila, catepsina G y/o proteinasa 3. Comparadas con la
aprotinina, estas variantes tienen una carga negativa neta y se consideran que tienen un riesgo reducido de dafio al rifién
cuando se administran a pacientes en grandes dosis. En contraste, la aprotinina tiene un efecto nefrotdxico cuando se
administra en dosis relativamente altas (Bayer, Trasylol, Inhibitor of proteinase; Glaser et al, In “Verhandlungen der
Deutchen Gesellschaft Fiir Innere Medizin, 78. Kongress”, Bergmann, Miinchen, 1972, pp 1612-1614). Se considera
que esta nefrotoxicidad es una consecuencia de la carga fuertemente positiva neta de la aprotinina que origina la unién
de las superficies cargadas negativamente de los tdbulos del rifién.

Aunque no hay duda de que el uso clinico antifibrinolitico de aprotinina reduce la pérdida de sangre durante cirugia
vascular, existe evidencia de la incidencia incrementada de la “trombosis de rebote” que se manifiesta en oclusién de
injerto e infarto del miocardio perioperativo (Van der Meer et al, 1996, Thromb. Haemost. 75:1-3; Cosgrove et al,
1992, Annals Thorac. Surg. 54:1031-1038; Samama et al, 1994, Thromb. Haemost. 71:663-669). De acuerdo con
estos hallazgos, se ha mostrado que la aprotinina tiene una especificidad un poco amplia y accién lenta cinética de
unién ajustada sobre la plasmina (Willmott et al, 1995, supra). De acuerdo con lo anterior, la incidencia incrementada
de trombosis de rebote puede ser una consecuencia de la unién ajustada de aprotinina a plasmina y neutralizacién
concomitante irreversible del sistema fibrinolitico.

Hasta ahora, no existen agentes antifibrinoliticos efectivos descritos en la técnica anterior que reducen la predis-
posicion a producir trombosis de rebote comparada con la aprotinina. Sin embargo, en un estudio reciente, Willmott
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et al (1995, supra) aislaron y caracterizaron un inhibidor de plasmina del veneno de la serpiente marrén Australiana,
Pseudonaja textilis textilis con un perfil cinético prometedor con respecto a la trombosis de rebote. Esta preparacién
aislada de inhibidor de plasmina, denominada Textilinina (TxIn), se encuentra que consiste de una tinica proteina de
aproximadamente 7 kDa, como se evalda con dodecil sulfato de sodio (SDS), electroforesis de gel de poliacrilamida
(PAGE) y tefiido con azul Coomassie. En contraste con las muchas enzimas de proteasa serina inhibidas por aprotinina,
la TxIn no solo muestra inhibir la plasmina y la tripsina. También se muestra que conforma un mecanismo reversible
competitivo de una etapa para la unién de la plasmina. En contraste, la aprotinina conforma un mecanismo reversible
de dos etapas en donde la enzima y el inhibidor virgen reaccionan para producir inicialmente un complejo no covalente
libre seguido por un complejo estable unido estrechamente, en el que la enzima y el inhibidor permanecen considera-
blemente sin cambio (Laskowski and Kato, 1980, Annu. Rev. Biochem. 49:593-626; Travis y Salvesen, 1983, Annu.
Rev. Biochem. 52:655-709; Longstaff and Gaffney, 1991, Biochemistry 30:979-986). Mds ain, se muestra que el TxIn
se une a la plasmina mas rdapidamente (constante de velocidad de disociacién, ki=3.85x107° seg™ M™!) y con K de
menor afinidad (constante de disociacion, K; =1.4x107*M) que la aprotinina (constante de velocidad de disociacion,
K_,= 1.64x107 seg™" M™'; constante de disociacién, K; = 5.3x107!! M - este tltimo valor estd en acuerdo cercano con
un valor reportado previamente de K; = 2x107'® M (Longstaff and Gaffney, 1992, Fibrinolysis 3:89-87)). Por lo tanto
se sugiere que el perfil cinético de TxIn puede ser clinicamente mds atractivo con respecto a la trombosis de rebote
que aquel de la aprotinina en el manejo de la hemorragia perioperativa y postoperativa.

Resumen de la invencion

La presente invencion resulta del descubrimiento inesperado de dos diferentes inhibidores de plasmina en el inhibi-
dor de preparacién de plasmina de Willmott et al (1995, supra) que se considera inicialmente que son sustancialmente
homogéneos. De forma sorprendente, estos inhibidores de plasmina, denominados Textilinina 1 (TxIn 1) y Textilinina
2 (TxIn 2) comigran con una masa molecular de aproximadamente 7 kDa, cuando se evalian mediante SDS-PAGE,
y constituyen solo aproximadamente 50% de la proteina total (en peso) en la preparacién de inhibidor progenitor de
plasmina utilizada por Willmott y colegas. Esto, junto con el hecho que la TxIn 1 y Txln 2 cada uno tienen un perfil
cinético diferente comparado con la preparacion progenitora, sugiere que la preparacién progenitora contiene otros
compuestos que interfieren con la inhibicién de plasmina. En particular, la Txln 1 y TxIn 2 tienen distintas secuencias
de aminoé4cido, algunos perfiles cinéticos similares (TxIn 1, k_;=3.09x107% seg™! M~!; K;=3.5x10"° M; TxIn 2, k_;=
8.20x107% seg™! M™!; K;=2.0x10"? M), aunque ambos inhiben la pérdida de sangre en un modelo de murino. Similar a
la contraparte progenitora, la TxIn 1 y TxIn 2 reaccionan solo con plasmina y tripsina y por lo tanto tienen alta especifi-
cidad de enzima comparada con la aprotinina. Mds atin, la comparacién de los perfiles cinéticos respectivos de TxIn 1,
TxIn 2 y aprotinina para la plasmina revela que la TxIn 1 y TxIn 2 son entre 10 veces y 100 veces menos eficientes que
la aprotinina en la inhibicién de plasmina. También se ha encontrado que la TxIn 1 y TxIn 2 se disocia de la plasmina
entre 10 veces y 100 veces mds rdpidamente que la aprotinina. Debido a su alta especificidad para la plasmina y baja
eficiencia inhibidora, la TxIn 1 y TxIn 2 puede por lo tanto tener una ventaja terapéutica, comparada con la aprotinina,
para afectar transitoriamente el delicado balance entre las enzimas e inhibidores del sistema fibrinolitico que controla
la fluidez de la sangre.

Los inventores también han encontrado de forma sorprendente que la serpiente marrén Australiana no solo expresa
transcriptos que codifican TxIn 1 y TxIn 2, sino que expresa transcriptos que codifican cuatro inhibidores de plasmina
adicionales designados Textilirtina 3, 4, 5 y 6 (es decir, TxIln 3, Txln 4, TxIn 5 y Txln 6). Aunque estos dltimos
transcriptos parecen ser expresados en niveles significativamente bajos comparados con aquellos que codifican la TxIn
1y Txln 2, ellos son altamente hom6logos con TxIn 1 y Txln 2 ambos en el nivel de nucleétido y el nivel de aminodcido
deducido

Asf, en un aspecto de la invencidn, se proporciona una preparacioén sustancialmente pura de un inhibidor de plas-
mina caracterizado porque este es un inhibidor competitivo de tnica etapa de plasmina, y comprende la secuencia de
aminodcido ECESTCAA, en donde el inhibidor de plasmina tiene la férmula general:

KDZPZYCZLBBZBGXCZXXXBXRVRFPSFAYXBZZZ7ZCBZFBYGGCXBNANNPXTXEECESTCAA (D),
en donde:

X es cualquier aminodcido;

Y es un aminodcido hidréfobo;

A es un aminoacido aromatico o histidina;

ZesK,R,H,D,E,QoN;y

B es un aminodcido neutro, o P, A, G, S, T, VoL, y

en donde X en la posicién 19 es R.
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Preferiblemente, el inhibidor de plasmina comprende adicionalmente la secuencia de aminodcido NANNF.

De acuerdo con otra realizacién preferida, el inhibidor de plasmina comprende adicionalmente la secuencia de
aminodcido YGGC.

El inhibidor de preparacion de plasmina se caracteriza adicionalmente en que por lo menos 60%, preferiblemente
por lo menos 75%, mds preferiblemente por lo menos 90%, mas preferiblemente por lo menos 95%, del material total
en la preparacion es el inhibidor de plasmina.

Preferiblemente, dicho inhibidor competitivo de Unica etapa tiene una constante de disociacién para la plasmina
en el rango de 1x107® M~ 1x107'° M2, mas preferiblemente de 5x10™8 M~' a 8x10™° M~!, mds preferiblemente de
1x107° M a 5x10-9 M.

El inhibidor competitivo de tnica etapa puede tener una constante de velocidad de disociacién para plasmina en
el rango de 4x107° seg™' M~ a 5x1077 seg™' M™', mds preferiblemente de 1x107° seg™ M~ a 1x1077 seg™" M™', més
preferiblemente de 2x107 seg™ M a 9x107® seg™ M.

De forma adecuada, el inhibidor competitivo de tnica etapa comprende un polipéptido. Preferiblemente, el poli-
péptido se selecciona del grupo que consiste de:

(a)

Lys-Asp-Arg-Pro-Asp-Phe-Cys-Glu-La-Pro-Ala-Asp-Thr-Gly-Pro-Cys-Arg-
Val-Arg-Phe-Pro-Ser-Phe-Tyr-Tyr-Asn-Pro-Asp-Gla-Lys-Lys-Cys-Leu-Giu-
Phe-Tle- Tyr-Gly-Gly-Cy»-Gha-Gly-Am-Als-Asn-Am-Ph-lle-The-Lys-Gilu-
Glu-Cys-Go-Ser-Thr-Cys-Ala-Ala [SEQ ID NO:2);

(b)

Lys-Asp-Arg-Pro-ChrLeu-Cys-Gu-Leo-Pro-Pro-Asp-Thr-Giy-Dro-Cys-Arg-
Val-Arg-Pbe-Pro-Ser-Phe-Tyr-Tyr Am-Pro-Asp-Gin-Glin-Lyy-Cys-Leu-Qlu-
Phe-Tle-Tyr-Gly-Gly-Cys-Gin-Giy-Asn-Als-Axn-Aso-Phe-lle-The-Lys-Glu-
OR-Cys-Glu-Sar-The-Cys-Als-Als (KBQ ID NO:4];

(c) un fragmento biolégicamente activo de una cualquiera de la SEQ ID NO:2 o 4, que comprende por lo menos
15 aminodcidos contiguos de la SEQ ID NO:2 o 4 y que retiene inhibicién competitiva de plasmina de tinica etapa; y

(d) un polipéptido que tiene por lo menos 90% de identidad a la secuencia establecida en la SEQ ID NO:2 o0 4.
Preferiblemente, la Z en la posicién 3 es Ho R

De forma adecuada, la Z en la posicién 5 es K, N, E o D.

Preferiblemente, la Y en la posicién 6 es Fo L.

La Z en la posicién 8 puede ser E o K.

De forma adecuada, la B en la posiciéon 10 es P o L.

Preferiblemente, 1a B en la posicién 11 es P o A.

La Z en la posicién 12 es preferiblemente E o D.

De forma adecuada, la B en la posicién 13 es To I.

La X en la posicién 15 puede ser P, S o R.
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La Z en la posicion 17 es de forma adecuada K, N, E, D o R.
Preferiblemente, la X en la posicién 18 es D, G, Ao V.

De forma adecuada, la X en la posicion 19 es F, N, Ko R.
La X en la posicion 20 es preferiblemente T, P, Fo 1.

La B en la posicién 21 puede ser G, V o P.

De forma adecuada, la X en la posicién 22 es A, S o R.
Preferiblemente, la A en la posicién 24 es Y o H.

La X en la posicién 26 es de forma adecuada S o N.

La B en la posicion 27 es preferiblemente P, A o T.

La Z en la posicién 28 puede ser D o R

De forma adecuada, la Z en la posicién 29 es E, D, Ho Q.
Preferiblemente, la Z en la posicién 30 es H, K, R 0 Q.

La Z en la posicion 31 puede ser K, Q o E.

La B en la posicién 33 es preferiblemente L o 1.

La Z en la posicién 34 es de forma adecuada E o K.

De forma adecuada, la B en la posicién 36 es L o I.
Preferiblemente, la X en la posiciéon 41 es E, G o K.

La B en la posicién 42 puede ser C, pero es preferiblemente G.
De forma adecuada, la X en la posicién 48 es K, N o L.
Preferiblemente, 1a X en la posicion 50 es K, Qo I.

El polipéptido puede comprender un péptido lider. De forma adecuada, el péptido lider comprende la secuencia de
aminodcidos:

Met-Sec-8ar-Gly-Oly-Lou-Leu-Lats-Lau-Len-Giy-Lev-Lou-Thr-
Leu-Typ-Giv- Val-Leu-The-Pro-Val-Ser-Ser (SEQ ID NO:14)

o un fragmento biolégicamente activo del mismo, que comprende por lo menos 15 aminodcidos contiguos y que
retiene inhibicién competitiva de plasmina de tnica etapa.

Polipéptidos de ejemplo que incluyen el péptido lider se pueden seleccionar del grupo que consiste de:

1.

Met-Ser-Ser-Gly-Giy-Lev-Leu-Len-Len-Lou-Gly-Leu-Lev-The-Lev-Trpe
Gi-Val-Low-Thr-Pro-Vab-Sar-Ser-Lys-Asp-Arg-Pro-Asp-Phe-Cy»-Glu-
Leu-Pro-Als-Asp-The-Giy-Pro-Cys-Arg-Val Arg-Phe-Pro-Ser-Phe-Tyr-Tyr~
Asn-Pro-Asp-Gia-Lys Lys-Cys Le-Gio-Pho-Tie-Tyr-Gly-Gly-Cys-Ghu-
Gly-Asn-Als-Aso-Asn-Phe-To-Tiv-Lys-Gtu-Giu-Cys-Glu-Ser-Thr-Cys-Ala-
Als [SEQ ID NO:16};
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ii.

Met-Ser-Sa-Gly-Qly-Lou-Lou-Lea-Lou-Len-Gly-Lao-Lau-Thr-Leu-Trp-
G- Val-Lou-Thr-Pro-Val-Sar-See- Ly Asp-Arg-Pro-Gio-Leu-Cys-Glu-Lew-
Pro-Pro-Asp- Thr-Gly-Pro-CysArg- Val-Arg-Pbe-Pro-Ser-Phe-Tyr-Tyr-Asn-
AsrAls-As-Aso-Phe-Tie-Thr-Lys-Glo-Glu-Cys-Glu-Sex-Thr-Cys-Ala-Als
[SBQ ID NO:18};

De acuerdo con otro aspecto, la invencién proporciona un polinucleétido aislado que codifica un polipéptido o
fragmento biolégicamente activo del mismo, de acuerdo con el primer aspecto mencionado. De forma adecuada,
dicho polinucleétido se selecciona de, el grupo que consiste de:

ey

AAGGACCGTCCGGATTTCTGTAAACTGCCTGCTRACACCGAAC
CATOTAGAGTCAGATTCCCATCCTTCTACTACAACCCAGATGAA
AAAAAGTOCTAGAGTTTATTTATOGTGOATOCGAAOGGGAATOC
TAACAATTTTATCACCAAAGAGGAATOCGAAAGCACCTATOCT
QCCTGA [S8Q ID NO:1}

@

AAGGACCATCCAGAGTTGTGTGAACTGCCTCCTGACACCOGAC

CATGTAGAGTCAGATTCCCATCCTTCTACTACAACCCAGATGAA
CAAAAATGCCTAGAGTTTATITATOGTGCGATOCCGAADGGAATG

CTAACAATTTITATCACCAAAGAGGAATGCOAAAGCACCTGTAC

TGCCTGA [8BQ ID NO3Y

(8) un polinucledtido que hibrida bajo condiciones exigentes a cualquiera de las anteriores secuencias, y que
codifica un polipéptido con inhibicién competitiva de plasmina de Unica etapa.

El polinucleétido preferiblemente comprende una secuencia de nucleétido que codifica un péptido lider. De forma
adecuada, dicha secuencia de nucleétido comprende la secuencia de nucledtidos:-

ATQTCTTCTGGAGGTCTTCTTCTCCTACTOGGACTCCTCA
CCCTCTAGGAGGTGCTOACCCCCATCTCCAGC [SBQ ID NO:13}

o un polinucledtido que hibrida bajo condiciones exigentes a la anterior secuencia y que codifica un polipéptido con
inhibicién competitiva de plasmina de tnica etapa.
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Polinucleétidos de ejemplo que comprenden dicha secuencia de nucleétido se pueden seleccionar del grupo que
consiste de:

1y

ATGICTTCTGRAGGTCTTCTTCTCCTGCTOGAACTCCTCACCCTCTG
GGAGOTGCTGACCCCOGTCTCCAGCAARGACCATCCAGOATTTCTGT
GAACTGOCTGCTGACACCOGACCATOTAGAGTCAGATTCCCATCLT
TCTACTACAACOCAGATGAAAAAAAGTGCCTAGAGTTTATTTATGG
TOGATGCOAAGGGAATOCTAACAATTTTATCACCAAAGAGGAATG
CGAAAGCACCTGTGCTGCCTGA [S8Q ID NO: 153

2)

ATATCTTCTGGAGGTCTTCT ICTCCTGCTGGGACTCCTCACCCTCTG

QGGAGGTACTGACCCOCGTCTCCAGCAAGGACCGTCCAGAGTTOTAT
GAACTGCCTCCTGACACCGGACCATGTAGAGTCAGATTCCCATCCT
TCTACTACAACCCAGATGAACAAAAATGCCTAGAGTTTATTTATOG
TGGATOCGAAGGGAATGCTAACAATTTTATCACCAAAGAGGAATG

CGAAAGCACCTGTGCTOCCTGA [SBQ ID NO:17%

3)

GGAGCTTCATCATATCTTCTOGAGGTCTTCTTCTCCTGCTAGGALTC
CTCACCCTCTGGGABGTGCTOACCCCCATCTCCAGCAAGBACCETC
CAGAGTTATATGAACTGCCTOCTGACACCAGACCATATAGAQTCAL
ATCCCCATCCTTCTACTACAACCCAGATGAACAAAAATGCCTAGAG
TTTATTTATOGTOGATGCBAAGGGAATGCTAACCAATTTTATCACC

AAAGAOGGAATGCOAAAGCACCTOTACTACCTGAATGAGGAGACCE
TOCTGOATTGGATOGACAGTTCCAACTTGACCCAAAGACCCTGCTT

CTOCCCTGGACCACCCTGGACACCCTTCCOCCAAALCCCACCCTOG
ACTAATTCCTTTICTCTGCAATAAAGCTTTGGTICCAGCT [8EQ ID
NO:43)

En atn otro aspecto, la invencién proporciona una composicion farmacéutica para aliviar la pérdida de sangre en
un paciente, dicha composicién comprende un polipéptido de cualquiera de las anteriores (‘‘agentes terapéuticos”) y un
portador farmacéuticamente aceptable. La invencién se relaciona adicionalmente con el uso del polipéptido anterior,
formulado opcionalmente con un portador farmacéuticamente aceptable, en la fabricacién de un medicamento para
aliviar la pérdida de sangre.

En un aspecto todavia adicional, la invencidn reside en agentes antineopldsicos que comprenden un polipéptido, o
fragmento de polipéptido, de acuerdo con la invencién conjugado con un anticuerpo antifibrina.

Breve descripcion de los dibujos

Con el fin que la invencién se pueda entender facilmente y colocar en efecto practico, se describirdn ahora realiza-
ciones preferidas por via de ejemplo con referencia a los dibujos acompaiiantes en los que:

La Figura 1 muestra un perfil de elusién Sephacryl™ S-300 del veneno de la serpiente marrén Australiana. Se
obtienen cinco picos de proteina (1-5) y se obtiene actividad inhibidora de plasmina (por ejemplo TxIn) en el pico de
hombro 4 que comprende aproximadamente 2% de la proteina total aplicada a la columna.
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La Figura 3 represente un perfil de elusién de columna DEAE-Sepharose™ CL-6B de actividad de inhibidor de

plasmina concentrado derivada de la cromatografia Sephacryl™ S-300 en la Figura 1. Las barras s6lidas muestran dos
picos separados de actividad inhibidora de plasmina (denominados 1y 2).
La Figura 2 muestra un perfil de elusién Sephacryl™ S-100 perfil de elusién de una de las dos fracciones concen-
tradas y agrupadas obtenidas de la cromatografia DEAE-Sepharose™ CL-6B. El perfil mostrado es aquel del TxIn 1
pero el perfil de TxIn 2 es idéntico. El inserto, sin embargo muestra dos perfiles de elusién distintos para cada uno de
TxIn 1 y TxIn 2 utilizando cromatografia HPLC C18 de fase inversa.

La Figura 4 ilustra un andlisis de ajuste de curva de tiempo real utilizando inhibicién de Sigmaplot de TxIn 1 (0-
410 nM) de plasmina (2 nM). Se obtienen curvas de inhibicién similar (datos no mostrados) con TxIn 2.

La Figura 5 muestra las secuencias de aminodcido para TxIn 1 y TxIn 2, asi como también aquellos de inhibidor de
plasmina asociada a Taicotoxina (TAC) y aprotinina (APRO). Se alinean las secuencias de acuerdo con la ubicacién
de las seis cisteinas.

La Figura 6 lista una secuencia de cADN parcial de TxIn 1. La secuencia de aminodcido codificada por esta
secuencia parcial se muestra adelante, la secuencia de nucle6tido en un tinico cédigo de letra. La letra “N”” denota un
nucleétido no caracterizado.

La Figura 7 lista una secuencia de cADN parcial de TxIn 2. La secuencia de aminoacido codificada por esta
secuencia parcial se muestra adelante, la secuencia de nucleétido en un tinico cédigo de letra. La letra “N” denota un
nucledtido no caracterizado.

La Figura 8 muestra los patrones de movilidad electroforéticos en 2% de un tefiido de gel de agarosa con EtBr de
productos PCR obtenidos con cebadores especificos de gen TxIn: Linea 1, control (plantilla, sin cebadores); Linea 2,
5’-productos PCR RACE; Linea 3, 3’- productos PCR RACE; Linea M; tamaiio de marcadores.

La Figura 9 lista la secuencia de cADN TxIn 1 derivado de andlisis de secuencia de nucleétido de los productos
RACE 5’y 3.

La Figura 10 muestra las secuencias de aminodcido deducidas y de nucleétido que se relacionan con las preformas
respectivas de TxIn 1-6.

La Figura 11 muestra una comparacién de secuencia de secuencias de polipéptido de Textilinina utilizando el
programa PILEUP de la GCG Wisconsin Suite.

La Figura 12 se refiere a una electroforesis de gel de poliacrilamida 15% SDS bajo condiciones de reduccién
de proteinas de fusién GST de Textilinina expresadas a partir de varias colonias que alojan clones recombinantes
pGEM-2T-TxIn 1. Se seleccionan colonias mediante deteccién PCR utilizando cebadores especificos de secuencia.
Los numerales denotan el nimero de designacién de clon.

Descripcion detallada
1. Definiciones

A menos que se defina otra cosa, todos los términos técnicos y cientificos utilizados aqui tienen el mismo significa-
do como se entiende comtinmente por aquellos medianamente versados en la técnica a los que la invencién pertenece.
Aunque se pueden utilizar cualesquier métodos y materiales similares o equivalentes a aquellos descritos aqui en
la practica o prueba de la presente invencion, se describen métodos y materiales preferidos. Para el propésito de la
presente invencion, se definen los siguientes términos adelante.

“Fragmento biolégicamente aceptable” significa un fragmento de un polipéptido progenitor de longitud sustancial-
mente completa en donde el fragmento retiene la actividad del polipéptido progenitor. Por ejemplo, en el caso de un
fragmento biolégicamente activo de un polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO:2, 4, 6, 8, 10 y 12, el fragmento
de polipéptido debe retener las propiedades de inhibicién competitiva de tnica etapa del polipéptido progenitor con
respecto a la plasmina.

El término “muestra biolégica” como se utiliza aqui se refiere a una muestra que puede ser no tratada, tratada,
diluida o concentrada de un paciente. De forma adecuada, la muestra biolégica se selecciona de células fetales, y
muestras de tejido que incluyen tejido de las regiones del caudado y/o putamen del cerebro, y similares.

“Corresponde a” o “que corresponde a” significa (a) un polinucleétido que tiene una secuencia de nucleétido que
es sustancialmente idéntica o complementaria a toda o una porcién de una secuencia de polinucledtido de referencia
o que codifica una secuencia de aminodcido idéntica a una secuencia de aminoacido en un péptido o proteina; o (b)
un péptido o polipéptido que tiene una secuencia de aminoacido que es sustancialmente idéntica a una secuencia de
aminodcido en un péptido o proteina de referencia.
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“Derivado” significa un polipéptido que se ha derivado de la secuencia basica mediante modificacién, por ejemplo
mediante conjugacién o complejamiento con otros grupos funcionales quimicos o mediante técnicas de modificacién
- ucci it écnica. Srmi iv ién inclu u -
ost-transduccional como se entenderia en la técnica. El término “derivado” también incluye dentro de su alcance alte
raciones que se han hecho para una secuencia progenitora que incluye adiciones, o eliminaciones que se proporcionan
para moléculas funcionales equivalentes.

“Homologia” se refiere al porcentaje de niimero de aminodcidos que son sustituciones conservadoras, sustitutivas
o idénticas como se define en la Tabla 1 adelante. Se puede determinar la homologia utilizando programas de com-
paracién de secuencia tal como GAP (Deveraux et al. 1984, Acido nucleicos Research 12, 387-395) que se incorpora
aqui como referencia. De esta manera las secuencias de una longitud similar o sustancialmente diferente a aquellas
citadas aqui se pueden comparar mediante insercion de espacios en la alineacion, se determinan tales espacios, por
ejemplo, mediante el algoritmo de comparacién utilizado por GAP.

“Hibridacién” se utiliza aqui para denotar el emparejamiento de secuencias de nucledtido complementarias para
producir un hibrido ADN-ADN o ADN-ARN. Las secuencias base de complementariedad son aquellas secuencias
que se relacionan por las reglas de emparejamiento de base. En el ADN, los pares A con T y pares C con G. En
ARN pares U con A y pares C con G. A este respecto, los términos “emparejamiento” y “emparejamiento incorrecto”
como se utilizan aqui se refiere a la hibridacién potencial de nucleétidos emparejados en hebras de dcido nucleico
complementarias. Los nucledtidos emparejados se hibridan eficientemente, tal como el par base A-T y G-C cldsi-
co mencionado anteriormente. Los emparejamientos incorrectos son otras combinaciones de nucledtidos que no se
hibridan eficientemente.

“Aislado” significa el material que es sustancial o esencialmente libre de los componentes que normalmente 1o
acompafian en su estado natural. Por ejemplo, un “polinucledtido aislado”, como se utiliza aqui, se refiere a un po-
linucledtido, que se ha purificado de la secuencia que flanquean en un estado de ocurrencia natural, por ejemplo, un
fragmento de ADN que se ha removido de las secuencias que estdn normalmente adyacentes al fragmento.

“Obtenido de” significa que una muestra tal como, por ejemplo, un extracto de dcido nucleico se afsla de, o
deriva de, una fuente particular del anfitrién. Por ejemplo, el extracto de acido nucleico se puede obtener de tejido
directamente aislado del anfitrion.

El término “oligonucleétido” como se utiliza aqui se refiere a un polimero compuesto de una multiplicidad de
unidades de nucleétido (desoxiribonucleétidos o ribonucledtidos, o variantes estructurales relacionadas o andlogos
sintéticos de los mismos) ligados por via de enlaces de fosfodiéster (o variantes estructurales relacionadas o andlogos
sintéticos de los mismos). Asi, aunque el término “oligonucleétido” tipicamente se refiere a un polimero de nucled-
tido en el cual los nucleétidos y enlaces entre ellos son de ocurrencia natural, se entenderd que el término también
incluye dentro de su alcance varios andlogos que incluyen, pero no se restringen a, acidos nucleicos de péptido (PNa),
fosforamidatos, fosforotioatos, fosfonatos de metilo, dcidos 2-O-metil ribonucleicos, y similares. El tamafio exacto de
la molécula puede variar dependiendo de la aplicacién particular. Un oligonucleétido es tipicamente mds bien corto
en longitud, generalmente de aproximadamente 10 a 30 nucleétidos, pero el término se puede referir a moléculas de
cualquier longitud, aunque el término “polinucleétido” o “4dcido nucleico” se utiliza tipicamente para oligonucleétidos
grandes.

“Ligado operablemente” significa que los dcidos nucleicos reguladores transcripcionales y de traduccién se posi-
cionan con relacién a una secuencia de nucleétido que codifica un polipéptido o fragmento del mismo en tal una forma
que la trascripcién de dicha secuencia de nucleétido se puede iniciar y terminar, respectivamente.

El término “paciente” se refiere a pacientes de origen humano u otro animal e incluye cualquier individuo que se
desee examinar o tratar utilizando los métodos de la invencién. Sin embargo, se entenderd que “paciente” no implica
que los sintomas estén presentes.

El término “polinucleétido” o “4cido nucleico” como se utiliza aqui designa mARN, ARN, cARN, cADN o ADN.
El término tipicamente se refiere a oligonucledtidos mayores de 30 nucleétidos de longitud.

“Portador farmacéuticamente aceptable” significa un relleno sélido o liquido, diluyente o sustancia encapsulante
que se puede utilizar de forma segura en administracion sistémica.

El término “homdlogos de polinucle6tido” generalmente se refiere a polinucledtidos que se hibridan con un poli-
nucleétido de referencia bajo condiciones sustancialmente exigentes.

“Polipéptido”, “péptido” y “proteina” se utilizan intercambiablemente aqui para referirse a un polimero de resi-
duos de aminodcido y a variantes y andlogos sintéticos de los mismos. Asi, estos términos se aplican a polimeros de
aminodcido en los que uno o maés residuos de aminoacido es un aminodcido de ocurrencia no natural sintético, tal
como un andlogo quimico de un aminoicido de ocurrencia natural correspondiente, asi como también a polimeros de
aminodcido de ocurrencia natural.

“Cebador” significa un oligonucleétido que, cuando se empareja con una hebra de ADN, es capaz de iniciar la
sintesis de un producto de extension de cebador en la presencia de un agente de polimerizacién adecuado. El cebador
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es preferiblemente monocatenario para eficiencia maxima en amplificacién pero puede alternativamente ser bicate-
nario. Un cebador debe ser suficientemente largo para cebar la sintesis de los productos de extension en la presencia
del agente de polimerizacion. La longitud del cebador depende de muchos factores, que incluyen la aplicacién, tem-
peratura a ser empleada, condiciones de reaccién de plantilla, otros reactivos, y fuente de cebadores. Por ejemplo,
dependiendo de la complejidad de la secuencia objetivo, el cebador de oligonucleétido tipicamente contiene 15 a 35
0 mds nucledtidos, aunque puede contener pocos nucledtidos. Los cebadores pueden ser polinucledtidos grandes, tal
como de aproximadamente 200 nucledtidos a varias kilobases o més. Se pueden seleccionar los cebadores por ser
“sustancialmente complementarios” a la secuencia en la plantilla a la que se designa para hibridar y servir como un
sitio para la iniciacion de la sintesis. Por “sustancialmente complementario”, se entiende que el cebador es de forma
suficientemente complementaria para hibridar con una secuencia de nucleétido objetivo. Preferiblemente, el cebador
no contiene emparejamientos incorrectos con la plantilla a la que se designa para hibridar pero eso no es esencial. Por
ejemplo, los nucleétidos no complementarios se pueden adherir al extremo 5” del cebador, con el resto de la secuencia
de cebador que es complementaria a la plantilla. Alternativamente, los nucleétidos no complementarios o una elon-
gacion de nucleétidos no complementarios se puede esparcir en un cebador dado que la secuencia del cebador tiene
suficiente complementariedad con la secuencia de la plantilla para hibridar y por lo tanto formar una plantilla para
sintesis del producto de extension del cebador.

“Sonda” se refiere a una molécula que une una secuencia especifica a subsecuencia u otro grupo funcional de otra
molécula. A menos que se indique otra cosa, el término “sonda” tipicamente se refiere a una sonda de oligonucleétido
que une a otro acido nucleico, a menudo denominado “4dcido nucleico objetivo”, a través del emparejamiento de base
complementaria. Las sondas pueden unir dcidos nucleicos objetivos que carecen de complementariedad de secuencia
completa con la sonda, dependiendo de la exigencia de las condiciones de hibridacion. Las sondas se pueden etiquetar
directa o indirectamente.

El término “polinucledtidos recombinantes” como se utiliza aqui se refiere a un polinucleétido formado in vitro
mediante la manipulacién de 4cido nucleico en una forma normalmente no encontrada en la naturaleza. Por ejemplo,
el polinucleétido recombinante puede estar en la forma de un vector de expresion. Generalmente, tales vectores de
expresion incluyen dcido nucleico regulador transcripcional y transduccional ligado operablemente a una secuencia de
nucledtido.

“Polipéptido recombinante” significa un polipéptido hecho utilizando técnicas recombinantes, es decir, a través de
la expresion de un polinucleétido recombinante.

Los términos utilizados para describir las relaciones de secuencia entre dos o mds polinucle6tidos o polipéptidos
incluyen “secuencia de referencia”, “ventana de comparacion”, “identidad de secuencia”, porcentaje de “identidad de
secuencia” e “identidad sustancial”. Una “secuencia de referencia” es por lo menos 12 pero frecuentemente 15 a 18 y
a menudo por lo menos 25 unidades de mondmero, inclusive de nucleétidos y residuos de aminodacido, de longitud. Ya
que los dos polinucledtidos pueden cada uno comprender (1) una secuencia (es decir, solo una porcion de la secuencia
de polinucleétido completa) que es similar entre los dos polinucleétidos, y (2) una secuencia que es divergente entre
los dos polinucleétidos, las comparaciones de secuencia entre dos (o0 mds) polinucleétidos se desarrollan tipicamente
al comparar las secuencias de los dos polinucledtidos sobre una “ventana de comparacién” para identificar y comparar
las regiones locales de la similitud de secuencia. Una “ventana de comparacién” se refiere a un segmento conceptual
de tipicamente 12 residuos contiguos que se comparan con una secuencia de referencia. La ventana de comparacién
puede comprender adiciones o eliminaciones (es decir, espacios) de aproximadamente 20% o menos seglin se compara
con la secuencia de referencia (que no comprende adiciones o eliminaciones) para alineamiento 6ptimo de las dos
secuencias. El alineamiento optimo de las secuencias para alinear una ventana de comparacion se puede conducir
mediante implementaciones de algoritmos computarizados (GAP, BESTFIT, FASTA, y TFASTA en el Wisconsin
Genetics Software Package Release 7.0, Genetics Computer Group, 575 Science Dr. Madison, WI, USA) o mediante
inspeccidn y el mejor alineamiento (es decir, resultando en el porcentaje de homologia mds alto sobre la ventana de
comparacién) generado por cualquiera de los varios métodos seleccionados.

“Identidad de secuencia” se refiere a secuencias que son idénticas (es decir, sobre una base de nucleétido-por-
nucledtido o aminodcido por aminodcido) sobre la ventana de comparacién. El término “porcentaje de identidad de
secuencia” se calcula al comparar dos secuencias alineadas optimamente sobre la ventana de comparacion, determi-
nando el nimero de posiciones en las que la base de 4cido nucleico idéntica (por ejemplo, A, T, C, G, I) ocurre en
ambas secuencias para producir el niimero de posiciones emparejadas, dividiendo el nimero de posiciones empareja-
das por el niimero total de las posiciones en la ventana de comparacién (es decir, el tamafio de ventana), y al multiplicar
el resultado por 100 para proporcionar el porcentaje de similitud de secuencia.

“Exigente” como se utiliza aqui, se refiere a la temperatura y condiciones de resistencia idnica, y presencia o
ausencia de ciertos disolventes orgdnicos, durante hibridacién. Entre mayor es la exigencia, mayor serd el grado
de complementariedad entre las secuencias de nucledtido inmovilizadas y la secuencia de polinucledtido etique-
tada.

“Condiciones exigentes” se refieren a la temperatura y condiciones i6nicas bajo las que solo hibridaran las se-
cuencias de nucleétido que tienen una alta frecuencia de bases de complementariedad. La restriccion requerida es
dependiente de la secuencia de nucleétido y también depende de los varios componentes presentes durante la hibri-
dacién. Generalmente, se seleccionan las condiciones exigentes a aproximadamente 10 a 20°C menor que el punto de
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fusién térmico (T,,) para la secuencia especifica en una resistencia iénica definida y pH. El T, es la temperatura (bajo
resistencia idnica definida y pH) en la que 50% de una secuencia objetivo hibrida a una sonda complementaria.

El término “sustancialmente puro” como se utiliza aqui describe un compuesto, por ejemplo, un péptido que se ha
separado de los componentes que lo acompafian naturalmente. Tipicamente, un compuesto es sustancialmente puro
cuando por lo menos 60%, mas preferiblemente por lo menos 75%, mas preferiblemente por lo menos 90%, y mas
preferiblemente por lo menos 99% del material total (por volumen, por humedad o por peso seco o por mol por
ciento o fraccién de mol) en una muestra es el compuesto de interés. Se puede medir la pureza mediante cualquier
método apropiado, por ejemplo, en el caso de péptidos mediante cromatografia, electroféresis de gel o andlisis HPLC.
Un compuesto, por ejemplo, un péptido también se purifica sustancialmente cuando es esencialmente libre de los
componentes asociados naturalmente cuando se separa de los contaminantes naturales que lo acompaiian en su estado
natural.

El término “variante” se refiere a polipéptidos en los que uno o mas aminodcidos se han reemplazado por diferentes
aminodcidos. Se entiende bien en la técnica que algunos aminodcidos se pueden cambiar a otros con propiedades
ampliamente similares sin cambiar la naturaleza de la actividad del polipéptido (sustituciones conservadoras).

“Vector” significa una molécula de dcido nucleico, preferiblemente una molécula de ADN derivada, por ejemplo,
de un pldsmido, bacteriéfago, o virus de planta, en el que se puede insertar o clonar una secuencia de 4cido nucleico
sintética. Un vector preferiblemente contiene uno o mas sitios tnicos de restricciéon y puede ser capaz de replicacion
auténoma en una célula anfitriona definida que incluye una célula o tejido objetivo o un citoblasto o tejido de la misma
o se integra con el genoma de la célula definida tal que se reproduce la secuencia clonada. Asi, “vector de expresion”
significa cualquier elemento auténomo capaz de dirigir la sintesis de una proteina. Tales vectores de expresién son
bien conocidos por los expertos en la técnica. El vector también puede incluir un marcador de seleccién tal como un
gen resistente a antibidtico que se puede utilizar para la seleccion de transformantes adecuados. Ejemplos de tales
genes resistentes son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Como se utiliza aqui, subrayar o colocar en cursiva el nombre de un gen indicara el gen, en contraste a su producto
de proteina, que se indica por el nombre del gen en la ausencia de cualquier subrayado o cursiva. Por ejemplo “TxIn
17 significard el gen TxIn 1, mientras que “TxIn 1” indicara el producto de proteina del gen “TxIn 1”.

A través de esta especificacion, a menos que el contexto requiera otra cosa, se entenderdn que las palabras “com-
EE T3

prenden”, “comprende” y “que comprende” implica una inclusién de un entero o grupo de enteros pero no la exclusién
de cualquier otro entero o grupo de enteros.
2. Inhibidores de plasmina de la invencion

La presente invencién proporciona una preparacion sustancialmente pura de un inhibidor de plasmina caracterizado

porque es un inhibidor competitivo de plasmina de tinica etapa y comprende la secuencia de aminodcido ECESTCAA,
en donde el inhibidor de plasmina tiene la féormula general:

KDZPZ?CZLBBZBOXCZXXXBXRVRFPSFAYXBZZZZCBZFBYGOCXBNANNFXTX
EECESTCAA (D),

en donde:
X es cualquier aminodcido;
Y es un aminodcido hidréfobo;
A es un aminodcido aromético; Z es K, R, H, D, E, QoN;y
B es un aminodcido neutro,o P, A, G, S, T, VoL, y

en donde X en la posicién 19 es R.

Preferiblemente, el inhibidor de plasmina comprende adicionalmente la secuencia de aminodcido NANNF.

De acuerdo con otra realizacién preferida, el inhibidor de plasmina comprende adicionalmente la secuencia de
aminodcido YGGC.

El inhibidor de preparacién de plasmina se caracteriza adicionalmente porque por lo menos 60%, preferiblemente

por lo menos 75%, mas preferiblemente por lo menos 90%, mas preferiblemente por lo menos 95%, del material total
en la preparacion es el inhibidor de plasmina.
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En una realizacién preferida, el inhibidor competitivo de tnica etapa tiene constante de disociacién para plasmina
en el rango de 1x1078 M~ a 1x107'° M™!, m4s preferiblemente de 5x107° M~ a 8x10™ M™', m4s preferiblemente de
1x107° M™! a 5x10™° M. El inhibidor competitivo de tnica etapa preferiblemente tiene una constante de velocidad
de disociacién para plasmina en el rango de 4x10 seg™' M™" a5x107’ seg™' M™', mds preferiblemente de 1x107° seg™
M a 1x1077 seg”! M~!, y mds preferiblemente de 2x17° seg™ M™' a 9x107® seg™! M.

2.1. Polipéptidos de Textilinina

El inhibidor de plasmina es preferiblemente un polipéptido de Textilinina. De acuerdo con lo anterior, la presente
invencién proporciona un polipéptido aislado de acuerdo con la SEQ ID NOS 2, y 4, o fragmento biolégicamente
activo respectivamente del mismo. La SEQ ID NO:2 y SEQ ID NO:4 corresponden respectivamente a los polipéptidos
novedosos de Textilinina 1 de aproximadamente 7 kDa (TxIn 1) y Textilinina 2 (TxIn 2) obtenidos de Pseudonaja
textilis textilis, como se describe de forma mds completa aqui adelante.

En una realizacidn, el polipéptido aislado puede comprender un péptido lider de acuerdo con la SEQ ID NO:14 o
fragmento biolégicamente activo del mismo. A este respecto, la invencién también proporciona un polipéptido aislado
de acuerdo con la SEQ ID NO:16, y 18,

2.2. Fragmentos de Polipéptido de Textilinina

La invencién contempla fragmentos biolégicamente activos de un polipéptido de Textilinina de acuerdo con la
Invencién. Los fragmentos de ejemplo de este tipo incluyen mutantes de eliminacién y pequefios péptidos, de por
lo menos 15, preferiblemente por lo menos 20 y mas preferiblemente por lo menos 30 aminoacidos contiguos de
un polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO: 2, 4, 16, y 18, cuyo fragmento retiene una inhibicién competitiva de
plasmina de tnica etapa.

2.3. Variantes de Polipéptido de Textilinina
Con respecto a las variantes de polipéptidos de la invencidn, se entendera que tales variantes deben retener la inhibi-

cién competitiva de plasmina de tinica etapa del polipéptido progenitor o de referencia. Las sustituciones conservaoras
de ejemplo en los polipéptidos progenitores se puede hacer de acuerdo con la Tabla 1:

TABLA 1
Residuo Original  Sustituciones de Ejemplo

Ala Ser

Arg Lys

Asn Gln, His
Asp Glu

Cys Ser

Gln Asn

Glu Asp

Gly Pro

His Asn, Gln
Ile Leu, Val
Leu Ile, Val
Lys Arg, Gin, Glu
Met Leu, Ile,
Phe Met, Leu, Tyr
Ser Thr

Thr Ser

Trp Tyr

Tyr Trp, Phe
Val lie, Leu
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Se hacen cambios sustanciales en la funcién al seleccionar las sustituciones que son menos conservadoras que
aquellas mostradas en la Tabla 1. Se pueden tolerar otros reemplazos que serian sustituciones no conservadoras y
relativamente pocas de estas. Generalmente, las sustituciones que producen probablemente los cambios mds grandes
en las propiedades del polipéptido son aquellas en las que: (a) un residuo hidréfilo (por ejemplo, Ser o Thr) se sustituye
para, o por, un residuo hidréfobo (por ejemplo, Ala, Leu, Ile, Phe o Val); (b) una cisteina o prolina se sustituye para,
o por, cualquier otro residuo; (c) un residuo que tiene una cadena lateral electropositiva (por ejemplo, Arg, His o Lys)
se sustituye para, o por, un residuo electronegativo (por ejemplo, Glu o Asp); o (d) un residuo que tiene una cadena
lateral voluminosa (por ejemplo, Phe o Trp) se sustituye para, o por, uno que tiene una cadena lateral mas pequefia
(por ejemplo, Ala, Ser) o ninguna cadena lateral (por ejemplo, Gly).

En general, las variantes comprenden regiones que son por lo menos 75% homdlogas, mas adecuadamente por lo
menos 80%, preferiblemente por lo menos 85%, y mds preferiblemente por lo menos 90% homdlogas a las secuencias
bdsicas como por ejemplo se muestra en la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10 y 12. En una realizacién alternativa, las variantes
comprenden regiones que tienen por lo menos 70%, mas adecuadamente por lo menos 80%, preferiblemente por lo
menos 90%, y mds preferiblemente por lo menos 95% de identidad sobre la secuencia de aminodcido progenitora de
tamaiio idéntico (“ventana de comparacién”) o cuando se compara con una secuencia alineada en la que el alineamien-
to se desarrolla por un programa de homologia de computador conocido en la técnica. Se pueden determinar lo que
constituye las variantes adecuadas mediante técnicas convencionales. Por ejemplo, dcido nucleicos que codifican poli-
péptidos de acuerdo con la SEQ ID NO: 2, 4, 6, 8, 10 y 12 se pueden mutar utilizando mutagenia aleatoria por ejemplo
utilizando mutagenia de trasposén, mutagenia dirigida a sitio. Los fragmentos de ADN resultantes se clonan luego en
anfitriones de expresion adecuados tal como E. coli utilizando tecnologia convencional y se detectan clones que re-
tienen la actividad deseada. Como se menciond anteriormente, la actividad deseada incluird la inhibicién competitiva
de plasmina de unica etapa del polipéptido progenitor o de referencia. Cuando se han derivado los clones utilizando
técnicas de mutagenia aleatoria los clones positivos podrian ser secuenciados con el fin de detectar la mutacién. El
término “variante” también incluye variantes alélicas de ocurrencia natural.

En una realizacién preferida, la variante tiene la férmula general:

KDZPZYCZLBBZDGXCIXXXBXFAYXBZZZZCRZFBYGGC
XENANNFXTREBCESTCAA (1),

en donde:
X es cualquier aminodcido;
Y es un aminodcido hidréfobo;
A es un aminodcido aromdtico o histidina, Zes K, R, H, D, E, Qo N; y

B es un aminodacido neutro, o P, A, G, S, T, Vo L.

2.4 Derivados de Polipéptido de Textilinina

Con referencia a los derivados adecuados de la invencidn, tales derivados incluyen eliminaciones y/o adiciones
de aminodcido para un polipéptido de Textilinina de acuerdo con la invencién tal como, por ejemplo, la SEQ ID
NO:2, y 4, o variantes de la misma, en donde dichos derivados retienen la inhibicién competitiva de unica etapa de
plasmina. Las “Adiciones” de amino4cidos pueden incluir fusion del polipéptido, fragmentos del mismo o variantes de
estos con otros polipéptidos o proteinas. A este respecto, se apreciard que los polipéptidos, fragmento de polipéptidos o
variantes de la invencion se pueden incorporar en polipéptidos mds grandes, y también se espera que tales polipéptidos
mas grandes puedan retener la inhibicién competitiva de tinica etapa de plasmina mencionada anteriormente.

Los polipéptidos de Textilinina de la invencién, fragmentos de los mismos o variantes de estos se pueden fusionar a
una proteina adicional por ejemplo, que no se deriva del anfitrién original. La otra proteina puede, por via de ejemplo,
ayudar en la purificacion de la proteina. Por ejemplo se puede utilizar una etiqueta de polihistidina, o una proteina
de unién de maltosa a este respecto como se describe en mas detalle adelante. Alternativamente, esta puede producir
una respuesta antigénica o respuesta inmunogénica que es efectiva contra el polipéptido o fragmento del mismo. Otras
proteinas de fusion posibles son aquellas que producen una respuesta inmunomoduladora. Ejemplos particulares de
tales proteinas incluyen proteina A o glutationa S-transferasa (GST).

Otros derivados contemplados por la invencién incluyen, pero no se limitan a, modificacion de cadenas laterales,
incorporacién de aminodcidos no naturales y/o sus derivados durante sintesis de péptido, polipéptido o proteina y el
uso de reticuladores y otros métodos que imponen exigencias conformacionales en los polipéptidos, fragmentos y
variantes de la invencion.
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Ejemplos de modificaciones de cadena lateral contempladas por la presente invencion incluyen modificaciones de
grupos amino tal como mediante acilacién con anhidrido acético; acilacién de grupos amino con anhidrido succinico
y anhidrido tetrahidroftalico; amidinacién con metilacetimidato; carbamoilacién de grupos amino con cianato; pirido-
xilacién de lisina con piridoxal-5-fosfato seguido por reduccién con NaBH,; alquilacién reductora por reaccién con
un aldehido seguido por reduccién con NaBH,; y trinitrobencilacion de grupos amino con dcido 2,4,6-trinitrobenceno
sulfénico (TNBS).

Se puede modificar el grupo carboxilo mediante activacion de carbodiimida por via de formacién de O-acilisourea
seguida por derivacion posterior, por via de ejemplo, a una amida correspondiente.

Se puede modificar el grupo guanidina de los residuos de arginina mediante la formacién de productos de conden-
sacion heterociclicos con reactivos tales como 2,3-butanodiona, fenilglioxal y glioxal.

Se pueden modificar los grupos sulfhidrilo mediante métodos tales como oxidacién de 4cido férmico a dcido
cisteico; formacion de derivados de mercurio utilizando acido 4-cloromercurifenilsulfénico, 4-cloromercuribenzoato;
2-cloromercuri-4-nitrofenol, cloruro de fenilmercurio, y otros mercuriales; formacién de un disulfuro mezclado con
otros compuestos de tiol; reaccién con maleimida, anhidrido maleico u otra maleimida sustituida; carboximetilacién
con 4cido yodoacético o yodoacetamida; y carbamoilacién con cianato a pH alcalino.

Se pueden modificar residuos de triptofan, por ejemplo, mediante alquiacién del anillo indol con bromuro de 2-
hidroxi-5-nitrobencilo o haluros de sulfonilo o mediante oxidacién con N-bromosuccinimida.

Se pueden modificar residuos de tirosina mediante nitracién con tetranitrometano para formar un derivado de 3-
nitrotirosina.

Se puede modificar el anillo imidazol de un residuo de histidina mediante N-carbetoxilacién con dietilpirocarbo-
nato o mediante alquiacién con derivados de dcido yodoacético.

Ejemplos aminoacidos no naturales incorporados y derivados durante la sintesis de péptido incluyen pero no se
limitan a, uso de 4cido 4-amino butirico, 4cido 6-aminohexanoico, 4cido 4-amino-3-hidroxi-5-fenilpentanoico, dcido
4-amino-3-hidroxi-6-metilheptanoico, t-butilglicina, norleucina, norvalina, fenilglicina, ornitina, sarcosina, 2-tienil
alanina y/o D-isémeros de aminodcidos. Una lista de aminodcidos no naturales contemplados por la presente invencién
se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2
Aminoacido no convencional Aminoacido no convencional
-e Acido -aminobutirico L-N-metilalanina
¢-amino-*-metilbutirato L-N-metilarginina
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Aminoacido no convencional

aminociclopropano-carboxilato

Acido aminoisobutirico
aminonorbornil-carboxilato
ciclohexilalanina
Ciclopentilalanina
L-N-metilisoleucina
D-alanina
D-arginina

Acido D-aspartico
D-cisteina
D-glutamato

Acido D-glutamico
D-histidina
D-isoleucina
D-leucina

D-lisina
D-metionina
D-ornitina
D-fenilalanina
D-prolina

D-serina

D-treonina
D-triptofan
D-tirosina

D-valina
D-e-metilalanina
D-e-metilarginina
D-e-metilasparagina
D-e-metilaspartato
D-e-metilcisteina
D-e-metilglutamina
D-e-metilhistidina
D-a-metilisoleucina
D-e-metilleucina
D-e-metillisina
D-e-metilmetionina
D-e-metilornitiina
D-e-metilfenilalanina
D-e-metilprolina
D-e-metilserina
D-e-metiltreonina

D-e-metiltriptofan

Aminoicido no convencional
L-N-metilasparagina
Acido L-N-metilaspértico
L-N-metilcisteina
L-N-metilglutamina
Acido L-N-metilglutimico
L-N-metilhistidina
L-N-metilleucina
L-N-metillisina
L-N-metilmetionina
L-N-metilnorleucina
L-N-metilnorvalina
L-N-metilomitina
L-N-metilfenilalanina
L-N-metilprolina
L-N-medlilserina
L-N-metiltreonina
L-N-metiltriptofan
L-N-metiltirosina
L-N-metilvalina
L-N-metiletilglicina
L-N-metil-t-butilglicina
L-norleucina
L-norvalina
¢-metil-aminoisobutirato
¢-metil-®-aminobutirato
e-metilciclohexilalanina
e-metilcilcopentilalanina
e-metil-e-naptilalanina
¢-metilpenicillamina
N-(4-aminobutil)glicina
N-(2-aminoetil)glicina
N-(3-aminopropil)glicina
N-amino-e-metilbutirato
e-naptilalanina
N-bencilglicina
N-(2-carbamilediil)glicina
N-(carbamilmetil)glicina
N-(2-carboxietil)glicina
N-(carboximetil)glicina
N-ciclobutilglicina
N-cicloheptilglicina
N-ciclohexilglicina
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Aminoacido no convencional Aminoacido no convencional
D-e-metiltirosina N-ciclodecilglicina
L-e-metilleucina L-e-metillisina
L-e-metilmetionina L-e-metilnorieucina
L-e-metilnorvatina L-e-metilornitina
L-e-metilfenilalanina L-e-metilprolina
L-e-metilserina L-e-metiltreonina
L-e-metiltriptofan L-e-metiltirosina
L-e-metilvalina L-N-metilhomofenilalanina
N-(N-(2,2-difeniletilcarbamilmetil)glicina N-(N-(3,3-difenilpropilcarbamilmetil)glicina
1-carboxi-1-(2,2-difenil-etilamino)ciclopropano

La invencién también contempla el uso de reticuladores, por ejemplo, para estabilizar conformaciones 3D de los
péptidos u homdlogos de péptido de la invencidn, utilizando reticuladores homo -bifuncionales tal como ésteres imido
bufuncionales que tienen grupos espaciadores (CH,), con n = 1 a n = 6, glutaraldehido, ésteres de N-hidroxisucci-
nimida y reactivos hetero-bifuncionales que usualmente contienen un grupo funcional reactivo amino tal como N-
hidroxisuccinimida y otro grupo funcional reactivo especifico tal como maleimido o grupo funcional ditio o carbo-
diimida. Adicionalmente, los péptidos se pueden exigir conformacionalmente, por ejemplo, mediante la introduccién
de enlaces dobles entre C, y dtomos C, de los aminoacidos, mediante la incorporacién C, y N,-metilaminoacidos, y
mediante la formacién de péptidos ciclicos o andlogos al introducir covalentemente enlaces tal como formacién de
una amida entre los terminales N y C de los péptidos o andlogos. Por ejemplo, se puede hacer referencia a: Marlowe
(1993, Biorganic & Medicinal Chemistry Letters 3:437-44) que describe la ciclizacion de péptido en resina TFA utili-
zando éster de trimetilsililo (TMSE) como un grupo protector ortogonal; Pallin and Tam (1995, J. Chem. Soc. Chem.
Comm. 2021-2022) que describe la ciclizacién de péptidos no protegidos en solucién acuosa mediante formacion de
oxima; Algin et al (1994, Tetrahedron Letters 35: 9633-9636) que describe la sintesis de fase sélida de péptidos ci-
clicos cabeza a cola por via de anclaje de cadena lateral de lisina; Kates et al (1993, Tetrahedron Letters 34: 1549-
1552) que describe la produccién de péptidos ciclicos cabeza a cola mediante la estrategia de fase s6lida tridimen-
sional; Tumelty et al (1994, J. Chem. Soc. Chem. Comm. 1067-1068) que describe la sintesis de péptidos ciclicos de
un intermedio activado inmovilizado, en donde la activacion del péptido inmovilizado se lleva a cabo con un grupo N
protector intacto y posterior remocion que conduce a ciclizacién; McMurray et al (1994, Peptide Research 7:195-206)
que describe ciclizacion cabeza a cola de de péptidos adheridos a soportes insolubles por medio de cadenas laterales
de 4cido aspdrtico y glutdmico; Hruby et al (1994, Reactive Polimers 22:231-241) que ensefia un método alterno para
ciclizacion de péptidos por via de soportes sélidos; y Schmidt and Langer (1997, J. Peptide Res. 49:67-73) que des-
cribe un método para sintetizar ciclotetrapéptidos y ciclopentapéptidos. Se pueden utilizar los anteriores métodos para
producir péptidos conformacionalmente exigentes con cinéticos de inhibicion competitiva de tinica etapa con respecto
de la plasmina.

La invencién también contempla polipéptidos de Textilinina o fragmentos biolégicamente activos de los mismos
que se han modificado utilizando técnicas bioldgicas moleculares ordinarias con el fin de mejorar su resistencia a
degradacion proteolitica u optimizar las propiedades de solubilidad o hacerlas mas adecuadas como agente terapéutico.

La presente invencién abarca adicionalmente andlogos quimicos de polipéptidos de Textilinina o fragmentos biol6-
gicamente activos de los mismos cuyos andlogos actian como andlogos funcionales de dichos polipéptidos o fragmen-
tos. A este respecto, los andlogos quimicos no se pueden derivar necesariamente de dichos polipéptidos o fragmentos
pero pueden compartir ciertas similitudes conformacionales. Alternativamente, se pueden disefiar especificamente los
andlogos quimicos para imitar ciertas propiedades fisicas de dichos polipéptidos o fragmentos. Se pueden sintetizar
quimicamente los andlogos quimicos o se pueden detectar siguiendo, por ejemplo, deteccién de productos naturales.

Se pueden preparar los polipéptidos de Textilinina mediante cualquier procedimiento adecuado conocido por aque-
llos expertos en la técnica. Por ejemplo, se pueden preparar tales polipéptidos mediante un procedimiento que incluye
las etapas de:

(a) preparar un polinucleétido recombinante que contiene una secuencia de nucleétido que codifica un polipép-
tido de Textilinina, por ejemplo, SEQ ID NO:2, 4, 16, o 18, o fragmento biolégicamente activo respectivamente del
mismo, o variante o derivado de este, tal secuencia de nucledtido se liga operablemente a dcido nucleico regulador
transcripcional y transduccional;

(b) introducir en una célula anfitriona adecuada el polinucleétido recombinante;

(c) cultivar la célula anfitriona para expresar el polipéptido recombinante de dicho polinucleétido recombinante; y
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(d) aislar el polipéptido recombinante.

De forma adecuada, dicho polinucleétido recombinante comprende una secuencia de Textilinina natural = aislada.
Por ejemplo, se puede seleccionar tal polinucleétido de una cualquiera de la SEQ ID NO. 1, 3, 15, 17, y 43.

El polinucleétido recombinante preferiblemente comprende un sector de expresion que puede ser un vector extra-
cromos6mico de autoreplicacién tal como un plasmido, o un vector que se integra en un genoma anfitrién.

El 4cido nucleico regulador transcripcional y transduccional generalmente serd apropiado para la célula anfitriona
utilizado para la expresién. Numerosos tipos de vectores de expresion apropiados y secuencias reguladoras adecuadas
se conocen en la técnica para una variedad de células anfitrionas.

Tipicamente, el dcido nucleico regulador transcripcional y transduccional puede incluir, pero no se limita a, se-
cuencias promotoras, secuencias lider o de sefial, sitios de unién ribosémica, secuencias de inicio y parada transcrip-
cionales, secuencias de inicio y parada transduccionales, y secuencias mejoradoras o activadoras.

Los promotores constitutivos o inducibles como se conocen en la técnica son contemplados por la invencion. Los
promotores pueden ser promotores de ocurrencia natural, o promotores hibridos que combinan elementos de mas de
un promotor.

En una realizacion preferida, el vector de expresion contiene un gen marcador seleccionable para permitir la selec-
cioén de células anfitrionas transformadas. Los genes de seleccién son bien conocidos en la técnica y variardn con la
célula anfitriona utilizada.

El vector de expresién también puede incluir un socio de fusién (tipicamente proporcionado por el vector de
expresion) de tal manera que el polipéptido recombinante de la invencién se expresa como un polipéptido de fusién
con dicho socio de fusién. La principal ventaja de los patrones de fusién es que ellos ayudan a la identificacién y/o
purificacion de dicho polipéptido de fusion.

Con el fin de expresar dicho polipéptido de fusién, es necesario ligar las secuencias de nucleétido de acuerdo con
la invencién en el vector de expresion de tal manera que coinciden los marcos de lectura transduccional y la secuencia
de nucledtido de la invencién.

Ejemplos bien conocidos de socios de fusion incluyen, pero no se limitan a, glutationa-S-transferasa (GST), por-
cion Fc de IgG humano, proteina de unién de maltosa (MBP) y hexahistidina (HIS6), que son particularmente Tttiles
para el aislamiento del polipéptido de fusion mediante cromatografia de afinidad. Para el propdsito de purificacién
del polipéptido de fusién mediante cromatografia de afinidad, las matrices relevantes para cromatografia de afinidad
son resinas conjugadas con glutationa-, amilosa-, y niquel- o cobalto respectivamente. Muchas de tales matrices estin
disponibles en forma de “equipo”, tal como el sistema QIAexpress™ (Qiagen) titil con (HIS6) socios de fusién y el
sistema de purificacién Pharmacia GST.

Otro socio de fusién bien conocido en la técnica es proteina fluorescente verde (GFP). Este socio de fusidn sir-
ve como una “etiqueta” fluorescente que permite al polipéptido de fusidn de la invencién ser identificado mediante
microscopia fluorescente o mediante citometria de flujo. La etiqueta GFP es 1itil cuando se evalda la localizacién
subcelular del polipéptido de fusién de la invencidn, o para aislar células que expresan el polipéptido de fusion de la
invencién. Los métodos de citometria de flujo tal como clasificacién celular activada por fluorescencia (FACS) son
particularmente dtiles en esta dltima aplicacion.

Preferiblemente, los socios de fusién también tienen sitios de division de proteasa, tal como para el Factor Xa o
Trombina, que permiten a la proteasa relevante digerir parcialmente el polipéptido de fusién de la invencién y por
lo tanto liberar el polipéptido recombinante de la invencion de este. El polipéptido liberado luego se puede aislar del
socio de fusién mediante separacion cromatografica posterior.

Los socios de fusién de acuerdo con la invencion también incluyen dentro del alcance “‘etiquetas epitopo” que son
secuencias de péptido usualmente cortas para las cuales estd disponible un anticuerpo especifico. Ejemplos bien cono-
cidos de etiquetas epitopo para tales anticuerpos monoclonales especificos que estdn facilmente disponibles incluyen
etiquetas c-Myc, virus de influenza, hemaglutinina y FLAG.

La etapa de introducir en la célula anfitriona el polinucleétido recombinante se puede efectuar por cualquier método
adecuado que incluye transfeccidn, y transformacion, cuya eleccidon dependerd de la célula anfitriona empleada. Tales
métodos son bien conocidos por aquellos expertos en la técnica.

Se puede producir el polipéptido recombinante de la invencién al cultivar una célula anfitriona transformada con
un vector de expresiéon que contiene dcido nucleico que codifica un polipéptido de Textilinina, fragmento, variante
o derivado de acuerdo con la invencion. Las condiciones apropiadas para la expresion de proteina variardn con la
eleccién de vector de expresion y la célula anfitriona. Esto se comprueba facilmente por un experto en la técnica a
través de experimentacion de rutina.
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Las células anfitrionas adecuadas para la expresion pueden ser procaridticas y eucaridticas. Una célula anfitriona
preferida para la expresion de un polipéptido de acuerdo con la invencién es una bacteria. La bacteria utilizada puede
ser Escherichia coli. Alternativamente, la célula anfitriona puede ser una célula de insecto tal como, por ejemplo,
células SF9 que se pueden utilizar con un sistema de expresion de baculovirus.

La proteina recombinante se puede preparar convenientemente por una persona experta en la técnica utilizando
protocolos estindar como por ejemplo los descritos en Sambrook, et al., MOLECULAR CLONING. A LABORA-
TORY MANUAL (Cold Spring Harbor Press, 1989), en particular Secciones 16 y 17; Ausubel et al., CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY (John Wiley & Sons, Inc. 1994-1998), en particular Capitulos 10 y 16;
and Coligan ef al., CURRENT PROTOCOLS IN PROTEIN SCIENCE (John Wiley & Sons, Inc. 1995-1997), en
particular Capitulos 1,5y 6.

En algunos casos, el polipéptido recombinante puede requerir replegamiento. Métodos de ejemplo de polipéptidos
replegados incluyen aquellos descritos por ejemplo por Bieri et al. (1995, Biochemistry, 34:13059-13065) y Norris et
al, (1994, Patente U.S. 5,373,090 a Novo Nordisk).

Alternativamente, los polipéptidos de Textilina, fragmentos de polipéptido, o variantes o derivados de estos, se
pueden sintetizar utilizando sintesis de solucién o sintesis de fase sélida como se describe, por ejemplo, en el Capitulo
9 titulado “Sintesis de Péptido” por Atherton and Shephard which que se incluye en una publicacién titulada “Vacunas
Sintéticas editada por Nicholson y publicada por Blackwell Scientific Publications”.

3. Polinucledtidos de la invencion
3.1. Polinucledtidos de Textilinina

La invencién proporciona adicionalmente un polinucleétido que codifica un polipéptido de Textilinina, fragmento,
variante o derivado como se definié anteriormente. De forma adecuada dicho polinucleétido se selecciona del grupo
que consiste de.- SEQ NO: 1, 3, 15, 17, y 43; un fragmento de polinucleétido de una cualquiera de la SEQ ID NO:
1, 3, 15, 17, 0 43; y un homoélogo de polinucledtido de las secuencias anteriores. Preferiblemente, estas secuencias
codifican un producto que exhibe inhibicién competitiva de plasmina de tnica etapa como se definié anteriormente.

Como se describird mas completamente aqui adelante, se ha obtenido una familia de genes de Texilinina (TxIn)
que codifican inhibidores competitivos de tinica etapa de plasmina de Pseudonaja textilis textilis. La SEQ ID NO:1
corresponde a una porcién del gen TxIn 1 que codifica el polipéptido TxIn 1 maduro de aproximadamente 7 kDa
como se define en la SEQ ID NO:2. La SEQ ID NO:3 corresponde a una porcién del gen Txln 2 que codifica el
polipéptido TxIn 2 maduro de aproximadamente 7 kDa como se define en la SEQ ID NO:4. La SEQ ID NO:5, 7,9y
11, corresponde respectivamente a porciones de los genes TxIn 3, Txln 4, TxIln 5 y TxIn 6. Estas porciones codifican
los polipéptidos TxIn 3, 4, 5 y 6 maduros, respectivamente.

La invencién también proporciona polinucleétidos de marco de lectura abierto de longitud completa (ORF) en re-
lacién a TxIn 1, y TxIn 2. Cada uno de dichos polinucleétidos de longitud completa comprende una primera secuencia
que codifica un péptido lider de 24 residuos, y una segunda secuencia que codifica un polipéptido TxIn maduro. La
primera secuencia preferiblemente comprende la SEQ ID NO:15. La SEQ ID NO: 17, 19, 21, 23, y 25 corresponde
respectivamente a los polinucleétido ORF de longitud completa para TxIn 1, Txln 2, TxIn 3, TxIn 4, TxIn 5 y TxIn 6.
La SEQ ID NO:43 corresponde a la secuencia de cADN mads grande obtenida para TxIn 1, que comprende secuencias
5’ UTR y a 3’UTR en adicién a la secuencia ORF.

Alternativamente, una secuencia de polinucledtido que codifica los polipéptidos de Textilinina o fragmentos de
polipéptido de la invencidn se pueden preparar de forma conveniente al tomar ventaja del c6digo genético y sintetizar
por ejemplo, mediante el uso de un secuenciador de oligonucleétido, una secuencia de nucledtidos que cuando se
traducen por una célula anfitriona resulta en la produccién de un polipéptido de acuerdo con la SEQ ID NO:2, 4, 16,
o 18, fragmentos de polipéptido del mismo.

3.2. Homélogos de polinucledtido

Se pueden preparar los homologos de polinucleétido adecuados de la invencién de acuerdo con el siguiente proce-
dimiento:

(i) obtener un extracto de acido nucleico de un anfitrién adecuado;

(ii) crear cebadores que se degeneran opcionalmente cuando cada uno comprende una porcién de un polinucleétido
de referencia; y

(iii) utilizar dichos cebadores para amplificar, por via de técnicas de amplificacién de 4cido nucleico, por lo me-
nos un producto de amplificacién de dicho extracto de dcido nucleico, en donde dicho producto de amplificacién
corresponde a un homélogo de polinucledtido.
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El anfitrién del cual se obtiene un extracto de 4cido nucleico es preferiblemente una serpiente. Se pueden seleccio-
nar serpientes adecuadas del grupo que consiste de la familia Elapidae, y la familia Viperae.

De forma adecuada, los cebadores de seleccionan del grupo que consiste de:
(A) ATGAARGAYAGRCCHGARYTNGAR [SEQ ID NO.27];

(B) GTRCTYTCRTGYTCYTCY [SEQ ID NO:28J;

(C) ATATATGGATCCAAGGACCGGCCTGACTTC [SEQ ID NO:29J;

(D) AACGGGAATTCTCAGAGCCACACGTGCTTTC [SEQ ID NO:30J;
(E) AACGGGAATTCTCATGAGCCACAGGTAGACTC [SEQ ID NO-31];
()

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGATAACAACGCAGAG
T [SEQ ID NO:33);

(G) CTAATACGACTCACTATAGCGC [SEQ ID NO:33];

(H) AAGCAGTGGTAACAACCAGAGT [SEQ ID NO-34];

(I) ATCAGCGGATCCATGTCTGGAGGT [SEQ ID NO:35];

(J) TCTCCTGAATTCTCAGGCAGCACAGGT [SEQ ID NO:36];
(K) ATTATAGGATCCAAGGACCGTCCGGAT [SEQ ID NO:37];
(L) ATTATAGGATCCAAGGACCGTCCAGAG [SEQ ID NO:38];
(M) AACGTCGGATCCAAGGACCGTCCAAAT [SEQ ID NO:39];
(N) AACGTCGGATCCAAGGACCATCCAAAA [SEQ ID NO:40];
(0O) AACGTCGGAT TCAAGGACCG TCCAAAA [SEQ ID NO:41]
(P) ATTGTCGGATCCAAGGACCTGCCAAAG [SEQ ID NO:42].

Alternativamente, se puede obtener un homdélogo de polinucleétido de la invencion de una coleccién de polinu-
cleétido derivada de un tejido de una serpiente. Tal una coleccién puede ser una coleccién de cADN de serpiente o
coleccién de ADN gendmico de serpiente.

Las técnicas de amplificacion de dcido nucleico adecuadas son bien conocidas por los expertos, e incluyen reac-
cion de cadena de polimerasa (PCR) como por ejemplo se describe en Ausubel ez al. (1994-1998, supra, Chapter 15);
amplificacién de desplazamiento de hebra (SDA) como por ejemplo se describe en la Patente U.S. No 5,422,252; re-
plicacion de circulo giratorio (RCR) como por ejemplo se describe en Liu et al., (1996, J. Am. Chem. Soc. 118:1587-
1594 y solicitud Internacional W092/01813) y Lizardi et al., (Solicitud Internacional WO 97/19193); amplificacién
basada en secuencia de dcido nucleico (NASBA) como por ejemplo se describe por Sooknanan et al., (1994, Biotech-
niques 17:1077-1080); y amplificacién de replicasa Q-e- como por ejemplo se describe por Tyagi et al., (1996, Proc.
Natl. Acad. Sci. USA 93:5395-5400).

Tipicamente, los homdélogos de polinucledtido que son sustancialmente complementarios a un polinucleétido de
referencia se identifican por técnicas de transferencia que incluyen una etapa mediante la cual se inmovilizan los
dcidos nucleicos en una matriz (preferiblemente una membrana sintética tal como nitrocelulosa), seguida por una
etapa de hibridacién, y una etapa de deteccién. La transferencia Southern se utiliza para identificar una secuencia
de ADN complementaria; la inmunotransferencia se utiliza para identificar una secuencia de ARN complementaria.
La transferencia Dot y transferencia slot se puede utilizar para identificar secuencias de polinucleétido ADN/ADN,
ADN/ARN o ARN/ARN complementarias. Tales técnicas son bien conocidas por aquellos expertos en el arte, y se
han descrito en Ausubel et al. (1994-1998, supra) en las paginas 2.9.1 a 2.9.20.

De acuerdo con tales métodos, la transferencia Southern involucra separar las moléculas de ADN de acuerdo

con el tamafio mediante electroféresis de gel, transferir el ADN separado por tamafio a una membrana sintética, e
hibridar el ADN unido a la membrana a una secuencia de nucleétido complementaria etiquetada radioactivamente,
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enzimdticamente o fluorocromdticamente. En la transferencia dot y transferencia slot, se aplican directamente las
muestras de ADN a una membrana sintética antes de la hibridacién como se menciond anteriormente.

Una etapa de transferencia alternativa se utiliza cuando se identifica polinucleétidos complementarios en un cADN
o coleccion de ADN genémico, tal como a través del proceso de placa o hibridacién de colonia. Un ejemplo tipico de
este procedimiento se describe en Sambrook et al., (1989, supra) Capitulos 8-12.

Tipicamente, se puede utilizar el procedimiento general para determinar las condiciones de hibridacién. Los poli-
nucledtidos se inmunotransfieren/transfieren a una membrana sintética como se describié anteriormente. Un polinu-
cleétido de referencia tal como un polinucleétido de la invencion se etiqueta como se describié anteriormente, y se
analiza la capacidad de este polinucledtido etiquetado para hibridar con un polinucleétido inmovilizado.

Un experto reconocerd que un nimero de factores influencia la hibridacion. La actividad especifica de la secuen-
cia de polinucledtido etiquetada radioactivamente debe ser tipicamente mayor que o igual a aproximadamente 108
dpm/mg para proporcionar una sefial detectable. Una secuencia de nucleétido radioetiquetada de actividad especifica
108 a 109 dpm/mg puede detectar aproximadamente 0.5 pg de ADN. Es bien conocido en la técnica que suficiente
ADN debe ser inmovilizado en la membrana para permitir deteccion. Es deseable tener exceso de ADN inmovilizado,
usualmente 10 mg. La adicién de un polimero inerte tal como 10% (w/v) de sulfato de dextrano (MW 500,000) o
polietilenglicol 6000 durante la hibridacién también se puede incrementar la sensibilidad de hibridacién (ver Ausubel
supra at 2.10.10).

Para alcanzar resultados significativos de la hibridacién entre un polinucleétido inmovilizado en una membrana y
un polinucleétido etiquetado, se debe hibridar una cantidad suficiente del polinucleétido etiquetado al polinucleétido
inmovilizado siguiendo con lavado. El lavado asegura que el polinucleétido etiquetado se hibride solo al polinucle6tido
inmovilizado con un grado de complementariedad deseado al polinucleétido etiquetado.

Se entenderd que los homdlogos de polinucleétido de acuerdo con la invencién hibridardn a un polinucleétido de
referencia bajo condiciones exigentes. Las condiciones exigentes tipicas incluyen, por ejemplo, (1) fosfato de sodio
dibasico 0.75 M/fosfato de sodio monobdasico 0.5 M/1 mM de EDTA disodio/1% de sarcosil a aproximadamente 42°C
durante por lo menos 30 minutos; o (2) urea 6.0 M/0.4% de laurel sulfato de sodio/0.1x SSC a aproximadamente 42°C
durante por lo menos 30 minutos; o (3) 0.1x SSC/0.1% de SDS a aproximadamente 68°C durante por lo menos 20 mi-
nutos; o (4) 1x SSC/0.1% de SDS a aproximadamente 55°C durante aproximadamente 60 minutos; o (5) 1x SSC/0.1%
de SDS a aproximadamente 62°C durante aproximadamente 60 minutos; o (6) 1x SSC/0.1% de SDS a aproximada-
mente 68°C durante aproximadamente 60 minutos; o (7) 0.2X SSC/0.1% de SDS a aproximadamente 55°C durante
aproximadamente 60 minutos; o (8) 0.2x SSC/0.1% de SDS a aproximadamente 62°C durante aproximadamente una
hora; 0 (9) 0.2X SSC/0.1% de SDS a aproximadamente 68°C durante aproximadamente 60 minutos. Para un ejemplo
detallado, ver CURRENT PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY supra en las paginas 2.10.1 a2.10.16, y Sam-
brook et al. in MOLECULAR CLONING. A LABORATORY MANUAL (Cold Spring Harbour Press, 1989) en las
secciones 1.101 a 1.104.

Tipicamente aunque se llevan a cabo lavados exigentes en temperaturas de aproximadamente 42°C a 68°C, un
experto en la técnica apreciard que otras temperaturas pueden ser adecuadas para condiciones exigentes. Tipicamente
la hibridacién médxima ocurre de aproximadamente 20°C a 25°C por debajo del T,, para la formacién de un Hibrido de
ADN-ADN. Es bien conocido en la técnica que el T,, es la temperatura de fusion, o temperatura en la que disocian dos
secuencias de polinucleétido complementarias. Se conocen en la técnica métodos para estimar T, (ver CURRENT
PROTOCOLS IN MOLECULAR BIOLOGY supra en la pagina 2.10.8). Tipicamente ocurre la hibridacién méaxima
de aproximadamente 10°C a 15°C por debajo del T,, para un hibrido de ADNARN.

Otras condiciones exigentes son bien conocidas en la técnica. Un experto reconocerd que varios factores se pueden
manipular para optimizar la especificidad de la hibridacién. La optimizacién de la exigencia de los lavados finales
puede servir para asegurar un alto grado de hibridacién.

Los métodos para detectar un polinucle6tido marcado hibridado en un polinucleétido inmovilizado son bien co-
nocidos por los practicantes en la técnica. Tales métodos incluyen autoradiografia, deteccion quimioluminescente,
fluorescente y colorimétrica.

4. Vectores

Un polinucléotido de acuerdo con la invencidn se puede expresar adecuadamente en una célula anfitriona al ligar
operablemente al polinucleétido con uno o mds 4cidos nucleicos reguladores. La construccién sintética o vector asi
producido se puede introducir primero en un organismo o parte del mismo antes de la expresidon posterior de la
construccion en una célula particular o tipo de tejido. Se contempla cualquier organismo adecuado por la invencién
que puede incluir organismos unicelulares asi como también multicelulares. Los organismos unicelulares adecuados
incluyen bacterias. Organismos multicelulares de ejemplo incluyen levadura, mamiferos y plantas.

La construccién del vector se puede efectuar por cualquier técnica adecuada como por ejemplo la descrita en las
secciones relevantes de Ausubel et al. (supra) y Sambrook et al. (supra). Sin embargo, se debe notar que la presente
invencién no depende de y no se dirige a una cualquier técnica particular para la construccién del vector.
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Las secuencias de nucleétido reguladoras que se pueden utilizar para regular la expresién del polinucleétido inclu-
yen, pero no se limitan a, un promotor, un mejorador, y un terminador transcripcional. Tales secuencias reguladoras
son bien conocidas por aquellos expertos en la técnica. Los promotores adecuados se pueden utilizar para inducir la
expresion de los polinucleétidos de la invencion que incluyen promotores constitutivos y promotores inducibles.

5. Agentes terapéuticos

Una caracteristica adicional de la invencion es el uso del polipéptido, fragmento, variante o derivado de la invencién
(“‘agentes terapéuticos”) como activos en una composiciéon farmacéutica para aliviar pacientes contra la pérdida de
sangre. De forma adecuada, la composicién farmacéutica comprende un portador farmacéuticamente aceptable.

“Portador farmacéuticamente aceptable” significa un relleno sélido y liquido, sustancia diluyente o encapsulante
que se puede utilizar de forma segura en la administracién sistémica. Dependiendo de la ruta particular de administra-
cién, se puede utilizar una variedad de portadores farmacéuticamente aceptables, bien conocidos en la técnica. Estos
portadores se pueden seleccionar de un grupo que incluye azicares, almidén, celulosa y sus derivados, malta, gelati-
na, talco, sulfato de calcio, aceites vegetales, aceites sintéticos, polioles, 4cido alginico, soluciones amortiguadas con
fosfato, emulsificantes, solucién salina isoténica, y agua libre de pirégenos.

Cualquier ruta adecuada de administracion se puede emplear para proporcionar a un paciente con la composicién de
la invencidén. Por ejemplo, se puede emplear oral, rectal, parenteral, sublingual, bucal, intravenosa, intra-articular, intra-
muscular, intradérmica, subcutdnea, inhalacional, intraocular, intraperitoneal, intracerebroventricular, transdérmica y
similares. Preferiblemente, se emplea una ruta intravenosa.

Las formas de dosificacién incluyen comprimidos, dispersiones, suspensiones, inyecciones, soluciones, jarabes,
pastillas, cdpsulas, supositorios, aerosoles, parches transdérmicos y similares. Estas formas de dosificacién también
pueden incluir inyectar o implantar dispositivos de liberacién controlada disefiados especificamente para este propé-
sito u otras formas de implantes modificadas para actuar adicionalmente en esta forma. La liberacién controlada del
agente terapéutico se puede efectuar al recubrir el mismo, por ejemplo, con polimeros hidréfobos que incluyen resi-
nas acrilicas, ceras, alcoholes alifdticos mayores, dcido polildctico y poliglicélico y ciertos derivados de celulosa tal
como hidroxipropilmetil celulosa. Adicionalmente, se puede efectuar liberacién controlada al utilizar otras matrices
de polimero, liposomas y/o microesferas.

Las composiciones farmacéuticas de la presente invencién adecuadas para administracién oral o parenteral se
pueden presentar como unidades discretas tal como capsulas, sobres o comprimidos cada uno contiene una cantidad
predeterminada de uno o mas agentes terapéuticos de la invencién, como un polvo o granulos o como una solucién
0 una suspensién en un liquido acuoso, un liquido no acuoso, una emulsién agua en aceite o una emulsion aceite en
agua. Tales composiciones se pueden preparar mediante cualquiera de los métodos de farmacia pero todos los métodos
incluyen la etapa asociar uno o mds agentes inmunogénicos como se describié anteriormente con el portador que
constituye uno o mds ingredientes necesarios. En general, las composiciones se preparan al mezclar uniformemente
e intimamente los agentes inmunogénicos de la invencién con portadores liquidos o portadores sélidos finamente
divididos o ambos, y luego, si es necesario, formar el producto en la presentacién deseada.

Las anteriores composiciones se pueden administrar en una forma compatible con la formulacién de dosificacion,
y en tal cantidad cuando es terapéuticamente efectiva para aliviar los pacientes de la pérdida de sangre. La dosis
administrada a un paciente, en el contexto de la presente invencion, debe ser suficiente para efectuar una respuesta
benéfica en un paciente durante el tiempo tal como una reduccién o cesacion de la pérdida de sangre. La cantidad de
los agentes terapéuticos a ser administrados puede depender del sujeto a ser tratado inclusive de la edad, sexo, peso
y condicién de salud general del mismo. En este respecto, las cantidades precisas de los agentes terapéuticos para
administracién dependerdn del juicio del médico. Para determinar la cantidad efectiva del agente terapéutico a ser
administrado en el tratamiento de la pérdida de sangre, el médico puede evaluar la progresion de la pérdida de sangre
durante el tiempo. En cualquier evento, aquellos expertos en la técnica pueden determinar facilmente las dosificaciones
adecuadas de los agentes terapéuticos de la invencién. Tales dosificaciones pueden estar en el orden de nanogramos a
miligramos del terapéutico.

6. Agente antineopldsico

La invencién también se extiende a un agente antineopldsico que comprende un polipéptido, fragmento de poli-
péptido, variante de derivado de acuerdo con la invencién conjugado con un anticuerpo antifibrina. Tal un conjugado
puede por lo tanto inhibir la progresién e invasividad de tales tumores. Se puede hacer referencia a este respecto a un
resumen por Raut y Gaffney (1996, Fibrinolysis 10 (Suppl. 4):1-26, Resumen No 39).

Los anticuerpos anti-fibrina pueden incluir cualesquier anticuerpos adecuados que unen a un conjugado con fibrina,
preferiblemente fibrina humana. Por ejemplo, los anticuerpos antifibrina pueden comprender anticuerpos policlonales.
Tales anticuerpos se pueden preparar por ejemplo al inyectar fibrina en una especie de produccién, que puede incluir
ratones o0 conejos, para obtener antisuero policlonal.
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En vista del antisuero policlonal antifibrina obtenido en la especie de produccién, se pueden producir anticuerpos
monoclonales utilizando el método estdndar como por ejemplo, se describe en un articulo por Kohler y Milstein
(1975, Nature 256: 495-497) que se incorpora aqui como referencia, o por modificaciones mds recientes del mismo
como por ejemplo, se describe en “CURRENT PROTOCOLS INIMMUNOLOGY” (1994, Ed. J.E. Coligan, A.M.
Kruisbeek, D.H. Marguiles, E.M. Shevach y W. Strober, John Wiley y Son Inc.) al inmortalizar el bazo u otras células
que producen anticuerpos derivados de una especie de produccion que se ha inoculado con fibrina.

Los anticuerpos monoclonales preferidos que se pueden utilizar para producir el agente antineoplasico de la in-
vencién incluyen, pero no se limitan a, los anticuerpos monoclonales antifibrina por Tymkewycz et al (1993, Blood
Coagul. Fibrinol. 4:211-221) o el anticuerpo monoclonal descrito por Raut y Gaffney (1996, supra).

También se contemplan anticuerpos anti-fibrina que comprenden fragmentos Fc o Fab de los anticuerpos policlonal
o monoclonal referidos anteriormente. Alternativamente, los anticuerpos antifibrina pueden comprender anticuerpos
Fv de cadena unica (scFvs) contra fibrina. Tales scFvs se pueden preparar, por ejemplo, de acuerdo con los métodos
descritos respectivamente en la Patente Estadounidense No 5,091,513, Patente Europea No 239,400 o el articulo por
Winter y Milstein (1991, Nature 349:293).

Se puede utilizar cualquier procedimiento adecuado para conjugar los anticuerpos antifibrina con un polipéptido,
fragmento de polipéptido, variante o derivado de acuerdo con la invencién. Por ejemplo, se puede hacer referencia al
procedimiento de reticulacién de “longitud cero” de Grabarek y Gergely (1990, Anal. Biochem. 185:131-135).

Con el fin de que la invencién se puede entender facilmente y poner en efecto practico, las realizaciones preferidas
particulares ahora se describirdn por via de los siguientes ejemplos no limitantes.

Ejemplos
Ejemplo 1

Caracterizacion de dos Inhibidores de Plasmina de Pseudonaja Textilis Textilis que Inhiben la hemorragia en un
Modelo Animal

Materiales y métodos
Materiales

Se obtiene veneno de P fextilis liofilizado y agrupado Mr Peter Mirtschin, Venom Supplies, Tanunda, South Aus-
tralia. El veneno se reconstituye en 0.05 Mtris-amortiguador de HCI pH 7.4, a 10 mg/ml y la solucién se centrifuga
(2,000 g durante 30 min) antes de cromatografia o andlisis. Se obtienen Sefacril S-300, Sefacril S-100, con A-Sefarosa
y DEAESefarosa CL-6B de Pharmacia Uppsala, Suiza, y el sustrato cromogénico sintético S-2251 es de Chromoge-
nix, Molndal, Suiza. Una plasmina altamente purificada de Sanofi/Choay Laboratories (Paris) se utiliza para algunos
experimentos cinéticos. Todos los otros amortiguadores y reactivos son de grado Analar.

Preparacion de plasmindgeno y plasmina

Se purifica plasminégeno humano de plasma citrado agrupado vencido utilizando el procedimiento de cromato-
graffa de afinidad descrito (Deutsch y Mertz. 1970, Science 170:1095). Se prepara plasmina humana de plasmindgeno
mediante activacion con Sefarosa 4B unida a uroquinasa (Robbins, KC., 1978 “Plasmin” In: Handbook of experi-
mental pharmacology. Markwardt F, ed. Berlin: Springer 46: 317,) y se calibra contra el Estandar Internacional para
plasmina (77/558).

Ensayo inhibidor de plasmina

El ensayo inhibidor de plasmina se lleva a cabo esencialmente como se describe (Friberger ef al. 1978., Haemosta-
sis 7:138). Se agregan 900 mL de 0.15 M tris-HCI, pH 7.4, 25 mL (0.11IU) de plasmina, 25 mL del inhibidor a 50 mL
del sustrato S-2251 (3.0 mM) y la plasmina residual se determina por medicidn continua de la absorbancia de 405 nm
en un espectrofotémetro de registro Hitachi 557. Se prepara una curva estdndar de actividad de plasmina utilizando el
Estandar Internacional (77/558).

Purificacion de Txin 1 y 2

Describimos aqui los procedimientos de purificacién de primer tiempo que permiten el aislamiento de dos formas
distintas del inhibidor TxIn. Se equilibra una columna Sefacril S-300 (5.0 x 95 cm) a 4°C con 0.1 M de amortiguador
de acetato de amonio (pH 7.0) en una velocidad de flujo de 1 mL por minuto. Se reconstituye 500 mg de veneno P.
texilis liofilizado 25 mL de amortiguador de columna, y luego se centrifuga a 10,000 rpm durante 20 minutos, se aplica
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a la columna. Se recolectan 12 mL de fracciones utilizando un recolector de fraccién LKB, y el eluado se monitorea a
280 nm utilizando un detector UV en linea de longitud de onda dual Altex. Se concentran las fracciones inhibidoras de
plasmina agrupadas utilizando un concentrador de célula agitado Amicon Modelo 402 con una membrana YM 3 y este
concentrado se aplica a la columna DEAE-Sefarosa. La columna DEAE-Sefarosa (2.5 x 12 cm) se equilibra a 4°C con
0.05 M de amortiguador de fosfato (pH 8.0) en una velocidad de flujo de 1.0 mL por minuto. Luego de la aplicacién
del inhibidor plasmina concentrado, la columna se lava con amortiguador dando un pico de proteina no limitado sin
actividad inhibidora de plasmina. Un gradiente lineal de NaCl (0-0.5 M, 500 mL) se aplica en una velocidad de flujo
de 1.0 mL por minuto con el fin de separar las dos formas de TxIn. Los inhibidores de plasmina agrupados 1 y 2
(se concentran en la célula Amicon) se purifican individualmente adicionalmente en una columna Sefacril™ S-100
(2.5 x 95 cm) que se equilibra con 0.05 M Tris-HCI, (pH 7.4). Las fracciones con la actividad inhibidora de plasmina
mads alta se agrupan, se concentran y se almacenan en concentraciones de aproximadamente 1mg/mL (h143mM) en
solucién salina amortiguada Tris. Finalmente se remueve un contaminante de traza de las muestras de TxIn 1 y Txln 2
mediante la aplicacién de una columna de A-Sefarosa (1 x 10 cm) se equilibra con 0.15 M de amortiguador Tris-HCl
(pH 7.4). Los inhibidores de plasmina concentrados y agrupados se aplican a esta Columna en una velocidad de flujo
de 1.0 mL por minuto y la actividad inhibidora se encuentra en el pico de lavado.

La pureza de las preparaciones TxIn se revisa mediante HPLC de fase inversa (RP) en una columna de paquete
Waters C18 mbond (0.6 x 30 cm) se equilibra con 0.05% de acido trifluoroacético (TFA) en agua y se desarrolla
utilizando un gradiente de 0 a 70% de acetonitrilo en 0.05% TFA. La cromatografia se monitorea a 214 nm y el
gradiente se desarrolla durante 60 minutos. Se realiza revisidn adicional de la pureza utilizando Dodecil Sulfato de
Sodio (SDS)-Electroféresis Poliacrilamida (PAGE) (Weber y Osborn, 1969. J. Biol. Chem. 244:4406) aunque las
muestras se preparan mediante un método que incorpora 4 M urea en la soluciéon de muestra (Gaffney y Dobos, 1971,
FEBS Lett. 15:13).

Secuenciamiento de aminodcido

Se desarrollan la reduccién y carboximetilacién de TxIn 1 y 2 en 6 M de clorhidrato de guanidina, 0.1 M de
amortiguador Tris- HCL, ImMEDTA, (pH 9.5) con 10mM de ditiotreitol (DTT) durante 2 horas bajo Argén a 37°C.
La etapa de carboximetilacién (CM) se desarrolla con 15 mM de 4cido yodoacético durante 30 minutos. Se digiere
el CM TxIn 1 y 2 con endoproteinasa Lys C y endoproteinasa Asp N respectivamente en 50 mM de amortiguador
de fosfato, pH 8.0 a 37°C durante 18 horas, utilizando una relacién de enzima a sustrato de (1:100). Se detienen las
reacciones mediante acidificacién con TFA y los digeridos se fraccionan mediante RP-HPLC en una columna Vydac
C8 (2.1 x 150 mm) utilizando un cromatégrafo liquido Hewlett Packard 1090 equipado con un detector de disposicién
de diodos. En una velocidad de flujo de 0.2 ml/min se forman gradientes lineales entre 0.1% de TFA en aguay 0.1%
de TFA en 70% de acetonitrilo. Se llevan a cabo todas las cromatografias a temperatura ambiente. Se llevan a cabo
las determinaciones de la secuencia de aminodcido en un secuenciador Hewlett Packard G10005A mediante primero
llevar a cabo el secuencia de terminal N largo de TxIn 1 y 2. Las secuencias de terminal C para TxIn 1 y 2 se derivan
del fragmento de terminal C obtenido de las digestiones endoLys C y endoproteinasa Asp N. La evidencia para la
secuencia se deriva de una secuencia de terminal N larga que corre de la molécula completa, una secuencia extendida
de un péptido endoLys C mediante cromatografia adicional de uno de los péptidos aislados mediante cromatografia
de fase inversa y la secuencia de una endoproteinasa Asp de péptido N. Se identifican los dos aminoacidos de terminal
C de la secuencia de c-ADN de longitud completa obtenida durante la clonacién y expresion de textilinina en E. coli
(como se describe aqui después en el Ejemplo 2).

Espectrometria de Masa

Se desarrolla desorpcién/ionizacién de matriz asistida por ldser (MALDI) de espectrometria de masa en tiempo
de vuelo (TOF) con un espectrémetro de masa Bruker Reflex (Bruker-Franzen Analytik GMBH, Breman, Alemania)
operado exclusivamente en el modo reflectrén. Se diluyen muestras en 30% de acetonitrilo acuoso que contiene 0.1%
de 4cido trifluoroacético y 2 mL de una matriz comprendida de 2,6-dihidroacetofenona que contiene hidrogen citrato
diamonio antes de la deposicién de 0.5 -1 mL en un objetivo de acero inoxidable.

Modelo de sangrado de vena de cola del raton

Se establece un modelo de sangrado utilizando ratones no consanguineos Quackenbush maduros (promedio 20
gramos) de ambos sexos después que se induce anestesia mediante inyeccién intraperitoneal de 0.4 mL de dilucién
uno en diez de una mezcla de volumen igual de Cetamina (100 mg/mL) y Rompun (xilazina, 40 mg/mL). Se hace
suministro intravenoso de la vena en la cola de aprotinina, los dos txln (100 mg/100mL de solucién salina para cada
sustancia) después de anestesia se fija y se hace excision de la cola 2 minutos después para cada raton. La dosis de
los inhibidores de plasmina utilizados en estos experimentos es similar a la que se utiliza durante cirugia humana
CPB para el peso del ratén de 20 gramos. La pérdida de sangre se mide mediante recoleccién en tubos eppendorf
prepesados. La exactitud dicta que la pérdida de sangre se mide por peso que por volumen. Todos los ratones se les
practican la eutanasia mediante dislocacién cervical. Todos los experimentos de ratones se aprueban por el Comité
de Etica del Hospital Princesa Alexandra. Este comité no fomenta un estudio de respuesta de dosis y los inventores
consideran que una dosis ajustada utilizada en cirugia humana es una base realista para estos estudios iniciales. Tal
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una dosis del TxIn se observa que no induce cualesquier efectos adversos en los ratones cuando se observa guante un
periodo de 2 dias.

Cinéticas de inhibicion de plasmina

Los procedimientos para la investigacion de cinéticas de inhibicion de plasmina mediante las dos textilininas
purificadas (TxIn 1 y TxIn 2) son de acuerdo con aquellos descritos (Stone ef al., 1984, Biochim. Pharmacol. 33:175)
y difieren del método utilizado para estudiar la preparacién de TxIn impuro (Willmott et al., 1995, supra) en que se
utilizan concentraciones de enzima mayores de 4-veces y 36-veces. Este tlltimo método permite la truncacién de la
escala de tiempo de una hora a diez minutos o menos. Se desarrollan ensayos de inhibidor de enzima a 25°C en 0.1
M Tris/HCI, pH 7.4, que contiene 0.01% (v/v) Tween 80. Una concentracién de 2 nM o 18 nM plasmina se utiliza
en estos experimentos con 75 mM del sustrato cromogénico (S-2251) y 16-410 nM TxIn. Sobre la base que el patrén
de la inhibicion de plasmina es de la forma asociada con inhibicién de unién ajustada lenta, se analizan las curvas de
progreso en términos de la relacién:

Plvti(v-v){l-exp(-k)}&  (Ec.1)

que describe la dependencia de tiempo de la concentracién de producto cromogénico [P] como una funcién de las
velocidades inicial (v,) y ultimadamente la alcanzada (v,) y la constante de velocidad evidente (k) para la transicién
entre los estados inicial y final (constante). Para el sistema actual la velocidad inicial en los experimentos conducidos
con una concentracion fija de sustrato cromogénico [S] no exhibe dependencia de la concentracién de inhibidor [I] -
una circunstancia simple que le permite a V,, ser identificada como la velocidad inicial en la ausencia del inhibidor de
plasmina (ver ecuacion 2). Bajo aquellas condiciones la constante de velocidad (k) se puede expresar en términos de
la constante de inhibidor competitivo (K,) y la Constante Michaeles para el sustrato cromogénico (K,,) como

=k IHIV{(KQHSYKD)]  (Ec2)

En donde k, es la constante de velocidad para disociacién del complejo inhibidor de plasmina (Stone et al., 1984,
supra). Ya que la velocidad en estado constante, vg, se puede expresar en términos de la velocidad V mdxima y la
relacion para la inhibicién competitiva clédsica, a saber,

vAVISHISHRLIHIKY) (Ec. 3)

la constante de inhibidor K| y la constante de velocidad de disociacién ky cuando los dos pardmetros se fijan a la curva
emanan del andlisis global de las curvas de progreso.

Resultados
Datos de purificacion

La Figura 1 muestra la separacion cromatografica de Sefacril S-300 de proteinas del veneno crudo que muestra
tres picos mayores y dos picos menores de proteina, marcados 1-5. La actividad inhibidora de plasmina se indica
en el hombro derecho del cuarto pico (ver drea sombreada), utilizando en ensayo de neutralizacién de plasmina para
monitorear las fracciones eluadas. El fraccionamiento adicional de las fracciones de inhibidor agrupadas, (Amicon
YM3 concentrado), se desarrolla en una columna Dear-Sefarosa CL-6B, la Figura 3 muestra la separacion resultante,
lo que indica dos picos distintos de la actividad inhibidora de plasmina, marcado por barras horizontales sélidas y
marcado 1y 2. Cada pico se agrupa separadamente, se concentra y se aplica a una columna Sefacril S-100 para remover
las impurezas de trazas. La Figura 2 muestra el perfil de elusién de TxIn 1, que es idéntico al de TxIn 2, sin embargo el
inserto en la Figura 2 muestra los perfiles HPLC de fase inversa de cada TxIn que indica que cada uno tiene un volumen
de elusién distinto de esta Columna. La pureza del material eluado Sefacril S-100 se demuestra adicionalmente por
electroféresis de gel SDS-PAGE (datos no mostrados). Se almacenan inhibidores de plasmina concentrados finales a
-20°C en 0.05 M de solucién salina amortiguada en una concentracion final de aproximadamente 1 mg/mlL.

Aunque son adecuadas estas preparaciones para caracterizacion fisica y cinética, se nota que TxIln 1 y 2 origina
distension en el modelo de ratén utilizado para evaluar la pérdida de sangre. Para tales experimentos es necesario
remover la cantidad de traza de un complejo activador de protrombina potente utilizando una columna con A-Sefarosa
como se describe (Masci PP. 1986. The effects of Australian snake venoms on coagulation y fibrinolysis. Masters
Thesis; University of Queensland).

24



20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2332249 T3

Secuencia primaria

La Figura 5 muestra la secuencia de aminoacidos de TxIn 1 y 2 con aquella del inhibidor de plasmina asociado
con aprotinina y Taicotoxins aislado del veneno de la Taipan Oriental Australiana, Oxiuranus scutellatus (que tiene la
homologia mas cercana a TxIn 1 y 2) para comparacién. Se puede ver que todos los cuatro inhibidores de plasmina
tienen las disposiciones cisteina que son tipicas para estos grupos de inhibidores de plasmina y dotados con gran
estabilidad. Se encuentra que el Txln 1 y 2 se pueden calentar a 80°C durante dos horas sin pérdida de actividad
inhibidora (datos no publicados). Una diferencia de la secuencia de seis aminoécidos se observa entre TxIn 1 y 2,
mientras cada uno muestra, respectivamente, 45 y 43% de homologia con aprotinina. Existe 58% y 55% de homologfa,
respectivamente, entre TxIn 1 y 2 y el inhibidor de plasmina asociado con Taicotoxina. Ambos TxlIns son proteinas
muy acidicas con cargas negativas neta de -4 (TxIn 1) y -6 (TxIn 2), mientras la aprotinina es muy bdsica, que tiene
una carga neta de +6. Los datos de espectroscopia de masa para TxIn 1 y 2 muestran pesos moleculares de 6682.4 y
6689.3 (datos no mostrados), que estdn muy acordes con los pesos moleculares de las composiciones de aminodcido.

Datos cinéticos

La Figura 4 presenta curvas de progreso para hidrélisis de sustrato cromogénico por 2 nM de plasmina en la
presencia de 0-410 nM TxIn 1. Estos datos semejan mds cercanamente aquellos reportados para aprotinina (Willmott
el al., 1995, supra); nuestros datos anteriores con TxIn impuro sugieren inhibicién competitiva simple, aunque estos
ultimos datos con TxIn purificado 1 y 2 semejan mas el mecanismo de dos etapas de aprotinina. La constante de
inhibidor (KI) se deduce de aquellos datos mediante andlisis global en términos de las Ecuaciones 1-3 que se Presentan
en la Tabla 3, junto con valores correspondientes para TxIn 2 y la mezcla de textilininas que se co-cromatografian antes
de cromatografia de DEAE-Sefarosa.

TABLA 3
Concentracion de plasmita
22 oM (n=6) Media 18 nM (n=6) Media
6 DE 6 DE

Sefacril 100 Pool (Txln 1 y 2) 7.1x1060.2 13.9x10°6 0.3
Txinl | 3.5x10°63 2.6x10°60.2
Txln 2 2.2x10°60.2 2.8x10°60.3
Aprotinina* 53x 10"

Los resultados correspondientes de las curvas de progreso para los experimentos con una concentracion de plés-
mido mayor (18 nM) también se resumen en la Tabla 3. La comparacién de las constantes de inhibidor para los TxIn
1y 2 aislados, que son indistinguibles de cada otro, que para la preparacion parcialmente purificada sugiere que una
purificacion de proteina de 3- a 5- veces se ha alcanzado mediante intercambio de i6n y etapas de cromatografia extra
Sefacril S-100. Las constantes de inhibidor mostradas en la Tabla 3 son mucho mas pequefias que el valor de 150 mM
reportado previamente (Willmott et al., 1995, supra) para la preparacién de TxIn impuro. La resistencia incrementada
de la unién de TxIn-plasmina observada en este estudio actual refleja la remocién de compuestos no identificados del
TxIn durante las dltimas etapas del actual procedimiento de purificacién mds extenso. A pesar de esto, los valores
Ki de los TxIn puros para plasmina son aproximadamente 100 veces menores para los observados para aprotinina
(Willmott et al., 1995, supra).

Comportamiento de los TxIn en un modelo de sangrado de animal
Ya que la inhibicién de TxIn de la actividad de plasmina es mucho mas débil (100 veces, ver Tabla 3) que la
observada para aprotinina, se ha utilizado un modelo de animal para establecer la efectividad del Txln en la contencién

de la pérdida de sangre cuando este se utiliza en la misma dosificacién como la aprotinina.

El efecto de suministro intravenoso de (vena de la cola) TxIn 1 y 2 en la pérdida de sangre de la vena de la cola
cortada de un ratén se muestra en la Tabla 4 y para comparacion también se muestran los resultados para aprotinina.
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TABLA 4
Peso de la sangre (gms) (N=24) | Reduccién promedio en pérdida
media 6 DE de sangre (%)
Control (solucion salina) 0.869 6 0.245
Aprotinina (100 mg) 0.35260.152 59.5
Txln (100 mg) 0.386 6 0.250 55.6
Txla (100 mg) 0.3296 0.234 62.2

La cantidad utilizada es equivalente en una cantidad To de peso base de aprotinina utilizada clinicamente en
humanos y esta es 100 mg de cada sustancia estudiada por promedio de 20 gramos raton. Se puede ver de la Tabla
4 que la aprotinina reduce la pérdida de sangre en 60% mientras que ambos TxIn reducen la pérdida de sangre a un
grado similar cuando se compara con controles inyectados con solucién salina. La validez de estas comparaciones
puede necesitar escrutinio adicional como la cantidad de los TxIn y la aprotinina utilizada en el modelo de animal
son con base en la neutralizacidn de plasmina in vitro y se puede someter a algin error. Puede ser mas apropiada la
comparaciéon molar de cantidades de estos inhibidores que se puede utilizar en experimentos futuros.

Discusion

La reduccién en el flujo de sangre durante cirugia mayor o luego de trauma es de relacion actual debido a un estado
de donante de sangre deteriorado. La incidencia incrementada de contaminacién virica de la sangre ha introducido
problemas socio-médicos que no parecen disminuir. Existe una ansiedad relacionada con la contaminacién de la sangre
por VIH, virus de la hepatitis B y C, aunque el potencial para la contaminacién reticulada por priones asociada
con Encefalitis Espongiforme de Bovino (BSE) y enfermedad de Creutzfeldt-Jakob (CJD) subsiste una preocupacioén
mayor sobre el drea de transfusién de sangre completa.

Se utiliza aprotinina derivada de pulmén de bovino para contener el flujo sanguineo durante procedimientos qui-
rirgicos tal como bypass cardio-pulmonar (CPB) (Royston D. 1990. Blood Coagul. Fibrinol. 1:53; Royston D. 1992.
J. Cardiothorac. Vasc. Anesh. 6:76,). De hecho, mientras que el CPB es la circunstancia quirtdrgica principal en la
que se utiliza aprotinina, la pérdida de sangre durante neurocirugia (Gurdetti y Spallone. 1981. Surg. Neurol. 15:239),
cirugias ortopédica (Ketterl et al., 1982. Medizinische Well 33:480), de higado (Neuhaus et al. 1989 Lancet ii:924) y
uroldgica (Kosters y Wand. 1973. Urologe 12:295) se ha reducido utilizando este farmaco. Este amplio uso es a pesar
de algunos reportes de trombosis (Van der Meer et al., 1996. Thromb. Haemost. 75:1; Cosgrove et al., 1992. Ann.
Thorac. Surg. 54:1031; Samama et al., 1994 Thromb. Haemost. 71:663) y anafilaxis fatal durante cirugia cardiaca
(Diefenbach et al., 1995. Anesth. Analg. 80:830). Aunque el mecanismo exacto de accién de aprotinina no se conoce
este ahora acepta que la inhibicién de plasmina es central por su capacidad para reducir la pérdida de sangre (Royston
D. 1990., supra; Orchard et al., 1993. Br. J. Haematol. 85:596). Sin embargo, la aprotinina tiene otros efectos en la
cascada de coagulacién y en la funcién de plaqueta (Westaby, S. 1993. Ann. Thorac. Surg. 55:1033). Los receptores
GPIIb/IIIa que son en su mayoria responsables para la adhesion de plaqueta no se afecta por contacto con superficies
de circuito bypass mientras que el receptor GPIb de plaqueta de grado plasmina que puede reducir la capacidad de
las plaquetas para formar trombos hemostdticos (Wenger et al., 1989. J. Thorac. Cardiovasc. Surg. 97:235). Asf la
inhibicién de plasmina también puede afectar este dltimo mecanismo de plaqueta mejora la capacidad del trombo
hemostético. Vale la pena aqui indicar que la aprotinina se ha encontrado por inhibidor la proteina C (Cooper BE.
1995. J. Pharm. Technol. 11:156), que a su vez resultaria en la reduccién de la produccién de trombina y mejora la
fibrindlisis (Gaffney PJ, Edgell TA. Fibrinolyses Y the haemostatic balance. “Harmonisation of some old and new
concepts”. In: Recent progress in blood coagulation y fibrinolysis. Takada A, Collen D, Gaffney PJ, Eds. Amsterdam;
Elsevier Science BV 127, 1997).

Estos tdltimos efectos pueden reducir la efectividad de las aprotininas para reducir la pérdida de sangre. Aunque
la carencia de la especificidad de aprotinina induce confusién acerca de su mecanismo de accién la inhibicién de
plasmina parece aun ser central con su efectividad. La reduccién en la formacién del dimero de fragmento de fibrina
D en pacientes tratados con aprotinina ha sido la evidencia principal (Orchard of al., 1993, supra; Ray y Marsh. 1997.
Thromb, Haemost. 78:1021; Dietrich et al., 1990. Anesthesiology 73:1119) que la inhibicién de plasmina es central
en su mecanismo; sin embargo se ha argumentado (Dietrich et al., 1990, supra) que la inhibicién de la formacién de
fibrina y asi reduccion en la activacién mediada por fibrina de plasminégeno para plasmina también puede ofrecer una
explicacion para la reduccidn en los niveles del dimero D.

Con el fin de proporcionar otros hemostaticos alternativos con base en la inhibicién de plasmina, se han estudiado

venenos de serpiente durante algunos afios. El primer informe de un inhibidor de plasmina/tripsina encontrado en el
veneno de serpiente es por Takahashi er al 1972. FEBS Lett. 27;207), aunque existen informes adicionales de los
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inhibidores de plasmina en otros venenos de eldpidos y viboras (Shafqut e al, 1990. Eur. J. Biochem. 194 (2):337;
Shajqut et al, 1990. FEBS Lett. 275:6; Yamakawa et al, 1987. Biochim. Biophys. Acta 925:124; Ritonja et al., 1983.
Eur. J. Biochem. 133: 427; Strydom e? al, 1979. Biochim. Biophys. Acta 491:361). La deteccién de venenos eldpidos
Australianos ha mostrado que dos géneros de serpientes poseen potentes inhibidores de plasmina (Masci PP. Masters
Thesis 1986, supra). Existen el género Pseudonaja y Oxiuranus. En el género Pseudonaja, el veneno de todas las
especies se muestra por poseer un inhibidor de plasmina. Este inhibidor se ha purificado parcialmente y cinéticamente
caracterizado de las subespecies textiles (Wilmott et al., 1995, supra) y se ha llamado posteriormente Textilinina
(TxIn). La purificacién adicional (Figuras 1 y 3) ha mostrado que existen dos formas de este inhibidor, Txln 1 y
2. En el género Oxiuranus, el veneno de solo una especie ha mostrado que contiene un inhibidor plasmina/tripsina
que se ha secuenciado y mostrado por estar asociado en un complejo multimérico (Possani et al., 1992. Toxicon.
30:1343). Se demuestra este complejo por ser un bloqueador del canal de calcio que contienen una neurotoxina alfa,
una fosfolipasa y el inhibidor tripsina llamado Taicotoxina. La Figura 5 muestra que este inhibidor de Tripsina (TAC)
tiene 58 y 55% de homologia con TxIn 1 y 2, respectivamente, y esta es la homologia més cercana a las Textitininas
de los inhibidores de plasmina de ocurrencia natural conocidos. Existe solo 45 y 43% de homologia entre TxIn 1
y 2, respectivamente, y aprotinina. Existen 6 aminodcidos diferentes entre TxIns 1 y 2, y ambos son acidicos, que
contienen cargas negativas netas (-4 y -6 respectivamente), como distintas de aprotinina que es la molécula bdasica
A (+6).

Aunque el estudio de las cinéticas de una preparacion de plasmina parcialmente purificada del veneno P. texilis,
se ha observado (Wilmott et al., 1995, supra) que este inhibidor unido rdpidamente y mds especificamente para la
plasmina que para la aprotinina (Fritz y Wanderer. 1983. Drug Res. 4:479). Los resultados también muestran que la
textilinina se une menos firmemente a la plasmina que a la aprotinina. La especificidad de aprotinina se ha mostrado por
ser amplia base, tPA neutralizante, uroquinasa y calicreina, asi como también plasmina y tripsina (Fritz y Wanderer.
1983, supra) aunque los estudios del inhibidor de plasmina de veneno de serpiente, TxIn, se ha mostrado por unir
mds especificamente a plasmina y tripsina en una reaccién de unica etapa rapida que parece ser reversible (Wilmott
et al., 1995, supra). Ya que se ha reportado la aprotinina (Van der Meer et al., 1996, supra; Cosgrove et al., 1992,
supra; Samama et al., 1994., supra.) por estar asociada con incidencia incrementada de oclusién de injerto de vena y
trombosis, Se supone que un inhibidor de unién menos firme tal como TxIn puede ser de mayor eficacia clinica. Este
hallazgo original nos ha llevado a purificar adicionalmente el TxIn del veneno y luego se encuentra que cada veneno
de serpiente contiene dos formas de TxIn, que refleja el trabajo de otros trabajadores (Takahashi et al, 1974. Toxicon.
12:193) quienes también reportan dos variantes de un inhibidor plasmina de veneno de vibora de Russell. Los TxIn
unen a la plasmina menos firmemente que la aprotinina, pero mds fuertemente que se ha indicado con el material
parcialmente purificado reportado previamente (Wilmott et al., 1995, supra).

Los TxIn 1 y 2 reducen la pérdida de sangre en un modelo de sangrado de vena de cola de ratén (Tabla 4) tan
efectivamente como la aprotinina. Si la reduccion en la pérdida de sangre en este modelo se asocia con la neutrali-
zacion de plasmina en el sitio de la formacion de almohadilla haemostatica como sugiere (Royston D., 1992, supra),
no es sorprendente que ellos comparan favorablemente. La incapacidad del TxIn para neutralizar el calicreina en
contraste con aprotinina (nuestros datos no publicados) puede tener alguna significancia clinica. Esto, por supuesto,
depende de la contribucién de la ruta del factor XII calicreina en la produccién de plasmina en el sitio de cicatri-
zacion de heridas (Kluft et al., 1987. Sem. Thromb. Haemost. 13:50). De hecho, el efecto inhibidor de calicreina
de aprotinina puede ser un factor que contribuye a un efecto protrombdtico o prohemorragico de este farmaco; la
opinioén general es que la inhibicién de aprotinina de la ruta de coagulacién extrinseca por via del Factor XII calicrei-
na tenderia a inhibir la coagulacién luego del pasaje de la sangre a través de las maquinas CPB (Westaby S., 1993,
supra).

Ya que el papel de la molécula TxIn juega el desbalance de coagulacién humana asociado con esta mordedura de
serpiente no es claro ya que el envenenamiento se acompaiia por la actividad fibrinolitico dramdticamente incremen-
tada que, a su vez, se relaciona con la coagulacidn intravascular diseminada en la mordedura individual (Masci et al.,
1990. Thromboses Research 59:859; Tibballs et al., 1992. Anesthesia and Intensive Care 20:28). Presumiblemente esta
actividad fibrinolitica se estimula por el complejo fibrina mediado por protrombina (Gaffney y Edgel, 1997, supra). Ya
que la inhibicién posterior de fibrinolisis puede contribuir a esta oclusién medida por Fibrina de la microvasculatura
es Plausible.

Actualmente es el perfil cinético y la estrecha especificidad de los TxIn lo que sugiere fuertemente que puede
haber un beneficio clinico sobre la aprotinina para reducir la pérdida de sangre. No existe duda que los datos de
modelo de sangrado de ratén indican la reduccion de pérdida de sangre comparativa, pero no existen datos fisioldgicos
que sugieran que el TxIn pueda tener menos efectos colaterales perjudiciales que la aprotinina. Sin embargo, todos
los ratones tratados con TxIn no muestran efectos colaterales. No obstante esta falta de evidencia, del hecho de que
el uso terapéutico repetido de aprotinina es contraindicado (Wiithrich ez al., 1992 Lancet 340:173) es suficiente para
justificar la clonacién y expresion de estos nuevos inhibidores hemorragicos.
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Ejemplo 2
Clonacion y secuenciamiento de cADN Textilinina
Materiales y métodos

Materiales

Se obtienen gldndulas de veneno de serpiente marron comiin de reptiles considerados desahuciados, que tienen
afecciones clinicas, que no se pueden tratar. Las glandulas de veneno se retiran quirdrgicamente, bajo condiciones
estériles, inmediatamente después a los animales se les practica eutanasia mediante una dosis lenta de pentobarbitona
(60 mg/Kg). El Departamento de Medio Ambiente y Patrimonio asi como también el comité de Etica Animal de la
Universidad de Queensland aprobd el sacrificio de estos reptiles. Dos gldndulas de veneno cortadas (aproximadamente
100mg de tejido himedo) se congelan inmediatamente en nitrégeno liquido y se almacenan a -70°C hasta que esté listo
para extraccion de ARN total.

Cebadores degenerados

Masci-3 (codificante) ATGAARGAYAGRCCHGARYTNGAR [SEQ ID NO:27];

Masci-5 (anticodificante) GTRCTYTCRTGYTCYTCY [SEQ ID NO:28];

Aislamiento de ARN total

Se aisla ARN total utilizando el equipo de extraccién de ARN total Dynal Bead. Se colocan glandulas de veneno
congeladas (2) en 1.0 mL de amortiguador de lisis (complementado con el equipo) en un tubo Eppendorf™ y se
homogeniza inmediatamente utilizando una sonda Polytron™ estéril ARNasa libre. Se lleva homogenizacién en hielo
en intervalos de 4x 10 segundos. El homogenato se divide en alicuotas de 0.5 mL y se lleva a cabo la extraccion de
un volumen igual de fenol-cloroformo (1:1). La capa acuosa (superior) se separa por contener ARN y ADN, que se
precipita con un volumen igual de isopropanol durante la noche. Después de centrifugacién a 13,000 rpm durante 20
minutos a 4°C, se lleva a cabo el lavado de 70% de etanol. Se reconstituye el ARN precipitado en agua tratada con
DEPC y el contenido de 4cido nucleico se determina en alicuota dividida mediante la medicién de la absorbancia 260
nm, utilizando la Férmula:

ARN total (mg) = Ajgp x [0.04 mg/(1 Asgy x 1 mL)] x factor de dilucién x volumen (mL).

Se llevan a cabo preparaciones de ARN total posteriores utilizando reactivo TRIzol™ (Life Technologies) como por
el manual de instrucciones. En resumen, se homogeniza el tejido de 100 mg (utilizando un homogenizador Polytron™
con la adhesién homogenizante pequefia) en 1 mL de reactivo TRIzol™.

Se lleva a cabo andlisis de ARN al hacer electroféresis en una muestra en gel de agarosa formaldehido desnaturali-
zante/EtBr. El ARN total de mamifero muestra dos bandas brillantes tipicas a 4.5 y 19 kb, estas bandas corresponden
a28Sy 18S de ARN ribosémico. Las velocidades de intensidad de estas bandas son aproximadamente 2:1.

Aislamiento de mARN

Se aisla ARN mensajero utilizando Glébulos Magnéticos Dynal como se recomienda por el proveedor. Después
de la dilucién de mARN de glébulos magnéticos, se utiliza 1 mg para la reaccién de cadena polimerasa transcriptasa
inversa (RT) (PCR) y el restante se precipita en un décimo de volumen de 3 M acetato de sodio pH 5.2/2 volimenes
de etanol absoluto y se almacena a -70°C.

RT-PCR

Se lleva a cabo RT-PCR utilizando el equipo Promega RT de transcriptasa inversa MMLYV y el ARN total aislado (1
mg) y mARN como plantilla a 42°C durante 1.5 horas. El cADN resultante se utiliza para la segunda sintesis de hebra.
Sla segunda sintesis de hebra se lleva a cabo utilizando polimerasa T4 de ADN, primero la hebra de cADN como la
plantilla. La reaccién se lleva a cabo a 14°C durante 3 horas. El volumen final de la segunda reaccién de sintesis es 100
mL. Se lleva a cabo la extraccién de fenol-cloroformo y la capa acuosa (superior, que contiene cADN de doble hebra)
se transfiere en un Eppendorf limpio y el cADN se precipita con etanol durante la noche. Después de centrifugacion
a 13,000 rpm durante 20 minutos a 4°C el precipitado se lava con 70% de etanol y se reconstituye en 10 mL de agua
estéril y se almacena congelado a -20°C hasta que se utiliza en amplificacién PCR TxIn cADN utilizando cebadores
degenerados para TxIn 1 y 2.
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Amplificacion por PCR de CADN TxIn

Los cebadores de oligonucledtido degenerados codificante y anticodificante Masci-3/Masci-5 se disefian de la se-
cuencia de aminodcido de TxInl. Se aisla ADN gendémico del tejido de higado de la serpiente marrén y también se
utiliza como plantilla en PCR utilizando cebadores degenerados para determinar la existencia de cualesquier secuen-
cias intrén en cADN de TxIn.

Utilizando pardmetros de amplificacién que consiste de 94°C/1 minuto; 46°C durante 1 minuto; 72°C durante 1 mi-
nuto para 35 ciclos, un producto PCR de 177 pares base se obtiene que corresponde a un polinucledtido que codifica
un esperado de 59 aminoécidos. De forma similar, un producto de 177 pares base se obtiene utilizando ADN gen6-
mico. El producto PCR de 177 pares base se liga en p-GEM 5zf y pGEX-2T, respectivamente. Se utilizan plasmidos
recombinantes resultantes como plantillas para andlisis de secuencia de nucledtido automatizada. Las secuencias de
nucledtido respectivas que codifican los polipéptidos maduros relacionados con TxIn 1 y Txln 2 se muestran en las
Figs6y7.

Preparacion del vector pGEM-2T

Se divide pGEM-2T (Pharmacia-Biotech, aproximadamente 5 pmol) con BamHI y EcoRI. Se fraccionan los pro-
ductos de digestion mediante electrofdresis de gel TAE-agarosa y se purifica el vector linearizado utilizando un equipo
de extraccién de ADN QIAquick™ (QIAGEN) seguido por precipitacién de etanol.

Ligacion

Se agregan el vector pGEM-2T o pGEX (0.3 pmol), y 1.5 pmol del producto PCR 177 de pares base a una mezcla
de ligacion que contiene 2 unidades de T4 ADNIligasa en un: volumen total de 30 mL. Se lleva a cabo ligacién durante
la noche se incuba a 14°C.

Transformacion

Se desarrolla electroporacidn de la cepa E. coli DH5e como el anfitrién utilizando un tercio de la mezcla de ligacion
(condiciones estdndar). Un total de no menos de 10 colonias “blancas” se seleccionan para cada construccién en placas
LB de estandar indicador que contiene 0.1 mg ampicilina/mL. Se identifican seis isémeros de cADN con cebadores
disefiados especificos y se presentan sus secuencias.

Se lleva a cabo clonacién utilizando el vector pGEM-T linearizado que tiene una timidita de terminal 3’ que se
extiende entre cada extremo de la molécula linearizada (Promega Corporation; Cat No. A3600, Parte No.A360A, Lote
No. 96814). El producto PCR de TxIn purificado (preparado utilizando el sistema de enzima polimerada de Etiqueta
Advantage2 (Clontech)) se liga en estos extremos utilizando ligasa de ADN T4 (Promega Corporation). Luego se
electropora cADN TxIn que contiene plasmido E. coli DH5e, y se seleccionan transformantes adecuados utilizando
criterios de seleccién azul/blanco convencionales. Por lo menos 10 colonias positivas se identifican como que contiene
el producto PCR de cADN TxlIn (177 pares base o longitud completa). El secuenciamiento del inserto de cADN TxIn
se lleva a cabo utilizando la matriz de terminador de tinte (Clontech; Cat No. 403045) y se omite para secuenciamiento
utilizando el secuenciador ABI Prism™ Modelo 377.

Expresion

Por lo menos diez colonias con buenas secuencias consenso se seleccionan y se hacen crecer en medio 2YT en la
presencia de 100 mg/mL de ampicilina y 0.1 M IPTG para inducir la expresion. La deteccién directa de las proteinas
de fusién se desarrolla con 12% SDS-PAGE de acuerdo con Laemmli, UK, (1970, Nature 277: 680).

Se purifican proteinas de fusién TxIn-GST utilizando cromatografia de afinidad glutationa-Sefarosa™ 4B
(Amersham- Pharmacia Biotech; Cat No. 17-0756-01). Se lava el gel de glutationa-Sefarosa™ 4B en PBS 4 veces
para asegurar que todos los inhibidores de trombina se remuevan antes de incubacién con las proteinas de fusién TxIn-
GST. Se dividen TxIn recombinantes de la proteina de fusién TxIn-GST unidos a glutationa-Sefarosa™ al incubar
con trombina (5U/mg de la proteina de fusion) (Pharmacia-Biotech). Durante 1 mL de gel de empaque que contiene
protefnas de fusién TxIn-GST del cultivo de 1 litro, se agregan 50 unidades de trombina y se incuba durante 21 horas
a temperatura ambiente. Se remueven las muestras de sobrenadante a 2, 7 y 21 horas y se examinan por SDS-PAGE
para rec TxIn.

Redoblamiento de TxIn recombinante

Para maximizar la eficacia del redoblamiento de TxIn recombinante, una combinacién de procedimientos se in-
vestiga como se describe por ejemplo por Bieri et al. (1995, Biochemistry, 34:13059-13065), que se incorpora aqui
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como referencia, y Norres Et al, (1994. Andlogos aprotinina y un proceso para la produccién de los mismos, Patente
Estadounidense 5,373,090 de Novo Nordisk).

En resumen, el TxIn recombinante en 20 mM de NH,HCO;, pH 8.3, con 2M de clorhidrato guanidina agregado se
reduce con 45 mM de DTT durante 15 min 50°C. El TxIn reducido y no doblado luego se diluye rdpidamente mediante
100 veces (la concentracién de sal final es menos de 0.05M) al agregar a 20 mM de amortiguador de bicarbonato de
amonio, pH 8.3 y se deja reposar durante 18 horas. La concentracién y purificacién del TxIn recombinante activo (1-
10 mg), se lleva a cabo al aplicar la solucién TxIn diluida para la columna de intercambio de i6n DEAE-Sefarosa™
(1.0 x 10 cm) como se describe por TxIn nativo. Se ensaya el TxIn recombinante activo mediante la inhibicidn de
plasmina (0.1 U), utilizando el ensayo cromogénico S-2251 (3.0 mM). La eficacia clinica de TxIln recombinantes se
investiga en modelo de mezcla de vena de cola de ratén.

Resultados

Secuencia de cADN de Textilinina 1 obtenida utilizando cebadores degenerados (Masci-3/Masci-5)

Se disefian cebadores (Masci-3/Masci-5) con base en el codén de redundancia para los aminodcidos y se selecciona
las regiones especificas de terminal N y terminal C para las secuencias TxIn 1 y Txln 2 (descrito adelante). Aquellas
se utilizan para amplificar el cADN producido de ARN total aislado de la glandula de veneno de serpiente marrén.
Los productos PCR se clonan en pGEM- 5zf(+) utilizando clonacién de extremo romo. Los clones positivos (blan-
cos) se sustancian adicionalmente por contener el inserto mediante detecciéon PCR, utilizando Masci-3/Masci-5 como
cebadores y el ADN de plasmido, se preparan mediante el procedimiento mini-prep, como la plantilla. El anélisis de
secuencia de ADN utilizando un equipo terminador de Tinte ABI produce dos secuencias separadas para TxIn 1 y
TxIn 2 (Figs. 6 y 7). Por lo menos se emplean 10 clones separados para obtener estas secuencias.

Disefio de cebadores especificos de gen para determinar las regiones no trasladadas 5’ y 3° (UTR) de CADN TxIn.

Un nuevo conjunto de cebadores (F1 y R1; Tx1n2R1) se disefia con dos cambios de nucledtido para incrementar
el contenido de G-C y asf la alineacién del cebador para ADN. Los dos cambios son en el codén 6; TTT se cambia
a TTC (manteniendo el cédigo para F) y en el codén 5; GAT se cambia a GAC (de nuevo, manteniendo el mismo
aminodcido, D). Un nuevo cebador delantero, F1 se disefia por tener la secuencia adelante.

F1:TxIn 1 Cebador delantero de Gen Especifico

ATATATGGATCCAAGGACCGGCCTGACTTC [SEQ ID NO:29]
BamH1

En el caso del cebador inverso, R1, el codén AGT (que codifica el aminodcido 59) se cambia a TCA, conservando el
aminodcido, Serina (S) y de nuevo, incrementando el contenido de GC del cebador R1. El codén GG(N) (que codifica
el aminodcido 58) se cambia a un C para optimizar la unién del cebador a ADN. Un cebador inverso correspondiente
especifico para TxIn 2, R2, también se emplea. Las secuencias de cebador se listan adelante:

R1: TxIn 1 Cebador Inverso Especifico de Gen

AACGGGAATTCTCAGAGCCACACGTGCTTTC [SEQ ID NO:30]
EcoRl1 parada

R2: TxIn 2 Cebador Inverso Especifico de Gen

AACGGGAATTCTCATGAGCCACAGGTAGACTC {SEQ ID NO:31}
EcoRI parada

(TxIn 2 el cebador inverso especifico de gen da un producto PRC positivo, aunque este no se utiliza).
Se separan los productos de amplificacion mediante electroféresis de gel de agarosa y un amplicén de 177 bp se

purifica utilizando el equipo de purificacién de PCR QIAquick™ (QIAGEN). Se liga el producto PCR TxIn-cADN
purificado de 1-2 mg en el vector pGEM-2T y el secuenciamiento se lleva a cabo utilizando un equipo terminador de
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tinte (Perken-Elmer Corporation note, Agosto 1995). La secuencia de nucleétido de cADN TxlIn los posibilita disefiar
un segundo conjunto de cebadores especificos de gen TxIn 1 para determinar las secuencias 5’ y 3’ del gen (3’ y 5° de
metodologia RACE). Aquellas secuencias cebadoras se dan adelante y se han disefiado cebadores especificos de gen
(TX1FN y TX1RN) para distinguirlos del conjunto inicial.

Amplificaciéon de cADN SMART™ RACE 5’ y 3’- (Clonetech).

Se hace una preparacion fresca de cADN para cada reaccion RACE 5°- y 3’. El equipo SMART™ RACE incluye
un protocolo para la sintesis de dos poblaciones de cADN separadas: 5’-RACE Ready cDNA y 3’-RACE Ready de
cDNA. El cADN para 5’-RACE se sintetiza utilizando un cebador oligo para modificar el bloqueo de acoplamiento
(dT) y el oligo SMART™ II. El cebador oligo modificado (dT), llamado cebador de cADN sintesis 5’-RACE (5°-
CD’s), tiene dos posiciones oligo degeneradas en el extremo 3’. Este cebador de posicién de nucleétidos esta al inicio
de la cola poli A+ y asi elimina la heterogeneidad 3’ inherente con el cebado oligo convencional (dT) (Borsen et al,
1994, PCR Methods Applic. 2:144-148).

El cADN RACE 3’ se sintetiza utilizando el procedimiento de transcripcién inversa convencional, pero con un
cebador oligo especial (dT). Esta sintesis del cebador cADN RACE 3’- (3’-CD’s) incluye las posiciones de nucleétido
del bloqueo de acoplamiento como en el cebador 5°-CD’s y también tiene una porcién de la secuencia SMART™
en su extremo 5°. Al incorporar la secuencia SMART™ en las poblaciones de cADN RACE-Ready™ 5° y 3’-, una
puede cebar las reacciones PCR RACE utilizando la Mezcla de Cebador Universal (UPM), que reconoce la secuencia
SMART™, en conjunto con distintos cebadores especificos de gen TxIn. El conjunto de cebador utilizado para RACE
es como sigue:

Mezcla de Cebador Universal:

Cebador universal largo (0.2 mm),

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT [SEQ ID NO:32J;

Cebador universal corto (1 mM),

CTAATACGACTCACTATAGGGC [SEQ ID NO:33];

Cebador universal anidado (NUP; 10 mM),

AAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT [SEQ ID NO:34].

La Figura 8 muestra los patrones de morbilidad electroforéticos de gel de agarosa de los productos PCR obtenidos
con cebadores especificos de gen TxIn. Los productos PCR (5°- y 3’-RACE) se electroforizan, se cortan y se purifican
en gel utilizando el equipo de extraccion de gel QIAquick™ (QIAGEN).

Clonacion de la region que codifica la proforma de TxIn 1

De las secuencias 5° y 3° RACE, se disefian los cebadores delantero especificos de gen TxIn (TX1FN) e inverso

(TX1RN), que contienen un sitio de restriccion aBamHI en TXI1FN (primero 12 nucle6tidos) y un sitio EcoRI en
TX1RN(12 nucledtidos).

Las secuencias para estos cebadores se listan adelante:

TX1FN
ATCAGCGGATCCATGTCTGGAGGT [SEQ ID NO:35];
TXI1RN
TCTCCTGAATTCTCAGGCAGCACAGGT [SEQ ID NO:36].

Se lleva a cabo PCR utilizando cADN como una plantilla y polimerasa de Etiqueta Advantage2™ con las siguientes
condiciones: 92°C/1 min; 50°C/1min; 72°C/1 min durante 30 ciclos. Estos cebadores amplifican un producto que
corresponde a una secuencia que codifica la proforma TxInl (83 aminodcidos).
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Clonacion de la proforma TxIn 1

Todos los tres productos PCR se purifican del gel y se clonan en pGEM-2T para secuenciamiento de ADN uti-
lizando cebadores especificos pGEM adyacentes al inserto. El nucleétido y las secuencias de aminodcido deducidas
destacadas en la Figura 9 [SEQ ID NO: 43 y 44, respectivamente] se derivan mediante secuenciamiento de los produc-
tos RACE3’ y 5°. Esto permite la identificacion de 72 nucledtidos extra en la direccién 5° del AAG (K) en la estructura,
lo que sugiere la presencia de una proforma de TxInl existente. Unos 24 aminodcidos extra existen inmediatamente
en la direccion 5’ de los 59 aminodcidos codificantes. También se identifican once (11) nucleétidos de 5 UTR asi
como también 143 nucleétidos de 3° UTR. En adicién el secuenciamiento 3> RACE revela que los dos aminoacidos
inmediatamente en la direccién 5° del codén de parada no son alaninas, no son glicina ni serina cuando se deriva del
secuenciamiento exacto menos original. Sin embargo, las secuencias adicionales de TxIn 1 y TxIn 2 se obtienen me-
diante secuenciamiento de multiples clones. Después de secuenciamiento extensivo, llega a ser evidente que existen
seis genes TxIn separados.

Clonacion para la region codificante de Txlnl

De forma similar, se disefian cebadores especificos de gen TxIn para obtener un producto PCR, que codifica el
péptido activo (59 aminodcidos). De nuevo, en este caso, un sitio BamHI se incorpora en el cebador delantero (TX1TF)
y cebador inverso que es el cebador universal Listo RACE (Long SMART™),

Cebadores de secuencia de péptido activo TxIn:

TXI1TF (delantero),

ATTATAGGATCCAAGGACCGTCCGGAT [SEQ ID NO:37];

Cebador universal Largo Listo RACE

CTAATACGACTCACTATAGGGCAAGCAGTGGTAACAACGCAGAGT [SEQ ID NO:32].

Clonacion de genes Txln adicionales

Los cebadores delanteros también se disefian para TxIn 2-6 (delantero), y en combinacién con el cebador universal
largo (LUP, Equipo Listo Clontech RACE), utilizando las condiciones PCR como se describié anteriormente. Las
secuencias para estos cebadores son como sigue:

Cebador delantero para Txln 2 (TX2T)

ATTATAGGATCCAAGGACCGTCCAGAG [SEQ ID NO:38]J;

Cebador delantero para TxIn 3 (TX3T)

AACGTCGGATCCAAGGACCGTCCAAAT [SEQ ID NO:30];

Cebador delantero para Txln 4 (TX4T)
AACGTCGGATCCAAGGACCATCCAAAA [SEQ ID NO:40];

Cebador delantero para TxIln 5 (TXS5T)

AACGTCGGATTCAAGGACCGTCCAAAA [SEQ ID NO:41]; y

Cebador delantero para Txln 6 (TX6T)

ATTGTCGGATCCAAGGACCTGCCAAAG [SEQ ID NO:42].
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En todos los casos, el cebador delantero tiene un sitio BamHI insertado para facilitar la clonacién. La secuencia
subrayada marca la tripleta de inicio para la secuencia codificante.

Los productos de amplificacidn obtenidos utilizando los cebadores anteriores se fraccionan mediante electroféresis
de gel de agarosa y los fragmentos de ADN con el tamafio apropiado se purifican, y se clonan en el vector pPGEM-2T.
El secuenciamiento de pldsmidos recombinantes se desarrolla utilizando una matriz de terminador de tinte Clontech
y un secuenciador ABI Prism™ Modelo 377. Las secuencias de nucleétido obtenidas por este procedimiento para
TxIn 1-6 se presentan en la Figura 10 junto con las secuencias de aminoéacido deducidas correspondiente. Como sera
evidente de la inspeccién de la Figura 11, las secuencias de aminodcido TxIn son altamente homélogas y en este
respecto, se proporciona una secuencia consenso.

Reclonacion del producto PCR purificado con gel de cADN Txln en los vectores de expresion pGEX-2 T

Se expresa TxIn recombinante (péptido de 59 aminoacidos y molécula de 83 aminoécidos que contienen el pro-
péptido de 24 aminodcidos) utilizando las construcciones pGEX-2T. La actividad de TxIn recombinante se ensaya al
utilizar el sustrato cromogénico S-2251 y la plasmina de enzima (Friberger et al, 1978). Se hace SDS-PAGE y Western
blot utilizando anticuerpos polivalentes para TxIn identificado con TxIn recombinante (Figura 12).

Ejemplo 3
Produccion de un anticuerpo monoclonal especifico de fibrina -conjugado textilinina 1

Un anticuerpo monoclonal especifico de fibrina, MAb 12B3.B10 (IgG2A/kappa) (Tymkewycz et al, 1993, supra),
serd conjugado quimicamente con el inhibidor de plasmina TxIn 1 mediante un procedimiento de reticulacién de
longitud cero de dos etapas de acuerdo con Grabarek y Gergely (1990, Anal. Biochem. 185:131-135). En resumen
el Txln 1 se incubard con una carbodiimida soluble en agua (EDC) en la presencia de N-Hidroxisuccinimida (sulfo-
NHS), y resultara en la conversion de los grupos carboxilo de Glu o Asp en ésteres succinimidilo. Después de remover
el exceso de EDC mediante filtracién de gel MAb 12B3.B10 se agregard al TxIn 1 activado. La reticulacion resultard
de la sustitucién nucledfila de los grupos lisina-amino del IgG para los grupos funcionales succinimidilo durante una
incubacién de 2h. El conjugado IgG-TxIn 1 luego se purificard de TxIn 1 libre por via de HPLC de tamafio de exclusién
en una columna Superdex 200 HR 10/30 como se describe por Raut y Gaffney (1996, Fibrinolysis 10 (Suppl. 4):1-
26, Abstract No 39). La construccién purificada luego se probard para la actividad inhibidora de plasmina por ELISA
utilizando el sustrato cromogénico S-2251.

A través de esta especificacion el objetivo ha sido describir las realizaciones preferidas de la invencién sin limitar
la invencidn en una realizacién cualquiera o recoleccidn especifica de caracteristicas. Aquellos expertos en la técnica
por lo tanto apreciardn que, en claridad de la presente descripcion, se pueden hacer varia modificaciones y cambios en
las realizaciones particulares ejemplificadas sin apartarse del alcance de la presente invencién. Tales modificaciones y
cambios estdn destinados a ser incluidos dentro del alcance de las reivindicaciones adjuntas.

Titulos de las tablas

Tabla 1. Sustituciones de aminodcido conservadoras
Tabla 2. Aminodcidos no convencionales para la generacién de péptidos modificados.
Tabla 3. Resumen de constantes inhibidoras. Ki para medicién de TxIn S-100 Pool utilizando el Programa

de andlisis Enzfitter, utilizando la concentracién de plasmina 0.5 nM, es 0. 15 mM (n = 6). *Los
datos obtenidos se denotan del trabajo previo (Willmott et al., 1995, supra) cuando se utiliza la
concentracion de plasmina para determinar Ki para aprotinina es 0.5 nM.

Tabla 4. Modelo de sangrado de cola de ratén - determinacién de la pérdida de sangre. Se muestra la pérdida
de sangre en los ratones tratados con aprotinina y las dos formas de TxIn (1 y 2) comparado con un
grupo de control de solucién salina, aunque también se da la reduccién del porcentaje en la pérdida
de sangre.
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REIVINDICACIONES

Una preparacion sustancialmente pura de un inhibidor de plasmina caracterizado porque este es un inhibidor

competitivo de Unica etapa de plasmina y comprende la secuencia de aminodcido ECESTCAA, en donde el inhibidor

de pla

smina tiene la férmula general:

KDZPZYCZLBBZBGRCDOOMBXRYRIPSFA YXBZZZZCHZFB YGGEXBNANNEXTX
BECESTCAA,

en donde:

X
¥

A

es cualquier aminodacido;
es un aminoacido hidréfobo;

es un aminodacido aromatico o histidina;

ZesK,R,H,D,E,QoN;y

B es un aminodcido neutro, o P, A, G, S, T, VoL, y

en
2.
3.

9.
10

11.
12.
13.
14.
15.
16.

17

18.
19.
20.
21.
22.

donde X en la posicién 19 es R.
El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 3 es H o R.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la Z en la posicién 5 es K, N, E o D.

. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Y en la posicién 6 es F o L.
. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 8 es E o K.
. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posicién 10 es P o L.
. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posicién 11 es P o A.

. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 12 es E o D.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posicién 13 es T o I.

. El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la X en la posicién 15 es P, S o R.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la Z en la posicién 17 es K, N, E, D o R.
El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la X en la posicion 18 es D, G, Ao V.
El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la X en la posicion 20 es T, P, Fo L.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la B en la posicién 21 es G, V o P.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la X en la posicién 22 es A, S o R.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la A en la posicién 24 es Y o H.

. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la X en la posicién 26 es S o N.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posicién 27 es P, Ao T.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 28 puede ser D o R.
El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 1, en donde la Z en la posicién 29 es E, D, H 0 Q.
El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 30 es H, K, R 0 Q.

El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 31 es K, Q o E.
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23. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posicién 33 es L o I.

24. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la Z en la posicién 34 es E o K.
25. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posiciéon 36 es L o L.

26. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la X en la posicién 41 es E, G o K.
27. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la B en la posicién 42 es C o G.
28. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la X en la posicion 48 es K, N o L.
29. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, en donde la X en la posicion 50 es K, Q o L.

30. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 1, que comprende adicionalmente la secuencia de aminodcido
NANNF.

31. El inhibidor de plasmina de las reivindicaciones 1 o 30, que comprende adicionalmente la secuencia de ami-
nodcido YGGC.

32. El inhibidor de plasmina de las reivindicaciones 30 o 31 que comprende un polipéptido seleccionado del grupo
que consiste de:

(a) SEQ ID NO:2
(b) SEQ ID NO:4

(c) un fragmento biolégicamente activo de una cualquiera de la SEQ ID NO:2 o 4, que comprende por lo menos
15 aminodcidos contiguos de la SEQ ID NO:2 o 4 y que retiene la inhibicién competitiva de tnica etapa de plasmina;

y

(d) un polipéptido que tiene por lo menos 90% de identidad para la secuencia establecida en la SEQ ID NO: 2, o
4,y que retiene la inhibicién competitiva de Unica etapa de plasmina.

33. El inhibidor de plasmina de la reivindicacion 32, en donde el polipéptido comprende por lo menos 15 aminoa-
cidos contiguos que retienen la inhibicion competitiva de tinica etapa de plasmina y un péptido lider que comprende
la secuencia SEQ ID NO: 14, o un fragmento biolégicamente activo del mismo.

34. El inhibidor de plasmina de la reivindicacién 33, en donde el polipéptido se selecciona del grupo que consiste
de SEQ ID NO:16 y SEQ ID NO:18.

35. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 caracterizado adicionalmente porque
este tiene una constante de disociacién para plasmina en el rango de 1x107® M~ a 1x107'1 M1,

36. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 caracterizado adicionalmente porque
este tiene una constante de disociacién para plasmina en el rango de 5 x 107 M~ a 8x10™° M.

37. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 caracterizado adicionalmente porque
este tiene una constante de disociacién para plasmina en el rango de 1x10™° M a 5x10™° M.

38. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 caracterizado adicionalmente porque
este tiene una constante de velocidad de disociacién para plasmina en el rango de 4x107° seg™ M™! a 5x1077 seg™
M

39. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 caracterizado adicionalmente porque
este tiene una constante de velocidad de disociacién para plasmina en el rango de 1x107° seg™ M~ a 1x1077 seg™
M

40. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 caracterizado adicionalmente porque
este tiene una constante de velocidad de disociacién para plasmina en el rango de 2x107° seg™ M~ a 9x107° seg™
M.

41. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40 en donde por lo menos 60% del
material total en la preparacion es el inhibidor de plasmina.

42. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40 en donde por lo menos 75% del
material total en la preparacion es el inhibidor de plasmina.
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43. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40 en donde por lo menos 90% del
material total en la preparacion es el inhibidor de plasmina.

44. El inhibidor de plasmina de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 40 en donde por lo menos 95% del
material total en la preparacion es el inhibidor de plasmina.

45. Un polinucledtido aislado que codifica el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34.
46. El polinucledtido aislado de la reivindicacion 45 seleccionado del grupo que consiste de:

(a) SEQ ID NO:1;

(b) SEQID NO:3; y

(c) un polinucléotido que hibrida bajo condiciones exigentes a cualquiera de las secuencias de polinucledtido
anteriores y que codifica un polipéptido que retiene la inhibicién competitiva de tnica etapa de plasmina.

47. El polinucleétido de la reivindicacidén 46 que comprende adicionalmente una secuencia de nucleétido que
codifica un péptido lider.

48. El polinucleétido de la reivindicacion 47, en donde la secuencia de nucleétido comprende la secuencia SEQ ID
NO:13 o un polinucléotido que hibrida bajo condiciones exigentes a la secuencia anterior y que codifica un polipéptido
que retiene la inhibicién competitiva de tinica etapa de plasmina.

49. El polinucleétido de la reivindicacién 47, en donde dicho polinucleétido se selecciona del grupo que consiste
de SEQ ID NO: 15, SEQ ID NO:17 y SEQ ID NO:43.

50. Una composicion farmacéutica para aliviar la pérdida de sangre en un paciente, dicha composicién comprende
el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 y un portador farmacéuticamente aceptable.

51. Uso del polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34, formulado opcionalmente con un portador
farmacéuticamente aceptable, en la fabricacion de un medicamento para aliviar la pérdida de sangre.

52. Un agente antineoplésico que comprende el polipéptido de una cualquiera de las reivindicaciones 1 a 34 con-
jugado con un anticuerpo antifibrina.
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Txdn 1

MSSGGLLLLLGLLTLWEVLTPVSSKDRPDFCELPADTGPCRVR
FPSFYYNPDEKK CLEFTYGGCEGNANNFITKEECESTCAA

Txin 1

ATGTCTTCTGGAGGTCTTCTTCTCCTGCTGGGACTCCTCACC
CTCTGGGAGATGCTGACCCCCGTCTCCAGCAAGGACCATCCGCGATTICTG
TGAACTGCCTGCTGACACCGGACCATGTAGAGTCAGATTCCCATCCTICT
ACTACAACCCAGATGAAAAAAAGTGCCTAGAGTTTATTTATGGTGGATG
CGAAGGGAATGCTAACAATTITATCACCAAAGAGGAATGCGAAAGCACC
TGTGCTGCCTGA

Txlo 2

MSSGGLLLLLGLLTLWEVLTPVSSKDRPELCELPPDTGPCRVR
FPSFYYNPDEQK CLEFTY GGCEGNANNFITKEBCESTCAA

Tsln 2

ATGTCTTCTGGAGGTCTTCTTCTCCTGCTGGGACTCCTCACC
CTCTGGGAGGTGCTGACCCCCGTCTCCAGCAAGGACCGTCCAGAGTTGTG
TGAACTGCCTOCTGACACCGGACCATGTAGAGTCAGATTCCCATCCTTCT
ACTACAACCCAGATGAACAAAAATGCCTAGAGTTTATTTATGGTGGATG
OGAAGGGAATGCTAACAATTTTATCACCAAAGAGGAATGOGAAAGCACC
TGTGCTGCCTGA

FIG. 10
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Txin 3

MISGGLLLLLGLLTLWEVLTPVSSKDRPNFCKLPAETGRCNAK
IPRFYYNPRQHQCIEFLYGGCGGNANNFKTIKECESTCAA

Ticn 3

ATGTCTTCTGGAGGTCTTCITCTCCTGCTGGGACTCCTCACC
CTCTGOAAGGTGCTGACCCCCATCTCCAGCAAGGACCGTCCAAATTTICTG
TAAACTGCCTGCTGAAACCGGACGATGTAATOCCAAAATCCCACGCTTCT
ACTACAACCCACGTCAACATCAATGCATAGAGTTTCTCTATGGTGGATGC

GGAGGGAATGCTAACAATTTTAAGACCATTAAGGAATGCGAAAGCACCT
GTGCTGCATGA

Txin 4
MSSGGLLLLLGLLTLWEVLTPVSSKDHPKFCELPADTGSCKGN
PVRFYYNADHHQCLEFIYGGCOGGNANNFKTIEECKSTCAA

Tx-4n

ATGTCTTCTGGAGGTCTTCTTICTCCTGCTGGGACTCCTCACC
CTCTGGGAGGTGCTGACCCCOGTCTCCAGCAAGGACCATCCAAAATTCTG
TGAACTCCCTGCTGAAACCGGATCATGTAAAGGCAACGTCCCACGCTTCT
ACTACAACGCAGATCATCATCAATGCCTAAAATTTATTTATGGTGGATGT
GGAGGGAATGCTAACAATTTTAAGACCATAGAGGAAGGCAAAAGCACCT
GTGCTGCCTGA

FIG. 10 Contin ﬁ_a.
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Tan S
MSSGGLLULLGLL TLWEVLTPVSSKDRPKFCELLPDTGSCEDF
TGAFHYSTRDRECIEFTYGGCGCNANNFITKEECESTCAA

Ixin s

ATGTCTTCTOGAGGTCTTCTICTCCTGCTGGGACTCCTCACC
CTCTGGGAGGTGCTGACCCCCGTCTCCAGCAAGGACCOTCCAAAATTCIG
TGAACTGCTTCCTGACACCGGATCATGTGAAGACTTTACCOGAGCCTTCC
ACTACAGCACACGTGATCGTGAATGCATAGAGTTTATTTATGGTGGATGC
GGAGGGAATGCTAACAATTITATCACCAAAGAGGAATGCGAAAGCACCT
GTGCTGCCTGA

Txin 6 ‘
MSSGGLLLLLGLLTLWEVLTPVSSKDRPKFCELPADIGPCDDF
TGAFHYSPREHE CIEFTY GGCKGNANNFNTQEECESTCAA

Ixin 6

ATGTCTTCTGGAGGTCTTCTTCTCCTGCTGGGACTCCTCACC
CTCTGGGAGGTGCTGACCCCCGTCTOCAGCAAGGACCGTCCAAAGTTCTG
TGAACTGCCTGCTGACATCAGACCATGGGATGACTTTACCGGAGCCTTCC
ACTACAGCCCACGTGAACATGAATGCATAGAGTITATTTATGGTGGATGC
AAAGGGAATGCTAACAACTTTAATACCCAAGAGCAATGCGAAAGCACCT
GTGCTGCCTGA

FIG. 10 cContinta.
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<110> La Universidad de Queensland
Instituto Nacional de Estdndares Bioldgicos y Control

ES 2332249 T3

LISTA DE SECUENCIAS

<120> Agentes anti-fibrinoliticos novedosos

<130> Textilinans

<140> PCT/AU99/0XXX
<141> 1999-05-10

<150> AU PP3450
<151> 1999-05-11

<160> 44
<170> PatentIn Ver. 2.0

<210> 1

<211> 180

<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(180)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (1)..(180)

<400> 1

aag
Lys
1

gac cgt

Arg

aga
Arg

gtc
Val

aga
Arg

ttt
Phe
35

cta
Leu

gag
Glu

acc
Thr

aaa
Lys
50

gag
Glu

<210>2

<211> 59

<212> PRT

<213> Pseudonaja textilis

ccg
Pro

ttc
Phe
20

att
Ile

gaa
Glu

gat
Asp

cca
Pro

tat
Tyr

tgc
Cys

tte
Phe

tcc
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

tgt
Cys

gaa
Glu

ctg
Leu

cct gct
Pro Ala
10

ttc
Phe

tac
Tyr

tac
Tyr
25

aac cca
Asn Pro

tgc
Cys
40

ggg aat
Gly Asn

gga
Gly

gaa
Glu

acc
Thr

agc
Ser
55

tgt
Cys

gct gcc
Ala Ala

gac

gat
Asp

gct
Ala

tga

60

acc
Thr

gaa
Glu

aac
Asn
45

gga
Gly

aaa
Lys
30

aat
Asn

cca
Pro
15

aag
Lys

ttt
Phe

tgt
Cys

tgc
Cys

atc
Ile

48

96

144

180
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<400> 2

Lys Asp Arg

1

Arg Val Arg
Leu Glu Phe
35

Thr Lys Glu
50

<210>3
<211> 180
<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(180)

<220>

<221> mat_peptide

<222> (1)..(180)

<400> 3

aag gac
Lys Asp
1

aga gtc
Arg Val

cta gag
Leu Glu

acc aaa
Thr Lys
50

<210> 4
<211> 59
<212> PRT

cgt
Arg

aga
Arg

ttt
Phe
35

gag
Glu

cca
Pro

ttc
Phe
20

att
Ile

gaa
Glu

<213> Pseudonaja textilis

20

gag
Glu

cca
Pro

tat
Tyr

tgc
Cys

5

ttg
Leu

tcc
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

ES 2332249 T3

Pro Asp Phe Cys

Phe Pro Ser Phe

Ile Tyr Gly Gly

Glu Cys Glu Ser

tgt
Cys

ttc
Phe

gga
Gly

agc
Ser
55

55

gaa
Glu

tac
Tyr

tgc
Cys
40

acc
Thr

Glu

Tyr

Cys

Thx

40

ctg
Leu

tac
Tyr
25

gaa

Glu

tgt
Cys

Leu Pro Ala

Tyr Asn Pro

25

Glu Gly Asn

cct
Pro
10

aac
Asn

gag99
Gly

gct
Ala

10

Cys Ala Ala

cct gac
Pro Asp

cca gat
Pro Asp

aat gct
Asn Ala

gcc tga
Ala
60

acc
Thr

gaa
Glu

aac
Asn
45

45

gga
Gly

caa
Gln
30

aat
Asn

30

cca
Pro
15

aaa
Lys

tte
Phe

Asp Thr Gly Pro Cys

15

Asp Glu Lys Lys Cys

Ala Asn Asn Phe Ile

tgt
Cys

tgc
Cys

atc
Ile

48

96

144
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30

cga
Arg
15

caa
Gln

ttt
Phe

15

tgt
Cys

tge
Cys

aag
Lys

48

96

144

180

<400> 4
Lys Asp Arg Pro Glu Leu Cys Glu Leu Pro Pro Asp Thr Gly Pro Cys
1 ‘5 10
Arg Val Arg Phe Pro Ser Phe Tyr Tyr Asn Pro Asp Glu Gln Lys Cys
20 25
Leu Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Glu Gly Asn Ala Asn Asn Phe Ile
35 40 45
Thr Lys Glu Glu Cys Glu Ser Thr Cys Ala Ala
50 55
<210>5
<211> 180
<212> ADN
<213> Pseudonaja textilis
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(180)
<220>
<221> mat_peptide
<222> (1)..(180)
<400> 5
aag gac cgt cca aat ttc tgt aaa ctg cct gct gaa acc gga
Lys Asp Arg Pro Asn Phe Cys Lys Leu Pro Ala Glu Thr Gly
1 5 10
aat gcc aaa atc cca cge ttc tac tac aac cca cgt caa cat
Asn Ala Lys Ile Pro Arg Phe Tyr Tyr Asn Pro Arg Gln His
20 25 30
ata gag ttt ctc tat ggt gga tgc gga ggg aat gct aac aat
Ile Glu Phe Leu Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ala Asn Asn
35 40 45
acc att aag gaa tgc gaa agc acc tgt gct geca tga
Thr Ile Lys Glu Cys Glu Ser Thr Cys Ala Ala
50 55 60
<210> 6
<211> 59
<212> PRT

<213> Pseudonaja textilis



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

<400> 6
Lys Asp Arg Pro Asn Phe Cys Lys Leu Pro Ala Glu Thr Gly Arg Cys
1 5 10
Asn Ala Lys Ile Pro Arg Phe Tyr Tyr Asn Pro Arg Gln His Gln Cys
20 25
Ile Glu Phe Leu Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ala Asn Asn Phe Lys
35 40 45
Thr Ile Lys Glu Cys Glu Ser Thr Cys Ala Ala
50 55
<210>7
<211> 180
<212> ADN
<213> Pseudonaja textilis
<220>
<221> CDS
<222> (1)..(180)
<220>
<221> mat_peptide
<222> (1)..(180)
<400> 7
aag gac cat cca aaa ttc tgt gaa ctc cct gct gaa acc gga
Lys Asp His Pro Lys Phe Cys Glu Leu Pro Ala Glu Thr Gly
1 5 10
aaa ggc aac gtc cca cgc ttc tac tac aac gca gat cat cat
Lys Gly Asn Val Pro Arg Phe Tyr Tyr Asn Ala Asp His His
20 25 30
cta aaa ttt att tat ggt gga tgt gga ggg aat gct aac aat
Leu Lys Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Gly Gly Asn Ala Asn Asn
35 40 45
acc ata gag gaa ggc aaa agc acc tgt gct gcc tga
Thr Ile Glu Glu Gly Lys Ser Thr Cys Ala Ala

50

<210> 8
<211> 59
<212> PRT

<213> Pseudonaja textilis

ES 2332249 T3

55

60

30

tca
Ser
15

caa

Gln

ttt
Phe

15

tgt
Cys

tgc
Cys

aag
Lys

48

96

144

180
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<400> 8

<210>9

Lys Asp His
1

Lys Gly Asn
Leu Lys Phe
35

Thr Ile Glu
50

<211> 180
<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>

<221> CDS
<222> (1)..(180)

<220>

<221> mat_peptide

<222> (1).

<400> 9

aag
Lys
1

gaa
Glu

ata
Ile

acc
Thr

<210> 10
<211> 59

. (180)

gac cgt cca
Asp Arg Pro

éac ttt acc
Asp Phe Thr
20

gag ttt att
Glu Phe Ile
35

aaa gag gaa
Lys Glu Glu
50

<212> PRT
<213> Pseudonaja textilis

ES 2332249 T3

Pro Lys Phe Cys

5

Val Pro Arg Phe

20

Ile Tyr Gly Gly

Glu Gly Lys Ser

aaa
Lys

gga
Gly

tat
Tyr

tgc
Cys

ttec
Phe

gcc
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu

tgt
Cys

tte
Phe

gga
Gly

agc
Ser
55

55

gaa
Glu

cac
His

tgc
Cys
40

acce
Thr

Glu
Tyr
Cys

40

Thr

ctg
Leu

tac
Tyxr
25

gga
Gly

tgt
Cys

Leu Pro Ala Glu Thr Gly Ser Cys

10

15

Tyr Asn Ala Asp His His Gln Cys

25

30

Gly Gly Asn Ala Asn Asn Phe Lys

Cys Ala Ala

ctt
Leu
10

agc

Ser

999
Gly

gct
Ala

cct
Pro

aca
Thr

aat
Asn

gee
Ala

gac

cgt
Arg

gct
Ala

tga

60

acc
Thr

gat
Asp

aac
Asn
45

45

gga
Gly

cgt
Arg
30

aat
Asn

tca
Ser
15

gaa
Glu

ttt
Phe

tgt
Cys

tgc
Cys

atc
Ile

48

96

144

180
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<400> 10

Lys Asp Arg Pro
1

Glu Asp Phe Thr
20

Ile Glu Phe Ile
35

Thr Lys Glu Glu
50

<210> 11
<211> 180
<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(180)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (1)..(180)

<400> 11

aag gac cgt cca aag
Lys Asp Arg Pro Lys
1 5

gat gac ttt acc gga
Asp Asp Phe Thr Gly
20

ata gag ttt att tat

Ile Glu Phe Ile Tyr
35

acc caa gag caa tgc
Thr Gln Glu Gln Cys
50

<210> 12
<211> 59
<212> PRT

<213> Pseudonaja textilis

Lys Phe

Gly Ala

Tyr Gly

Cys Glu

tte
Phe

gcc
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu

tgt
Cys

ttc
Phe

gga
Gly

agc
Ser
55

ES 2332249 T3

Cys

Phe

Gly

Ser
55

gaa
Glu

cac
His

tgc
Cys
40

acc
Thr

Glu Leu Leu Pro Asp Thr Gly Ser Cys

10

15

His Tyr Ser Thr Arg Asp Arg Glu Cys
25

30

Cys Gly Gly Asn Ala Asn Asn Phe Ile
40

Thr Cys Ala Ala

ctg
Leu

tac
Tyr
25

aaa

Lys

tgt
Cys

cct
Pro
10

agc

Ser

999
Gly

gct
Ala

gct gac
Ala Asp

cca cgt
Pro Arg

aat gct
Asn Ala

gcc tga
Ala
60

atc
Ile

gaa
Glu

aac

Asn
45

45

gga
Gly

cat
His
30
aac
Asn

cca
Pro
15

gaa
Glu

ttt
Phe

tgg
Trp

tgc
Cys

aat
Asn

48

96

144

180
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ES 2332249 T3

<400> 12

Lys Asp Arg Pro Lys Phe Cys Glu Leu Pro Ala Asp Ile Gly Pro Trp
1 5 10 15

Asp Asp Phe Thr Gly Ala Phe His Tyr Ser Pro Arg Glu His Glu Cys
20 25 30

Ile Glu Phe Ile Tyr Gly Gly Cys Lys Gly Asn Ala Asn Asn Phe Asn
35 40 45

Thr Gln Glu Gln Cys Glu Ser Thr Cys Ala Ala
50 55
<210> 13
<211>172
<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(72)

<400> 13

atg tct tct gga ggt ctt ctt ctc ctg ctg gga ctc ctc acc ctc tgg 48
Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Thr Leu Trp
1 5 10 15

gag gtg ctg acc ccc gtec tece agce 72
Glu Val Leu Thr Pro Val Ser Ser
20
<210> 14
<211>24
<212> PRT
<213> Pseudonaja textilis

<400> 14

Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Thr Leu Trp
1 S 10 15

Glu Val Leu Thr Pro Val Ser Ser
20
<210> 15
<211> 252
<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis
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<220>

<221> CDS

<222> (1)..(252)

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

<220>

<221> mat_peptide
<222> (73)..(252)

<400> 15

atg
Met

gag
Glu

ctg
Leu

tac
Tyr
25

gaa

Glu

tgt
Cys

<210> 16
<211> 83

tct
Ser

gtg
Val

cct
Pro
10

aac

Asn

999
Gly

gct
Ala

<212> PRT
<213> Pseudonaja textilis

<400> 16

1

tct
Ser

ctg
Leu

gct
Ala

cca
Pro

aat
Asn

gcc
Ala

gga
Gly

acc
Thr

gac
Asp

gat
Asp

gct
Ala

tga

60

ggt
Gly
-20

ccc
Pro

acc
Thr

gaa
Glu

aac
Asn
45

ctt
Leu

gtc
Val

gga
Gly

aaa
Lys
30

aat
Asn

5

ES 2332249 T3

ctt
Leu

tcc
Ser

cca
Pro
15

aag

Lys

ttt
Phe

ctc
Leu

agc
Ser
-1

tgt
Cys

tgc
Cys

atc
Jle

ctg
Leu

aag
Lys

aga
Arg

cta
Leu

acc
Thr

ctg
Leu
-15

gac

gtc
Val

gag
Glu

aaa
Lys
50

gga
Gly

cgt
Arg

aga
Arg

ttt
Phe
35

gag
Glu

10

cte
Leu

ccg
Pro

ttc
Phe
20

att
Ile

gaa
Glu

ctc
Leu

gat
Asp

cca
Pro

tat
Tyr

tgc
Cys

acc
Thr

tte
Phe

tcc
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

ctc
Leu
-10

tgt
Cys

ttc
Phe

gga
Gly

agc
Ser
55

tgg
Trp

gaa
Glu

tac
Tyr

tgc
Cys
40

acc
Thr

15

48

96

144

192

240

252

Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Thr Leu Trp

Glu Val Leu Thr Pro Val Ser Ser Lys Asp Arg Pro Asp Phe Cys Glu

20

25

30
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Leu Pro Ala
35

Tyr Asn Pro
50

Glu Gly Asn
65

Cys Ala Ala

<210> 17

<211> 252

<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(252)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (73)..(252)

<400> 17

tect
Ser

tect
Sexr

atg
Met

gga
Gly

ctg
Leu

acc
Thr
-5

gtg
Vval

gag
Glu

cect
FPro
10

cect
Pro

ctg
Leu

gac
Asp

tac
Tyr
25

aac
Asn

cca
Pro

gat
Asp

aat
Asn

gaa
Glu

a99
Gly

gct
Ala

tgt
Cys

get
Ala

gcc
Ala

tga

60

<210> 18
<211> 83

Asp Thr Gly Pro

Asp Glu Lys Lys

Ala Asn Asn Phe

ggt
Gly
-20

cee
Pro

ace
Thx

gaa
Glu

aac
Asn
45

ctt
Leu

gte
Val

gga
Gly

caa
Gln
30

aat
Asn

70

ctt
Leu

tce
Ser

cca
Pro
15

aaa

Lys

ttt
Phe

ES 2332249 T3

40

55

cte
Leu

ctyg
Leu

ctg
Leu
-15

gga
Gly

agc aag
Ser Lys
-1 1

gac
Asp

cgt
Arg

tgt
Cys

aga
Arg

gtc
Val

aga
Arg

tgc
Cys

ttt
Phe
35

cta
Leu

gag
Glu

atc
Ile

acc
Thr

aaa
Lys
50

gag
Glu

75

cte
Leu

cca
Pro

tte
Phe
20

att
Ile

gaa
Glu

60

ctc
Leu

gag
Glu

cca
Pro

tat
Tyr

tgc
Cys

Cys Arg Val Arg Phe Pro

45

Cys Leu Glu Phe Ile Tyx

Ile Thr Lys Glu Glu Cys

acce
Thr

ttg
Leu

tee
Ser

ggt
Gly

gaa
Glu

Ser Phe Tyr

Gly Gly Cys

Glu Ser Thr

ctc
Leu
-10

tgt
Cys

tte
Phe

gga
Gly

agce
Ser
55

tgg
Trp

gaa
Glu

tac
Tyr

tgc
Cys
40

acc
Thr

80

48

96

144

192

240

252
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<212> PRT
<213> Pseudonaja textilis

<400> 18

ES 2332249 T3

Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Thr

1

Glu Val Leu Thr
20

Leu Pro Pro Asp
35

Tyr Asn Pro Asp
50

Glu Gly Asn Ala
65

Cys Ala Ala

<210> 19

<211> 252

<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(252)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (73)..(252)

5

Pro Val

Thr Gly Pro Cys Arg

Glu Gln Lys Cys Leu

Ser Ser Lys

55

40

25

Asn Asn Phe Ile Thr

70

10

10

Asp Arg

Val Arg

Glu Phe

Lys Glu
75

Pro Glu
Phe Pro
45

Ile Tyr
60

Glu Cys

Leu
30

Ser

Leu
15

Cys

Phe

Trp

Glu

Tyr

Gly Gly Cys

Glu

Ser

Thr
80
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35

40

45

50

55

60

<400> 19

atg
Met

gag
Glu

ctg
Leu

tac
Tyr
25

gga
Gly

tgt

tct
Ser

gtg
Val

cct
Pro
10

aac
Asn

999
Gly

gct

tct
Ser

ctg
Leu

gct
Ala

cca
Pro

aat
Asn

gca

gga
Gly

acc
Thr

gaa
Glu

cgt
Arg

gct
Ala

tga

Cys Ala Ala

<210> 20
<211> 83

<212> PRT
<213> Pseudonaja textilis

<400> 20

<210> 21

Met Ser Ser

1

ggt
Gly
-20

cce
Pro

accec
Thr

caa
Gln

aac
Asn
45

60

Gly

Glu Val Leu Thr

Leu Pro Ala

35

Tyr Asn Pro

50

20

Glu

Arg

Gly Gly Asn Ala

65

Cys Ala Ala

<211> 252

ctt
Leu

gtc
Val

gga
Gly

cat
His
30

aat
Asn

Gly

5
Pro
Thr

Gln

Asn

ES 2332249 T3

ctt
Leu

tcc
Ser

cga
Axrg
15

caa
Gln

ttt
Phe

Leu

Val

ctc
Leu

agc
Ser

-1
tgt
Cys

tgc
Cys

aag
Lys

Leu

Ser

ctg ctg gga
Leu Leu Gly

aag
Lys

aat
Asn

ata
Ile

-15

gac cgt
Asp Arg

gcc aaa
Ala Lys

gag ttt
Glu Phe
35

acc att aag
Thr Ile Lys

Leu Leu Leu Gly Leu

Ser

Gly Arg Cys

His

Asn
70

Gln
55

Phe

40

Cys

Lys

Asn Ala Lys

11

50

10

Lys Asp Arg Pro

25

Ile Glu Phe

Thr Ile Lys

ctc
Leu

cca
Pro

atc
Ile
20

cte
Leu

gaa
Glu

75

Ile

Leu

Glu

ctc
Leu

aat
Asn

cca
Pro

tat
Tyr

tgc
Cys

60

Leu

Pro

Tyr

Cys

acc
Thr

ttc
Phe

cgce
Arg

ggt
Gly

gaa
Glu

Asn Phe

45

Thr

Arg

Glu

ctc
Leu
-10

tgt
Cys

ttc
Phe

gga
Gly

age
Ser
55

30

Leu

Cys

Phe

Ser

tgg
Trp

aaa
Lys

tac
Tyr

tgc
Cys
40

acc
Thr

15

Trp

Lys

Tyr

Gly Gly Cys

Thr

80

48

96

144

192

240

252
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<212> ADN
<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS

<222> (1)..(252)

<220>

<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

<220>

<221> mat_peptide

<222> (73)..(252)

<400> 21

atg
Met

gag
Glu

ctc
Leu

tac

tct
Ser

gtg
Val

cct
Pro
10

aac

tct
Ser

ctg
Leu

gect
Ala

gca

Tyr Asn Ala

25

gga ggg aat
Gly Gly Asn

tgt gct gcc
Cys Ala Ala

<210> 22
<211> 83
<212> PRT

gga ggt ctt
Gly Gly Leu
-20

acc ccc gte
Thr Pro Val

gaa acc gga
Glu Thr Gly

gat cat cat

Asp His His
30

gct aac aat

Ala Asn Asn
45

tga

60

<213> Pseudonaja textilis

ES 2332249 T3

ctt
Leu

tcc
Ser

tca
Ser
15

caa

cte
Leu

agc
Ser

tgt
Cys

tgce

ctg
Leu

aag
Lys

aaa
Lys

cta

ctg
Leu
-15

gac
Asp

ggc
Gly

aaa

Gln Cys Leu Lys

ttt aag acc ata
Phe Lys Thr Ile

12

50

gga
Gly

cat
His

aac
Asn

ttt

Phe
35

gag
Glu

ctc ctc
Leu Leu

cca aaa
Pro Lys

gtc cca
Val Pro
20

att tat

Ile Tyr

gaa ggc
Glu Gly

acc
Thr

ttc
Phe

cgc
Arg

ggt

Gly

aaa
Lys

ctc
Leu
-10

tgt
Cys

tte
Phe

gga

Gly

agc
Ser
55

tgg
Trp

gaa
Glu

tac
Tyr

tgt

Cys
40

acc
Thr

48

96

144

192

240

252
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<400> 22

ES 2332249 T3

Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu

1

Glu Val Leu Thr Pro Val Ser Ser
20

Leu Pro Ala Glu Thr Gly Ser Cys

35

40

Tyr Asn Ala Asp His His Gln Cys

50

55

Gly Gly Asn Ala Asn Asn Phe Lys

65

Cys Ala Ala

<210> 23

<211>252

<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(252)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (73)..(252)

<400> 23

atg tct tct gga
Met Ser Ser Gly

gag gtg ctg acc

70

Leu Leu Gly Leu

10

Lys Asp His Pro

25

Lys Gly Asn Val

Leu Lys Phe Ile

60

Thr Ile Glu Glu

15

Leu
Lys
Pro

45

Tyr

Gly

Thr Leu Trp

15

Phe Cys Glu

30

Arg Phe Tyr

Gly Gly Cys

Lys Ser Thr

ggt ctt ctt ctc ctg ctg gga ctc ctc acc ctc tgg
Gly Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu Thr Leu Trp

-20

-15

-10

ccc gtc tcc agc aag gac cgt cca aaa ttc tgt gaa

13

80

48

96
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ES 2332249 T3

Glu Val Leu Thr Pro Val Ser Ser Lys
-5 -1 1

ctg ctt cct gac acc gga teca tgt gaa

Leu Leu Pro Asp Thr Gly Ser Cys Glu

10 15

tac agc aca cgt gat cgt gaa tgc ata
Tyr Ser Thr Arg Asp Arg Glu Cys Ile
25 30

gga ggg aat gct aac aat ttt atc acc

Gly Gly Asn Ala Asn Asn Phe Ile Thr
45
tgt get gee tga
Cys Ala Ala
60

<210> 24
<211> 83
<212> PRT

<213> Pseudonaja textilis

<400> 24

Asp Arg Pro

gac ttt acc

Asp Phe Thr

20

gag ttt att
Glu Phe Ile
35

50

Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu Leu

1 5

Glu Val Leu Thr Pro Val Ser Ser
20

Leu Leu Pro Asp Thr Gly Ser Cys
35 40

Tyr Ser Thr Arg Asp Arg Glu Cys
50 55

Gly Gly Asn Ala Asn Asn Phe Ile
65 70

Cys Ala Ala

<210> 25

<211> 252

<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (1)..(252)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (1)..(72)

14

Lys
25
Glu

Ile

Thr

Leu

10
Asp
Asp

Glu

Lys

aaa gag gaa
Lys Glu Glu

Gly Leu

Arg Pro

Phe Thr

Phe Ile

Glu Glu

75

Lys

gga
Gly

tat
Tyr

tgc
Cys

60

Phe Cys Glu

gcc ttc cac
Ala Phe His

ggt gga tgc
Gly Gly Cys

40

gaa agc acc
Glu Ser Thr
55

Leu Thr

Lys Phe

30

Gly Ala

45

Tyr Gly

Cys Glu

Leu Trp

15

Cys Glu

Phe His

Gly Cys

Ser Thr

80

144

192

240

252
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<220>

<221> mat_peptide
<222> (73)..(252)

<400> 25

atg
Met

gag
Glu

ctg
Leu

tac
Tyr
25

aaa

Lys

tgt
Cys

<210> 26
<211> 83

tct
Ser

gtg
Val

cct
Pro
10

agc

Ser

g99
Gly

gct
Ala

<212> PRT
<213> Pseudonaja textilis

<400> 26

Met

Glu

Leu

Tyr

Lys

65

Cys

<210> 27
<211>24

1

<212> ADN
<213> Secuencia Artificial

tect
Ser

ctg
Leu

gct
Ala

cca
Pro

aat
Asn

gcc
Ala

Ser Ser

Val Leu

Pro Ala
35

Ser Pro
50

Gly Asn

gga
Gly

acc
Thr

gac
Asp

cgt
Arg

gct
Ala

tga

60

Ala Ala

Asp

Arg

Ala

ggt
Gly
-20

cece
Pro

atce
Ile

gaa
Glu

aac
Asn
45

Thr Pro

20

Ile

Glu

Asn

ctt
Leu

gtc
Val

gga
Gly

cat
His
30

aac
Asn

Gly Gly Leu

5

Val

His

ES 2332249 T3

ctt
Leu

tce
Ser

cca
Pro
15

gaa
Glu

ttt
Phe

70

cte
Leu

agc
Ser
-1

tgg
Trp

tgc
Cys

aat
Asn

55

ctg
Leu

aag
Lys

gat
Asp

ata
Ile

acc
Thr

Leu Leu Leu

Ser Ser Lys

Gly Pro Trp Asp

40

Glu Cys Ile

Asn Phe Asn Thr

15

ctg
Leu
-15

gac

Asp

gac
Asp

gag
Glu

caa
Gln
50

25

Leu

Asp

Asp

Glu

Gln

gga
Gly

cgt
Arg

ttt
Phe

ttt
Phe
35

gag
Glu

10

Arg

Phe

Phe

ctc
Leu

cca
Pro

acc
Thr
20

att
Ile

caa
Gln

75

ctc
Leu

aag
Lys

gga
Gly

tat
Tyrx

tgc
Cys

60

acc
Thr

ttec
Phe

gcc
Ala

ggt
Gly

gaa
Glu

45

ctc
Leu
-10

tgt
Cys

ttc
Phe

gga
Gly

agc
Ser
55

Gly Leu Leu Thr Leu

Pro Lys Phe Cys

30

Thr Gly Ala Phe

Ile Tyr Gly Gly

Glu Gln Cys Glu Ser

tagg
Trp

gaa
Glu

cac
His

tgc
Cys
40

acc
Thr

15

Trp

Glu

His

Cys

Thr

80

48

=15

144

132

240

252
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ES 2332249 T3

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador Codificante degenerado

<400> 27
atgaargaya grcchgaryt ngar

<210> 28

<211>18

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador anticodificante degenerado

<400> 28
gtretytert gyteytey

<210> 29

<211> 30

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador delantero especifico de gen para TxInl
<400> 29
atatatggat ccaaggaccg gcctgacttc

<210> 30

<211> 31

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador inverso especifico de gen para TxInl

<400> 30
aacgggaatt ctcagagcca cacgtgcttt ¢

<210> 31

<211> 32

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador inverso especifico de gen para TxIn1
<400> 31

aacgggaatt ctcatgagcc acaggtagac tc
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ES 2332249 T3

<210> 32

<211>45

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador inverso universal largo listo RACE

<400> 32
ctaatacgac tcactatagg gcaagcagtg gtaacaacgc agagt 45

<210> 33

<211> 22

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador inverso universal corto listo RACE

<400> 33
ctaatacgac tcactatagg gc 22

<210> 34

<211>23

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador inverso universal anidado listo RACE

<400> 34
aagcagtggt aacaacgcag agt 23

<210> 35

<211>24

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador delantero especifico de gen TxIn1

<400> 35
atcagcggat ccatgtctgg aggt 24

<210> 36

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

17
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<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador inverso especifico de gen TxInl

<400> 36

tctcetgaat tetcaggeag cacaggt

<210> 37

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador delantero de secuencia de péptido activo TxInl

<400> 37
attataggat ccaaggaccg tccggat

<210> 38

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador delantero de gen para txIn2

<400> 38
attataggat ccaaggaccg tccagag

<210> 39

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcion de Secuencia Artificial: Cebador delantero de gen para TxIn3

<400> 39
aacgtcggat ccaaggaccg tccaaat

<210> 40

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador delantero de gen para TxIn4

<400> 40

aacgtcggat ccaaggacca tccaaaa
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<210> 41

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>
<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador delantero de gen para TxInS

<400> 41
aacgtcggat tcaaggaccg tccaaaa

<210> 42

<211>27

<212> ADN

<213> Secuencia Artificial

<220>

<223> Descripcién de Secuencia Artificial: Cebador delantero de gen para TxIn6
<400> 42
attgtcggat ccaaggacct gccaaag

<210> 43

<211> 408

<212> ADN

<213> Pseudonaja textilis

<220>
<221> CDS
<222> (12)..(191)

<220>
<221> sig_peptide
<222> (12)..(83)

<220>
<221> mat_peptide
<222> (84)..(191)
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<400> 43

ggagcttcat c atg tct tct gga ggt ctt ctt ctc ctg ctg gga ctc ctc

acc
Thr

ttg
Leu

tce
Ser

tatggtggat gcgaagggaa

ctgtgctgce tgaatgagga
agaccctgct tctgccctgg

aattcctttt ctctgcaata

<210> 44
<211> 60

ctc
Leu
~-10

tgt
Cys

ttc
Phe

<212> PRT

<213> Pseudonaja textilis

<400> 44

tgg
Trp

gaa
Glu

tac
Tyr

ES 2332249 T3

Met Ser Ser Gly Gly Leu Leu Leu Leu Leu Gly Leu Leu

gag
Glu

ctg
Leu

tac
Tyr
25

gtg
Val

cct
Pro
10

aac
Asn

Met Ser Ser Gly

Glu Val Leu Thr

-5

Leu Pro Pro Asp

10

Tyr Asn Pro Asp

25

ctg
Leu

cct
Pro

cca
Pro

Gly Leu Leu

-20

Pro Val Ser

Thr Gly Pro

acc
Thr
-5

-20

cce gtc tcc
Pro Val Ser

acc gga cca
Thr Gly Pro
15

gaa caa aaa
Glu Gln Lys
30

tgctaaccaa ttttatcacc

gaccctcctg gattggatcg

accaccctgg acacccttce

Leu Leu
Ser Lys
-1 1

Cys Arg
15

Glu Gln Lys Cys Leu

30

20

S0
-15

agc aag gac cgt cca gag 98
Ser Lys Asp Arg Pro Glu
-1 1 )
tgt aga gtc aga tcc cca 146
Cys Arg Val Arg Ser Pro

20
tgc cta gag ttt att 191
Cys Leu Glu Phe Ile

aagctttggt tccaget

Leu Gly Leu
-15

Asp Arg Pro
Val Arg Ser
20

Glu Phe Ile
35

35

Leu Thr Leu Trp
-10

Glu Leu Cys Glu
5

Pro Ser Phe Tyr

aaagaggaat gcgaaagcac 251

acagttccaa cttgacccaa 311

cccaaacccc accctggact 371

408
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