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REIVINDICACIONES

1. Un polipéptido de activador de plasminégeno tipo uroguinasa
modificado (u-PA), que comprenden modificaciones en un polipéptido de u-PA no
modificado, en donde:
los residuos se numeran por numeracion de quimotripsina;
el polipéptido u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de aminoacidos
establecida en cualquiera de la SEQ ID NO: 8-14, 18-21, 23-25, 28-30, 32,33, 42,
43, 171, 217-219, 221-225, 230, 231, 242, 260-265, 271-273, 275-292, 300,
311, 324-326, 330, 335, 338-341, 369, 370, 382, 398, 399, 401-404, 446, 469,
475, 481, 484, 486, 494-496, 498, 503-505, 507, 509, 511, 513-517, 534, 543,
550-552, 557, 561, 562, 584, 586, 595, 597, 601, 604, 608, 611-621, 623, 624,
627, 628, 633, 645, 647, 648, 650, 653, 656-658, 663-671, 673, 675-690, 693,
694, 696, 697, 701-708, 710, 712-715, 717, 718, 720, 722, 724, 726-729, 731-
738, 740-744, 746, 748-754, 792, 794-802, 818, 821, 822, 824, 830-832, 834,
835, 868, 869, 872-876, 878, 879, 881, 882, 884, 904, 924-926, 949, 950, 957,
958, 972, 973, 975, 977-984, 986, y
cualquiera de estos polipéptidos en los que C122S no esta modificado y es C122C,
por numeracion de quimotripsina.

2. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacién 1, en donde las
modificaciones consisten en modificaciones de aminoacidos que corresponden a
Y40Q/V41R/L97bA/C122S (o] Y40Q/V41R/L97bA o
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/T97al/L97bA/HI9Q/Y149R o
R35Q/H37Y/R37aE/V38E/T39Y/V41R/D60aP/Y60bQ/T97al/L97bA/HI9Q/C122S/Y
149R.

3. El polipéptido de u-PA modificado de las reivindicaciones 1 o 2, en
donde el polipéptido u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de
aminoacidos establecida en cualquiera de las SEQ ID NO: 21 y 18, y cualquiera de
estos polipéptidos en los cuales C122S no esta modificado y permanece como
C122C, segun la numeracién de quimotripsina.

4. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 1, en donde el
polipéptido u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de aminoacidos
establecida en cualquiera de las SEQ ID NO: 18, 21, 23, 24, 25, 28-30, 32, 33,
733-738, 740-742, 744, 746 y 749.
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5. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 1, en donde cada

polipéptido de u-PA modificado comprende la secuencia de residuos de
aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 21 o 987.

6. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las reivindicaciones
1-5, en donde el polipéptido de u-PA modificado comprende la secuencia de
residuos de aminoacidos expuesta en la SEQ ID NO: 18.

7. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las reivindicaciones
1-6 que se conjuga con otra porcidon o polimero, ya sea directamente o mediante
un ligador.

8. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 7 que es una
proteina de fusion.

9. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 7 que esta
PEGilado.

10. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-9 que comprende un polimero que incrementa la semivida en
suero y/o para reducir la inmunogenicidad o ambas.

11 El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 10, en donde el
polimero comprende un polipéptido seleccionado entre poli-D,L-aminoéacidos y la
albumina sérica humana (HSA).

12. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacién 11, en donde
la HSA que comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 991.

13. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacion 10, en donde
la porcién es un dominio de multimerizacién que es un dominio Fc;
en donde el dominio Fc comprende la secuencia expuesta en SEQ ID NO: 50 o SEQ
ID NO: 992.

14. ElI polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-13, en donde el polimero o porcién se enlaza directamente al
polipéptido de u-PA modificado.
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15. El polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las

reivindicaciones 1-14, en donde el polimero o porcién se enlaza mediante un
ligador peptidico al polipéptido de u-PA modificado.

16. El polipéptido de u-PA modificado de la reivindicacién 15, en donde
el ligador comprende Gly y/o Ser,en donde el ligador contiene hasta 20, 30, 40 o
50 residuos de aminoacidos , y en donde el ligador comprende (GS)n o (G)n(S)n
0 (GGS)Nn o (SGG)n o0 (GGSSGG)N o0 (AGS)n, endondenesl1ab,6,7,8,9, 10,
11, 12, 13, 14, 15, 16, 17, 18, 19 0 20 o un ligador que contiene hasta 25 residuos
que contienen unao masde S, G, Ey K.

17. El polipéptido u-PA modificado de la reivindicacion 16, que
comprende la secuencia de residuos de aminoacidos expuesta en cualquiera de
SEQ ID NO: 1001-1003, y 1024-1029 y multimeros de las mismas.

18. Una proteina de fusién, que comprende un polipéptido de u-PA
modificadode cualquiera de las reivindicaciones 1-17 que se fusiona a un
polipéptido de no proteasa o una porcion del mismo.

19. La proteina de fusién de la reivindicacion 18, en donde el polipéptido
de no proteasa es un dominio de multimerizacién o un dominio de transduccion de
proteina (PTD) o un dominio de multimerizacién que es un dominio Fc.

20. La proteina de fusién de la reivindicacion 18 que comprende una
secuencia de activacion de furina,

en donde el sitio de activacion de furina comprende QSGQKTLRRRKR
(SEQ ID NO: 996) 0 QCGQKTLRRRKR (SEQ ID NO: 995) o0 QSGQKTLRRKR (SEQ
ID NO: 1044).

21. Una proteina de fusion, que comprende un polipéptido de u-PA
modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-17, en donde la proteina de
fusion comprende una secuencia de sefial y el polipéptido de u-PA modificado, en
donde la secuencia de sefal es seleccionada de entre 11-2 y u-PA.

22. La proteina de fusion de la reivindicacion 18, en donde el polipéptido
de no proteasa o la porcion del mismo es albumina, o un dominio Fc, o un
anticuerpo de cadena individual u otro fragmento de uniéon a antigeno de un
anticuerpo, o un dominio de unién a acido hialurénico (HABD).
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23. La proteina de fusién de la reivindicacion 22, en donde el polipéptido
de no proteasa o la porcién del mismo es un HABD que es gen 6 estimulado por
factor de necrosis tumoral (TSG-6).

24. La proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1 a 23,
que comprende una secuencia de activacion.

25. La proteina de fusidon de la reivindicacion 24, en donde la secuencia
de activacion comprende una cisteina, y el polipéptido de u-PA modificado
comprende una cisteina libre, por lo que, en la activacion, el polipéptido activado
resultante comprende dos cadenas.

26. La proteina de fusidon de la reivindicacion 24, en donde la secuencia
de activacion es una secuencia de activacion de u-PA o una secuencia de activacion
de furina,
en donde la secuencia de activacion tiene la secuencia expuesta en cualquiera de
SEQ ID NO: 995-998, 1041 y 1044.

27. La proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 18-26,
que comprende una secuencia de activacion, un polipéptido de u-PA modificado y
HSA.

28. Una proteina de fusion de la reivindicacién 18, que comprende la
secuencia de aminoéacidos expuesta en cualquiera de SEQ ID NO: 1004-1019 y
1034-1040.

29. Una proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones 18-28
que es una forma activada de dos cadenas que contiene una cadena A y una
cadena B.

30. La proteina de fusion de la reivindicacion 29, en donde la cadena B
comienza en los residuos I1GG del polipéptido de u-PA modificado y termina en el
extremo C-terminal de la proteina de fusién.

31. La proteina de fusién de la reivindicacién 30, que comprende una
cadena A de residuos 21-178 y una cadena B de residuos 179- al extremo C-
terminal de la proteina con un enlace de disulfuro entre los residuos 168-299.
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32. La proteina de fusién de cualquiera de las reivindicaciones 18-31 que
es una proteina de fusion activada de dos cadenas, que comprende una cadena A
y una cadena B, en donde la cadena A consiste de residuos 21-178 de SEQ ID NO:
1015 y la cadena B consiste de residuos 179-1022; y las cadenas A y B se enlazan
mediante un puente de disulfuro entre C168 y C299 de SEQ ID NO: 1015; o una
cadena A de los residuos 21-178 y una cadena B de los residuos 179 hasta el
extremo C-terminal de la proteina, con un enlace disulfuro entre los residuos
168-299.

33. Una molécula de acido nucleico, que comprende una secuencia de
nucledétidos que codifica para un polipéptido de u-PA modificado o proteina de
fusion de cualquiera de las reivindicaciones 1-32.

34. Un vector, que comprende la molécula de acido nucleico de la
reivindicacién 33, en donde el vector se selecciona de entre un vector procariota
0 un vector eucariota, o un vector viral o un vector de levadura.

35. El vector de la reivindicacion 34 que es un vector de virus de herpes
simple, o un vector de virus de vaccinia, o un vector adenoviral, o un vector viral
adenoasociado, o un vector retroviral, o un vector de insecto.

36. Una célula recombinante aislada o un cultivo celular, que comprende
la molécula de &cido nucleico de la reivindicacion 33 o el vector de cualquiera de
las reivindicaciones 34 y 35, en donde la célula aislada no es una célula vegetal ni
un cigoto humano ni una célula embrionaria.

37. Un kit, que comprende dos composiciones que incluyen:

(a) un polipéptido de u-PA modificado de cualquiera de las
reivindicaciones 1-17 o una proteina de fusion de cualquiera de las reivindicaciones
18-32;y

(b) un segundo agente o agentes, en donde se selecciona de entre
antiinflamatorios o anticoagulantes seleccionados de entre uno o mas de un
farmaco antiinflamatorio no esteroideo (NSAID), antimetabolito, corticosteroide,
analgésico, agente citotdxico, inhibidor de citocina proinflamatoria, citocina
antiinflamatoria, agente de direccionamiento a células B, antigenos T de
direccionamiento a compuestos, bloqueador de moléculas de adhesion,
antagonista de receptor de quimiocina, inhibidor de cinasa, ligando PPAR-y
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(gamma), inhibidor de complemento, heparina, warfarina, acenocumarol,

fenindiona, EDTA, citrato, oxalato, argatroban, lepirudina, bivalirudina y
ximelagatran.

38. La combinacion del polipeptido u-PA modificdo o la proteina de fusiéon
de cualquiera de las reivindicaciones 1-37, en donde el polipéptido de u-PA
modificado comprende la modificacion seleccionada de entre V41R y V38E/V41R.

39. Un método para elaborar un polipéptido de u-PA modificado, que
comprende:

introducir un acido nucleico o vector que codifica para un polipéptido de
cualquiera de las reivindicaciones 1-17 o una proteina de fusién de cualquiera de
las reivindicaciones 18-32 en una célula in vitro, en donde la célula es una célula
no embrionaria;

cultivar la célula bajo condiciones por lo cual se expresa el polipéptido;

aislar el polipéptido expresado.

40. El método de la reivindicacion 39, en donde la célula es una célula
eucariota.

41. El método de la reivindicacion 40, en donde la célula es una célula
de mamifero o una célula de levadura.

42. Una composicion farmacéutica, que comprende un polipéptido de u-
PA modificado de cualquiera de las reivindicaciones 1-17 o una proteina de fusiéon
de cualquiera de las reivindicaciones 18-32 en un vehiculo farmacéuticamente
aceptable.

43. La composicion farmacéutica de la reivindicaciéon 42, en donde el
polipéptido de u-PA modificado o proteina de fusidén estd en una forma activada de
dos cadenas.

44. La composicion farmacéutica de la reivindicacion 42 o reivindicacion
43, en donde el polipéptido de u-PA modificado o proteina de fusiébn comprende

un dominio de proteasa de SEQ ID NO: 21 o SEQ ID NO: 987.

45. La composicion farmacéutica de cualquiera de las reivindicaciones
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42-44, en donde el polipéptido de u-PA modificado o proteina de fusion comprende

el polipeptido u-PA modificado expuesta en la SEQ ID NO: 1015 o 1019.



