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DESCRIPCION
Anticuerpos selectivos anti-hepcidina-25 y usos de los mismos

La presente invencién se encuentra en el campo de la medicina, particularmente en el sector de los anticuerpos
contra hepcidina-25 humana. Mas especificamente, la presente invencién se refiere al tratamiento de determinadas
enfermedades, tales como anemia, mediante la administracion de anticuerpos selectivos anti-hepcidina-25 a
pacientes con necesidad de ello. La presente divulgacion se refiere ademas a procedimientos y a kits para detectar
hepcidina-25 y/o diagnosticar una afeccion patoldgica caracterizada por niveles elevados de hepcidina-25.

Se cree que la hepcidina humana, un polipéptido expresado predominantemente por hepatocitos, es una proteina
reguladora de hierro importante que regula negativamente la absorcion de hierro en el intestino, el reciclaje de hierro
por macrofagos y la movilizacion de hierro a partir de reservas de hierro hepaticos. Parece que la sobreproduccion
de hepcidina tiene un papel principal en la patofisiologia de anemia y/o de anemia de enfermedad cronica.

Actualmente, las terapias adecuadas y eficaces contra la anemia y/o contra la anemia por enfermedad cronica son
limitadas. Especificamente, la administracion de eritropoyetina es eficaz en solo aproximadamente el 50 % de todos
los pacientes y esta asociada con efectos secundarios no deseados. Ademas, las transfusiones no son deseables
debido a la contaminacion, infeccion y sobrecarga de hierro.

La hepcidina humana esta codificada como un prepropéptido de 84 aminoacidos que contiene una secuencia sefial
dirigida al reticulo endoplasmatico N-terminal de 24 aminoacidos tipica y una prorregion de 35 aminoacidos con un
sitio de escisién de furina consenso seguido inmediatamente por una hormona reguladora de hierro bioactiva C-
terminal de 25 aminoacidos (hepcidina-25, SEC ID N° 1). También se sabe que diversas formas truncadas N-
terminales de hepcidina, tales como hepcidina-20 (por ejemplo, para seres humanos, aminoacidos 6-25 de la SEC
ID N°: 1) y hepcidina-22 (por ejemplo, para seres humanos, aminoacidos 4-25 de la SEC ID N°: 1) se forman in vivo.
No obstante, se piensa que la hepcidina-25 es la forma mas relevante fisiolégicamente de hepcidina en seres
humanos, si no la Unica. Las terapias que regulan selectivamente la concentracion de hepcidina-25, a diferencia de
las formas de precursor o truncadas, son particularmente deseables. En particular, los anticuerpos que se unen
selectivamente a la hepcidina-25, a diferencia de las formas de precursor y truncadas, proporcionarian numerosas
ventajas en el tratamiento o diagnoéstico de trastornos asociados con niveles elevados de hepcidina-25. Por ejemplo,
en comparacion con anticuerpos de hepcidina no selectivos, los anticuerpos selectivos de hepcidina-25 con afinidad
elevada reducirian el riesgo de efectos secundarios y la dosis clinica requerida para el tratamiento eficaz seria
inferior debido a que los anticuerpos terapéuticos no se unirian a formas fisiolégicamente irrelevantes de hepcidina.
Aunque se ha informado previamente de anticuerpos policlonales y monoclonales no humanos de hepcidina
(véanse, por ejemplo, las publicaciones de solicitudes de patente de Estados Unidos 2006/0019339, 2007/0224186 y
2008/0213277), existe todavia en la técnica una gran necesidad de anticuerpos monoclonales que se unan
selectivamente a hepcidina-25. Por la tanto, un aspecto de la invencion es proporcionar anticuerpos que se unan
selectivamente a hepcidina-25 dentro de los aminoacidos 1 a 7, inclusive, de hepcidina-25. Dichos anticuerpos son
utiles para aumentar niveles de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina
y/o hematocrito en un ser humano para el tratamiento de una enfermedad, afeccion o trastorno tal como anemia.

Adicionalmente, los inmunoensayos existentes para determinar hepcidina no diferencian la hepcidina-25
fisioldgicamente relevante, activa, de las especies de hepcidina fisiolégicamente no relevantes, inactivas, (véanse,
por ejemplo, Kemna, E.H. y col., Haematologica, 93(1):90-7 (2008); Roe M.A. y col., Br J Nutr., 97:544-9 (2007); y
Luukkonen S. y Punnonen K., Clin Chem Lab Med., 44:1361-2 (2006)). Actualmente, el Unico procedimiento
disponible actualmente para el ensayo selectivo de hepcidina-25 implica una CL/EM (cromatografia
liquida/espectroscopia de masas) o procedimientos engorrosos similares que requieren la separacion de las diversas
formas de hepcidina (véanse, por ejemplo, Gutierrez, J.A. y col., BioTechniques, 38:S13-S17 (2005), Murphy y col.,
Blood, 110:1048-54 (2007), y Kemna, E.H. y col., Clin. Chem., 53:620-8 (2007)). Aunque estos ensayos pueden ser
precisos y exactos, su complejidad, coste y el alto nivel de experiencia exigido al operador impiden su realizacion
rutinaria. En consecuencia, existe también una gran necesidad de anticuerpos que se unan selectivamente con alta
afinidad a hepcidina-25 humana para su aplicacion en inmunoensayos para la deteccion o medicion de hepcidina-25.
Por lo tanto, otro aspecto de la invencién proporciona procedimientos de uso de anticuerpos selectivos de hepcidina-
25 en inmunoensayos selectivos, sdlidos, relativamente sencillos, pero muy sensibles, para la deteccion y medicion
de hepcidina-25 en tejidos y fluidos bioldgicos de mamiferos.

El documento US 2006/0019339 pretende divulgar anticuerpos que se unen a hepcidina y procedimientos de uso de
esos anticuerpos.

El documento US 2007/0224186 pretende divulgar anticuerpos que se unen al extremo C-terminal de hepcidina
humana y procedimientos de uso de esos anticuerpos.

La presente invencién proporciona anticuerpos que se unen selectivamente a hepcidina-25 humana dentro de los
aminoacidos 1 a 7, inclusive, de hepcidina-25. En una realizacién, un anticuerpo de la invencién se une
selectivamente a un polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 1, a
diferencia de los precursores y polipéptidos truncados relacionados, y comprende seis CDR seleccionadas del grupo
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que consiste en: (i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos
que se muestran en las SEC ID N°: 9, 10, 11, 32, 33 y 34, respectivamente; (ii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1,
HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 12, 13, 14, 35, 36
y 37, respectivamente; (iii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de
aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 45, 13, 14, 35, 36 y 37, respectivamente; (iv) LCDR1, LCDR2,
LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°:
12, 13, 14, 38, 36 y 37, respectivamente; (v) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS, que tienen las
secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 15, 10, 16, 39, 40 y 41, respectivamente; (vi)
LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS, que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en
las SEC ID N°: 20, 21, 22, 42, 43 y 44, respectivamente; (vii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3,
que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 20, 21, 23, 42, 43 y 44,
respectivamente; (vii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de
aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 24, 25, 23, 42, 43 y 44, respectivamente; (ix) LCDR1, LCDR2,
LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°:
26, 25, 27, 42, 43 y 44, respectivamente; (x) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS, que tienen las
secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 26, 25, 28, 42, 43 y 44, respectivamente; (xi)
LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS, que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en
las SEC ID N°: 6, 7, 8, 29, 30 y 31 respectivamente; (xii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que
tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 17, 18, 19, 42, 43 y 44, respectivamente.

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencién se une a un epitope contenido dentro de los aminoacidos 1 a 7,
inclusive, de hepcidina-25 humana, es decir, DTHFPIC de SEC ID N°: 1 o DTNFPIC de hepcidina-25 de roedor (SEC
ID N°: 2 o 3). Preferentemente, el anticuerpo de la invencion comprende un polipéptido de region variable de cadena
ligera ("LCVR") y un polipéptido de region variable de cadena pesada ("HCVR") en los que (i) los polipéptidos de
LCVR y de HCVR tienen la secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEC ID N°: 48 y 49, respectivamente;
(ii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°:
50 y 51, respectivamente; (iii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N° 52 y 51, respectivamente; (iv) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las
secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 53 y 54, respectivamente; (v) los polipéptidos de
LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 55 y 56,
respectivamente; (vi) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran
en las SEC ID N°: 59 y 58, respectivamente; (vii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de
aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 60 y 58, respectivamente; (viii) los polipéptidos de LCVR y de
HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 61 y 58, respectivamente; (ix) los
polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 62 y 58,
respectivamente; (x) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran
en las SEC ID N°: 63 y 58, respectivamente.

En otra realizacion, la divulgacion proporciona moléculas de acido nucleico aisladas que codifican anticuerpos de la
invencion; vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican anticuerpos de la invencion,
opcionalmente, unidos operativamente a secuencias de control reconocidas por una célula huésped transformada
con el vector; células huésped que comprenden vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que
codifican anticuerpos de la invencion; un procedimiento para producir un anticuerpo de la invencién que comprende
cultivar células huésped que comprenden vectores que comprenden moléculas de acido nucleico que codifican
anticuerpos de la invencion de modo que se exprese el acido nucleico y, opcionalmente, recuperar el anticuerpo a
partir del medio de cultivo de la célula huésped.

En otra realizacién, la invencién proporciona una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la
invencion y un vehiculo, diluyente o excipiente farmacéutica aceptable. Preferentemente, la composicion
farmacéutica comprende una poblacion homogénea o sustancialmente homogénea de un anticuerpo monoclonal de
la invencion y un vehiculo o diluyente farmacéuticamente aceptable.

En otra realizacion, la presente invencién proporciona un anticuerpo de la invencion para usar en terapia.

En otra realizacion, la presente invencion proporciona un anticuerpo de la invencion para usar en el tratamiento o la
prevenciéon de anemia.

La invencion también abarca un anticuerpo de la invencién para usar en el aumento de niveles de hierro en suero,
recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito en un animal, preferentemente
una especie de mamifero, mas preferentemente un sujeto humano.

Otra realizacion de la divulgacion proporciona un procedimiento para el tratamiento de una enfermedad, afeccion o
trastorno en un sujeto humano que produce el beneficio de un aumento de niveles de hierro en suero, recuento de
reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito, incluidos, pero sin limitacion, anemia, por
ejemplo anemia consecuencia de una infeccion, inflamacién, enfermedad crénica y/o cancer.

La divulgacion también proporciona un procedimiento para medir la cantidad de hepcidina-25 en una muestra de
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tejido o fluido bioldgico obtenido de un mamifero, comprendiendo dicho procedimiento las etapas de; (i) obtener una
muestra de tejido o de fluido bioldgico de dicho mamifero; (ii) poner en contacto dicha muestra con un anticuerpo
selectivo de hepcidina-25 o fragmento del mismo y (iii) detectar la cantidad de hepcidina-25 en dicha muestra directa
o indirectamente por medios cuantitativos, semicuantitativos o cualitativos.

En otra realizacion, la invencion proporciona un procedimiento tal como se reivindica en la reivindicacion 14.
DESCRIPCION DE LAS FIGURAS

La figura 1 representa un espectro de masas MALDI-TOF de las formas de hepcidina humana inmunoprecipitada
a partir de sueros humanos con el Mab 3.23 selectivo anti-hepcidina-25. La sefial 1 tiene una masa que es
coherente con la masa esperada de hepcidina-25 humana intacta (peso molecular (PM) aproximado de 2790
daltons (Da)). La sefial 2 tiene una masa que es coherente con la masa esperada de hepcidina-20 humana intacta
(PM de 2192 Da). Tal como muestra el cromatograma, el Mab 3.23 anti-hepcidina-25 se une a cantidades
detectables de hepcidina-25, y en mucha menor medida a cantidades de hepcidina-20. No parecia que el Mab
3.23 se uniera a niveles detectables de hepcidina-22 (PM: 2436 Da), hepcidina-24 (PM: 2674 Da) o prohepcidina
(PM: 6929 Da). El espectro de masas se generd en un espectrometro de masas MALDI-TOF usando un
procedimiento de modo lineal, de i6n positivo con acido a-ciano4-hidroxicinamico (matriz peptidica) como matriz
de muestra, esencialmente tal como se describe en el ejemplo 6 mas adelante.

La figura 2 representa una vista aumentada del espectro de masas mostrado en la figura 1 en una region
relevante (PM: 2000-3000 Da). Tal como muestra el cromatograma, el Mab 3.23 esta unido a hepcidina-25 (sefial
1) y en mucha menor medida a hepcidina-20 (sefial 2). El Mab 3.23 selectivo anti-hepcidina no parecia que
estuviera unido a niveles detectable de hepcidina-22 (PM: 2436 Da) o hepcidina-24 (PM: 2674 Da).

La figura 3 representa un espectro de masas MALDI-TOF de las formas de hepcidina humana inmunoprecipitada
de sueros humanos con el Mab 5E8 selectivo anti-hepcidina-25. La sefial 1 tiene una masa que es coherente con
la masa esperada de hepcidina-25 humana intacta (2790 Da). Tal como muestra el cromatograma, el Mab 5E8
anti-hepcidina-25 esta unido solo a cantidades detectables de hepcidina-25. El espectro de masas se generd en
un espectrémetro de masas MALDI-TOF usando un procedimiento de modo lineal, de i6n positivo con acido a-
ciano4-hidroxicinamico (matriz peptidica) como matriz de muestra, esencialmente tal como se describe en el
ejemplo 6 mas adelante.

La figura 4 representa una vista agrandada del espectro de masas mostrado en la figura 1 en una region relevante
(PM: 2000-3000 Da). Tal como muestra el cromatograma, el Mab 5E8 esta unido a cantidades detectables de
hepcidina-25 (Sefial 1). El Mab 5E8 no se ha unido a niveles detectables de hepcidina-20 (PM de 2192 Da),
hepcidina-22 (PM: 2436 Da), hepcidina-24 (PM: 2674 Da) o pro-hepcidina (PM: 6929 Da).

La figura 5 muestra un grafico de una curva de calibracion para hepcidina-25 generada por hepcidina-25
sintetizada por dilucion seriada (circulos negros) partiendo de una concentracion de 10 ug/l (10 ng/ml) y
conduciendo el inmunoensayo MSD tal como se describe en el egjemplo 8. El inmunoensayo MSD era especifico
para hepcidina-25 y no reconocio6 la hepcidina-20 (triangulos negros) o hepcidina-22 (circulos blancos).

En el presente documento se usan las siguientes abreviaturas: ACN: acetonitrilo, BSA: albumina de suero bovino,
DTT: ditiotreitol, EDTA: acido etilendiaminotetraacético, ELISA: ensayo inmunoabsorbente ligado a enzima, IMAC:
cromatografia de afinidad por iones metalicos inmovilizados, IPTG: isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido, Mab:
anticuerpo monoclonal, MALDI-TOF: ionizacidon/desorcion por laser asociada a matriz y tiempo de vuelo, PBS:
solucion salina tamponada con fosfato, SPR: resonancia de plasmén superficial, TFA: acido trifluoroacético. Todas
las abreviaturas de aminoacidos usadas en la presente divulgacion son las aceptadas por la Oficina de Patentes y
Marcas de los Estados Unidos tal como se exponen en 37 C.F.R. parrafo 1.R22 (B)(2).

La presente invencion proporciona anticuerpos que se unen selectivamente a hepcidina-25 dirigiéndose a un epitope
contenido dentro de los aminoacidos 1 a 7, inclusive, de hepcidina-25. Dichos anticuerpos son Utiles para aumentar
niveles de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito en un
ser humano para el tratamiento de una enfermedad, afeccién o trastorno tal como anemia. Ademas, la presente
invencion proporciona procedimientos de uso de dichos anticuerpos en inmunoensayos relativamente sencillos pero
muy sensibles y selectivos para la deteccion y/o la medicion de hepcidina-25 en tejidos y fluidos bioldgicos de
mamiferos.

Cuando se usa el presente documento, el término hepcidina se refiere a cualquier forma de la proteina hepcidina
que se sabe que esta presente en mamiferos. Cuando se usa el presente documento, la expresién “hepcidina
madura” se refiere a cualquier forma madura bioactiva de la proteina hepcidina expresada en mamiferos. Cuando se
usa el presente documento, la expresion “hepcidina humana” se refiere a cualquier forma de la proteina hepcidina
presente en seres humanos. Cuando se usa en el presente documento, la frase "hepcidina-25 humana" se refiere a
la forma madura de hepcidina humana que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N°: 1.

La estructura general de un anticuerpo es muy bien conocida en la técnica. Para un anticuerpo del tipo 1gG, existen
cuatro cadenas de aminoacidos (dos cadenas "pesadas” y dos cadenas “ligeras”) que estan entrecruzadas mediante
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enlaces disulfuro intracatenarios e intercatenarios. Cuando se expresan en determinados sistemas bioldgicos, los
anticuerpos que tienen secuencias de Fc humanas no modificadas se glicosilan en la regidon Fc. Los anticuerpos
también pueden glicosilarse en ofras posiciones. Las estructuras de las subunidades y las configuraciones
tridimensionales de los anticuerpos son bien conocidas en la técnica. Cada cadena pesada esta constituida por una
region variable de cadena pesada ("HCVR") N-terminal y una region constante de cadena pesada ("HCCR"). La
region constante de cadena pesada esta constituida por tres dominios (CH1, CH2 y CH3) para IgG, IgD e IgA; y de 4
dominios (CH1, CH2, CH3 y CH4) para IgM e IgE. Cada cadena ligera esta constituida por una regioén variable de
cadena ligera (en el presente documento "LCVR") y una region constante de cadena ligera ("LCCR").

Las regiones variables de cada par de cadenas ligera/pesada forma un sitio de unidn del anticuerpo. Las regiones
HCVR y LCVR pueden subdivirse adicionalmente en regiones de hipervariabilidad, denominadas regiones
determinantes de complementariedad (CDR), intercaladas entre regiones que estan mas conservadas, denominadas
regiones estructurales (FR). Cada HCVR y cada LCVR esta constituida por tres CDR y cuatro FR, dispuestas
partiendo del extremo amino terminal hacia el extremo carboxi terminal en el orden siguiente: FR1, CDR1, FR2,
CDR2, FR3, CDR3, FR4. En el presente documento, las tres CDR de la cadena pesada se denominan "CDRH1,
CDRH2 y CDRH3" y las tres CDR de la cadena ligera se denominan "CDRL1, CDRL2 y CDRL3". Las CDR
contienen la mayor parte de los restos que forman interacciones especificas con el antigeno. La asignacion de
aminoacidos a cada dominio esta de acuerdo con convenciones bien conocidas (por ejemplo, Kabat, "Sequences of
Proteins of Immunological Interest," National Institutes of Health, Bethesda, Md. (1991)).

Los anticuerpos de la presente invencidon pueden tener una region constante de cadena pesada seleccionada de
cualquiera de las clases de inmunoglobulina (IgA, IgD, IgG, IgM e IgE). Preferentemente, los anticuerpos de la
presente invencion contienen una region constante que esta derivada de la region Fc de IgG humana o de raton.

La expresién “anticuerpo monoclonal” se refiere a un anticuerpo que se deriva de una Unica copia o clon, lo que
incluye, por ejemplo, cualquier clon eucariota, procariota o fagico, y no al procedimiento con el que se produce.
Preferentemente, un anticuerpo monoclonal de la invencion esta presente en una poblacion homogénea o
sustancialmente homogénea.

Un anticuerpo de la presente invencion puede estar intacto, es decir, comprende las regiones constantes de longitud
total o completa, incluida la regiéon Fc, o una porcidon o fragmento de dicho anticuerpo siempre que cualquier forma
acortada comprenda la porcién de unién a antigeno y mantenga su capacidad de unién a antigeno. Dichas formas
acortadas incluyen, por ejemplo, un fragmento Fab, un fragmento Fab’ o un fragmento F(ab’) 2 que incluye las CDR
o las regiones variables de los anticuerpos selectivos de anti-hepcidina-25 divulgados. Ademas, dichas formas de
anticuerpos acortadas pueden ser un fragmento monocatenario de Fv que puede producirse mediante unién del
ADN que codifica la LCVR y la HCVR con una secuencia enlazadora. (Véase, Pluckthun, The Pharmacology of
Monoclonal Antibodies, vol. 113, Rosenburg y Moore ed., Springer-Verlag, Nueva York, paginas 269-315, 1994).
Independientemente de si se especifican fragmentos o porciones, el término “anticuerpo”, tal como se usa en el
presente documento, incluye dichos fragmentos o porciones, asi como formas monocatenarias, a menos que se
indique lo contrario. Siempre que la porcién de proteina o fragmento de proteina mantenga la capacidad para unirse
selectivamente a hepcidina-25 y neutralice uno o mas bioactividades caracteristicas de la hepcidina-25 de mamifero
in vivo o in vitro, esta incluida dentro del término "anticuerpo”.

Los anticuerpos de la invencion pueden producirse usando técnicas bien conocidas en la técnica, por ejemplo,
tecnologias recombinantes, tecnologias de presentacion en fagos, tecnologias de sintesis o combinaciones de
dichas tecnologias u otras tecnologias conocidas ya en la técnica (véanse, por ejemplo, Jayasena, S.D., Clin.
Chem., 45:1628-50 (1999) y Fellouse, F.A., y col., J. Mol. Biol., 373(4):924-40 (2007)).

Las tablas 1y 2 siguientes representan CDR para los anticuerpos de la presente invencion.
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Tabla 1
Fab LCDR1 LCDR2 LCDR3
Consenso 1 SASSSX1SX;MY LTSXsLAS QQWSSXsPPT
(SEC ID N°: 6) (SEC ID N°: 7) (SEC ID N°: 8)
4c11 SASSSVSYMY LTSNLAS QQWSSNPPT
(SEC ID N°: 9) (SEC ID N°: 10) (SEC ID N°: 11)
1G8 SASSSASYMY LTSHLAS QQWSSGPPT
(SEC ID N°: 12) (SEC ID N°: 13) (SEC ID N°: 14)
1B4 SASPSVSYMY LTSHLAS QQWSSGPPT
(SEC ID N°: 45) (SEC ID N°: 13) (SEC ID N°: 14)
1E3 SASSSASYMY LTSHLAS QQWSSGPPT
(SEC ID N°: 12) (SEC ID N°: 13) (SEC ID N°: 14)
3A9 SASSSVSSMY LTSNLAS QQWSSYPPT
(SEC ID N°: 15) (SEC ID N°: 10) (SEC ID N°: 16)
Consenso 2 KSSQSLLYXsNGKTYLT | LVSKLDXe X;QGSHFPWXs
(SEC ID N°: 17) (SEC ID N°: 18) (SEC ID N°: 19)
SE8 KSSQSLLYSNGKTYLT | LVSKLDS VQGSHFPWT
(SEC ID N°: 20) (SEC ID N°: 21) (SEC ID N°: 22)
oB3 KSSQSLLYSNGKTYLT | LVSKLDS HQGSHFPWT
(SEC ID N°: 20) (SEC ID N°: 21) (SEC ID N°: 23)
oB1 KSSQSLLYRNGKTYLT | LVSKLDP HQGSHFPWT
(SEC ID N°: 24) (SEC ID N°: 25) (SEC ID N°: 23)
OH4 KSSQSLLYPNGKTYLT | LVSKLDP IQGSHFPWT
(SEC ID N°: 26) (SEC ID N°: 25) (SEC ID N°: 27)
OE1 KSSQSLLYPNGKTYLT | LVSKLDP FQGSHFPWV
(SEC ID N°: 26)
(SEC ID N°: 25) (SEC ID N°: 28)

*X1esVoAXoesYoS; XsesNoH, XaesN,GoY; XsesS,RoP; XseesSoP; X7esV,H,|oF; Xses
ToV
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Tabla 2
Fab HCDR1 HCDR2 HCDR3
Consenso GXoSLX;1oX11X12G | HIWWN X;sX;6K X17YNT | I X19YYG X50X21 X22
X136X14G XsLKS GFAY

(SEC ID N°: 29) (SEC ID N°: 30) (SEC ID N°: 31)
4c11 GFSLSTYGIGVG HIWWNDNKSYNTALKS IGYYGSTSGFAY

(SEC ID N°: 32) (SEC ID N°: 33) (SEC ID N°: 34)
1G8 GYSLSTPGIGVG HIWWNDAKSYNTALKS IGYYGSTAGFAY

(SEC ID N°: 35) (SEC ID N°: 36) (SEC ID N°: 37)
1B4 GYSLSTPGIGVG HIWWNDAKSYNTALKS IGYYGSTAGFAY

(SEC ID N°: 35) (SEC ID N°: 36) (SEC ID N°: 37)
1E3 GLSLSTPGIGVG HIWWNDAKSYNTALKS IGYYGSTAGFAY

(SEC ID N°: 38) (SEC ID N°: 36) (SEC ID N°: 37)
3A9 GFSLNSYGFGIG HIWWNGNKYYNTTLKS IHYYGNSYGFAY

(SEC ID N°: 39) (SEC ID N°: 40) (SEC ID N°: 41)
20"59"50 GFAFSSYDMS TIISGGTYTYYPDSVKG DGYIH

(SEC ID N°: 42) (SEC ID N°: 43) (SEC ID N°: 44)
SE8 GFAFSSYDMS TISGGTYTYYPDSVKG DGYIH

(SEC ID N°: 42) (SEC ID N°: 43) (SEC ID N°: 44)
oB3 GFAFSSYDMS TISGGTYTYYPDSVKG DGYIH

(SEC ID N°: 42) (SEC ID N°: 43) (SEC ID N°: 44)
oB1 GFAFSSYDMS TIISGGTYTYYPDSVKG DGYIH

(SEC ID N°: 42) (SEC ID N°: 43) (SEC ID N°: 44)
OH4 GFAFSSYDMS TIISGGTYTYYPDSVKG DGYIH

(SEC ID N°: 42) (SEC ID N°: 43) (SEC ID N°: 44)
OE1 GFAFSSYDMS TIISGGTYTYYPDSVKG DGYIH

(SEC ID N°: 42) (SEC ID N°: 43) (SEC ID N°: 44)

*XoesF,YoL; XioesSoN,Xi1esToS; Xi2esYoP,XizesloF; XusesV,o0l; XisesDoG; Xiees A
oN; X17esSoVY; XieesAoT; XieoesGoH; XoesSoN; X21esToS; X22esS,Ao0Y
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La presente divulgacion incluye, pero sin limitacion, un anticuerpo que comprende:
a) una region variable de cadena ligera que comprende:

i) una LCDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 6,
9,12,45,15,17,20, 24 y 26;

ii) una LCDR2 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 7,
10, 13, 18,21y 25;y

iii) una LCDR3 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 8,
11,14, 16, 19, 22,23, 17y 28;y

b) una region variable de cadena pesada que comprende:

i) una HCDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 29,
32, 35, 38,39y 42;

ii) una HCDR2 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°:
30, 33,36,40y43;y

iii) una HCDR3 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°:
31,24, 27,41y 44,

Alternativamente, un anticuerpo preferente de la divulgacion comprende:
a) una LCVR que comprende;

i) una LCDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 9,
12,20y 26;

ii) una LCDR2 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°:
10, 13,21y 25;y

iii) una LCDRS3 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°:
11, 14,23y 27;y

b) una HCVR que comprende;

i) una HCDR1 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 32,
35y42;

i) una HCDR2 que tiene una secuencia de aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 33,
36y43;y

iii) una HCDRS que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en las SEC ID N°: 34, 37 y 44.

Otro anticuerpo preferente de la invencién comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que
tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 22, 42, 43 y 44, respectivamente.

Otro anticuerpo preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que
tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 28, 42, 43 y 44, respectivamente.

Otro anticuerpo preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3 que
tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 24, 25, 23, 42, 43 y 44, respectivamente.

Otro anticuerpo mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3
que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 26, 25, 27, 42, 43 y 44,
respectivamente.

Otro anticuerpo incluso mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y
HCDR3 que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 9, 10, 11, 32, 33 y 34,
respectivamente.

Otro anticuerpo incluso mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y
HCDR3 que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 12, 13, 14, 35, 36 y 37,
respectivamente.
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Otro anticuerpo incluso mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y
HCDR3 que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 45, 13, 14, 35, 36 y 37,
respectivamente.

El anticuerpo mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3
que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 20, 21, 23, 42, 43 y 44,
respectivamente.

El anticuerpo mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3
que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 12, 13, 14, 38, 36 y 37,
respectivamente.

El anticuerpo mas preferente de la invencion comprende una LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3
que tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 15, 10, 16, 39, 40 y 41,
respectivamente.

Un anticuerpo monoclonal preferente de la invencién comprende una LCVR que tiene una secuencia de
aminoacidos seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 46, 48, 50, 52, 53, 55, 57, 59, 60, 61, 62 y 63.
Otro anticuerpo preferente de la invencion comprende una HCVR que tiene una secuencia de aminoacidos
seleccionada del grupo que consiste en las SEC ID N°: 47, 49, 51, 54, 56 y 58. Otro anticuerpos preferente de la
invencion comprende una LCVR de SEC ID N°: 59 y una HCVR de SEC ID N°: 58. Otro anticuerpo preferente de la
invencion comprende una LCVR de SEC ID N°: 60 y una HCVR de SEC ID N°: 58. Otro anticuerpo preferente de la
invencion comprende una LCVR de SEC ID N°: 61 y una HCVR de SEC ID N°: 58. Otro anticuerpo preferente de la
invencion comprende una LCVR de SEC ID N°: 62 y una HCVR de SEC ID N°: 58. Otro anticuerpo preferente de la
invencion comprende una LCVR de SEC ID N°: 63 y una HCVR de SEC ID N°: 58. El anticuerpo mas preferente de
la invencion comprende una LCVR de SEC ID N°: 48 y una HCVR de SEC ID N°: 49. Otro anticuerpo mas preferente
de la invencidon comprende una LCVR de SEC ID N° 55 y una HCVR de SEC ID N° 56. Dichas LCVR estan
preferentemene unidas a una region constante de cadena ligera o de cadena pesada.

Los anticuerpos monoclonales preferentes de la invencion se denominan en el presente documento 4C11, 1G8, 1B4,
1E3, 3A9, 2, 5E8, OB3, OB1, OH4 y OE1. Las SEC ID N° de los Mabs 4C11, 1G8, 1B4, 1E3, 3A9, 5E8, OB3, OB1,
OH4, OEA1, 3.12, 3.23 que codifican las secuencias de aminoacidos y/o diversos fragmentos de los mismos se
proporcionan en la Tabla 3 siguiente.

Tabla 3
Mab LC HC LC LCDR | LCDR | LCDR | HC HCDR | HCDR | HCDR
1 2 3 1 2 3
VR VR
fonsenso 64 65 46 6 7 8 47 29 30 31
4c11 66 67 48 9 10 11 49 32 33 34
1G8 68 69 50 12 13 14 51 35 36 37
1B4 70 69 52 45 13 14 51 35 36 37
1E3 71 72 53 12 13 14 54 38 36 37
3A9 73 74 55 15 10 16 56 39 40 41
gonsenso 75 76 57 17 18 19 58 42 43 44
SE8 77 76 59 20 21 22 58 42 43 44
OB3 78 76 60 20 21 23 58 42 43 44
OB1 79 76 61 24 25 23 58 42 43 44
OH4 80 76 62 26 25 27 58 42 43 44
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OE1 81 76 63 26 25 28 58 42 43 44
3.23 82 83
3.12 84 85

El término "epitope" se refiere a esa porcion de una molécula capaz de ser reconocida por, y unirse a, un anticuerpo
en una o mas regiones de unioén a antigeno del anticuerpo. Los epitopes consisten a menudo en una agrupacion de
moléculas superficiales quimicamente activas tales como cadenas laterales de aminoacidos o azucar y tienen
generalmente caracteristicas estructurales tridimensionales especificas, asi como caracteristicas de carga
especificas. Preferentemente, los anticuerpos de la invencién se unen a un epitope en el extremo N-terminal de
hepcidina madura. Mas preferentemente, los anticuerpos de la invencion se unen a un epitope contenido dentro de
los aminoacidos 1 a 7, inclusive, de hepcidina-25. Mas preferentemente, los anticuerpos de la invencién se unen al
extremo N-terminal de hepcidina-25 humana. De modo incluso mas preferente, los anticuerpos de la invencion se
unen a un epitope contenido dentro de los aminoacidos 1 a 7, inclusive, de hepcidina-25 humana. Del modo mas
preferente, los anticuerpos de la invencién se unen a un epitope contenido dentro de los aminoacidos DTHFPIC de
la SEC ID N°: 1.

La expresion "afinidad de unién (Kp)", tal como se usa en el presente documento, se pretende que se refiere a la
tasa de disociacion de una interaccion antigeno-anticuerpo particular. La Kp es la relacion de la tasa de disociacion
(ko) con respecto a la tasa de asociacion (kon). Por lo tanto, Kp es igual a kei/kon Y S€ €Xpresa como concentracion
molar (M). Se deduce que cuanto menor sea la Kp, mayor sera la afinidad de unién. Por lo tanto, una Kp de 1 uM
indica una afinidad de unién débil en comparacién con una Kp de 1 nM. Los valores de Kp pueden obtenerse
mediante procedimientos conocidos en la técnica.

El término "selectivo", tal como se usa en el presente documento con referencia a un anticuerpo antihepcidina-25 de
la invencion, se refiere a un anticuerpo que se une a hepcidina-25 con una Kp de aproximadamente 1000, 500, 200,
100, 50, 10 o aproximadamente 5 veces inferior al anticuerpo que se une al menos a una forma precursora de la
hepcidina-25 y/o al menos una forma truncada N-terminalmente de hepcidina madura presente en la misma especie
de mamifero, seguin se mide por SPR a 25 °C. Ademas, o alternativamente, un anticuerpo selectivo de hepcidina-25
de la invencién se une a hepcidina-25 pero no se une, o se une solo minimamente, a al menos una forma precursora
de hepcidina-25 y/o al menos una forma truncada de modo N-terminal de hepcidina-25 presente en una especie de
mamifero segun se determina por procedimientos de inmunoensayo y/o de espectrometria de masas MALDI-TOF
descritos en los ejemplos 4-8 del presente documento. Preferentemente, la forma precursora de hepcidina-25 es una
prohepcidina, mas preferentemente prohepcidina humana y del modo mas preferente prohepcidina humana que
consiste en la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N°; 90. Preferentemente, la forma truncada
N-terminalmente de hepcidina-25 es hepcidina-20 humana (es decir, los aminoacidos 6-25 de la SEC ID N°: 1) o
hepcidina-22 humana (los aminoacidos 4-25 de la SEC ID N°: 1).

El término "detectar" o "deteccidon" se usa en el sentido mas amplio para incluir medidas cuantitativas,
semicuantitativas o cualitativas de una molécula objetivo. En un aspecto, los procedimientos descritos en el presente
documento solamente pueden determinar la presencia o ausencia de un polipéptido de hepcidina particular en una
muestra bioldgica y, por lo tanto, el polipéptido hepcidina es detectable o, alternativamente, indetectable en la
muestra cuando se determina por el procedimiento.

El término "bioactividad", en referencia a un anticuerpo de la invencién, incluye, pero sin limitacion, afinidad de union
de antigeno o de epitopo, estabilidad del anticuerpo in vivo y/o in vitro, propiedades inmundgenas del anticuerpo, por
ejemplo, cuando se administra a un sujeto humano y/o la capacidad de neutralizar o antagonizar una bioactividad de
hepcidina-25, in vivo o in vitro, incluida, pero sin limitacion, la inhibicion de la desregulacion de nivel de hierro en
suero en una inflamacion en un modelo animal, por ejemplo, ensayo de provocacion de inflamacion inducida por IL-
6. Las propiedades o caracteristicas mencionadas anteriormente pueden observarse o medirse usando técnicas
reconocidas en la técnica, incluidas, pero sin limitacion, ensayos de proximidad de centelleo, ELISA, inmunoensayo
ORIGEN (IGEN) , desactivacion de fluorescencia, ELISA de fluorescencia, ELISA competitivo, analisis por SPR
incluido, pero sin limitacion, el analisis por SPR usando un biosensor BlAcore, ensayos de neutralizacion in vitro e in
vivo sin limite (véase, por ejemplo, la publicaciéon internacional de patente N°: WO 2006/062685).

El término "bioactividad" con referencia a hepcidina incluye, pero sin limitacién, union especifica de hepcidina a otra
proteina, incluidas, pero sin limitacién, su receptor ferroportina, una o mas funciones de hepcidina mediadas por
ferroportina, tales como internalizacion inducida por hepcidina y/o degradacion de ferroportina (véase, por ejemplo,
Nemeth, E. y col., Hepcidina Regulates Iron Efflux by Binding to Ferroportin and Inducing Its Internalization, Science
306, 2090-2093, (2004)), regulacion por hepcidina del flujo de salida de hierro mediado por ferroportina, disminucion
inducida por hepcidina de los niveles de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos,
hemoglobina y/o hematocrito en un ser humano, estabilidad proteica, es decir, la hepcidina que afecta a los niveles
de actividad de otra proteina in vivo o in vitro y niveles de expresién de hepcidina y/o distribuciéon histica de
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hepcidina. El término “inhibir’ o “neutralizar’, tal como se usa en el presente documento con respecto a la
bioactividad de un anticuerpo de la invencion significa la capacidad del anticuerpo para hepcidina-25 antagonizar,
prohibir, impedir, restringir, ralentizar, alterar, eliminar, detener, reducir o revertir sustancialmente una bioactividad de
hepcidina, incluida, pero sin limitacion, una bioactividad de hepcidina-25 humana, de rata o de ratén.

Los términos “sujeto” y “paciente”, que se usan de forma intercambiable en el presente documento, se refieren a un
mamifero, preferentemente a un ser humano. En determinadas realizaciones, el paciente tiene una enfermedad, un
trastorno o una afeccién que podria beneficiarse de un nivel disminuido de hepcidina, una disminucién de la
actividad de hepcidina y/o un aumento del nivel de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos
rojos, hemoglobina y/o hematocrito.

La expresion "se une especificamente”, tal como se usa en el presente documento con referencia a la unién entre un
anticuerpo y un polipéptido de hepcidina, significa que el anticuerpo se une al polipéptido de hepcidina con una Kp
inferior a aproximadamente 500 nM tal como se determina por SPR a 25 °C.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N°: 1) inferior a
aproximadamente 100 nM, inferior a aproximadamente 50 nM, inferior a aproximadamente 25 nM, inferior a
aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 5 nM, aproximadamente 1 nM, o inferior a aproximadamente
800 pM tal como se determina por SPR a 25 °C. Preferentemente, un anticuerpo de la invencién también se une
especificamente a al menos un polipéptido de hepcidina madura de una especie de mamifero no humana, tal como
se determina por SPR a 25 °C. Mas preferentemente, el anticuerpo también se une especificamente a al menos un
polipéptido de hepcidina-25 seleccionado del grupo que consiste en hepcidina-25 de raton, rato y mono cinomolgus
(SEC ID N°: 3, 2 y 4, respectivamente), tal como se determina por SPR a 25 °C. De forma incluso mas preferente, el
anticuerpo también se une especificamente a una hepcidina-25 de mono cinomolgus (SEC ID N°: 4), tal como se
determina por SPR a 25 °C. De forma incluso mas preferente, el anticuerpo también se une especificamente a una
hepcidina-25 de raton y/o de rata (SEC ID N°: 3 y 2, respectivamente), tal como se determina por SPR a 25 °C.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N°: 1) inferior a
aproximadamente 100 nM, inferior a aproximadamente 50 nM, inferior a aproximadamente 25 nM, inferior a
aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 5 nM, aproximadamente 1 nM, inferior a aproximadamente
800 pM tal como se determina por SPR a 25 °C, y i) el anticuerpo tiene una Kp para pro-hepcidina humana,
hepcidina-20 humana (SEC ID N°: 88) o hepcidina-22 humana (SEC ID N°: 89) que es al menos aproximadamente
200, aproximadamente 100, aproximadamente 50, aproximadamente 10, o aproximadamente 5 veces superior, tal
como se determina por SPR a 25 °C o ii) la unién del anticuerpo a pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana
(SEC ID N°: 88) o hepcidina-22 humana (SEC ID N°: 89) no es detectable o es minimamente detectable mediante
procedimientos de inmunoensayo y/o de espectroscopia de masa MALDI-TOF descritos en los ejemplos 4-7.
Preferentemente, el anticuerpo también se une especificamente a al menos un polipéptido de hepcidina madura de
una especie de mamifero no humano, tal como se determina por SPR a 25 °C. Mas preferentemente, el anticuerpo
también se une especificamente a al menos un polipéptido de hepcidina-25 seleccionado del grupo que consiste en
hepcidina-25 de ratén, rato y mono cinomolgus (SEC ID N° 3, 2 y 4, respectivamente), tal como se determina por
SPR a 25 °C. De forma incluso mas preferente, el anticuerpo también se une especificamente a una hepcidina-25 de
mono cinomolgus (SEC ID N°: 4), tal como se determina por SPR a 25 °C. De forma incluso mas preferente, el
anticuerpo también se une especificamente a una hepcidina-25 de ratén y/o de rata (SEC ID N° 3 y 2,
respectivamente), tal como se determina por SPR a 25 °C.

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N° 1) de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de
aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35 nM a 1 nM tal como se determina por
SPR a 25 °C, y i) el anticuerpo tiene una Kp para pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana (SEC ID N°: 88) o
hepcidina-22 humana (SEC ID N° 89) que es al menos aproximadamente 200, aproximadamente 100,
aproximadamente 50, aproximadamente 10 o aproximadamente 5 veces superior, tal como se determina por SPR a
25 °C o ii) la unién del anticuerpo a pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana (SEC ID N°: 88) o hepcidina-22
humana (SEC ID N°: 89) no es detectable o es minimamente detectable mediante procedimientos de inmunoensayo
y/o de espectroscopia de masa MALDI-TOF descritos en los ejemplos 4-7. Preferentemente, el anticuerpo también
se une especificamente a al menos un polipéptido de hepcidina madura de una especie de mamifero no humano, tal
como se determina por SPR a 25 °C. Mas preferentemente, el anticuerpo también se une especificamente a al
menos un polipéptido de hepcidina-25 seleccionado del grupo que consiste en hepcidina-25 de ratén, rato y mono
cinomolgus (SEC ID N°: 3, 2 y 4, respectivamente), tal como se determina por SPR a 25 °C. De forma incluso mas
preferente, el anticuerpo también se une especificamente a una hepcidina 25 de mono cinomolgus (SEC ID N°: 4),
tal como se determina por SPR a 25 °C. De forma incluso mas preferente, el anticuerpo también se une
especificamente a una hepcidina-25 de ratén y/o de rata (SEC ID N°: 3 y 2, respectivamente), tal como se determina
por SPR a 25 °C.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N°: 1) inferior a
aproximadamente 100 nM, inferior a aproximadamente 50 nM, inferior a aproximadamente 25 nM, inferior a
aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 5 nM, aproximadamente 1 nM, o inferior a aproximadamente
800 pM tal como se determina por SPR a 25 °C. Preferentemente, un anticuerpo de la invencién también tiene una
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Kb de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800
pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35 nM a 1 nM para al menos un
polipéptido de hepcidina madura de una especie de mamifero no humano, tal como se determina por SPR a 25 °C.
Mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM,
de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o
de aproximadamente 35 nM a 1 nM para al menos un polipéptido de hepcidina-25 de un grupo que consiste en
ratén, rata y mono cinomolgus, tal como se determina por SPR a 25 °C (SEC ID N°: 3, 2 y 4, respectivamente), tal
como se determina por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de
aproximadamente 50 nM y aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para una hepcidina-25
de mono cinomolgus (SEC ID N°: 4), tal como se determina por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el
anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50
nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM y aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente
35 nMy 1 nM para una hepcidina-25 de ratén y/o de rata (SEC ID N° 3y 2, respectivamente), tal como se determina
por SPR a 25 °C.

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N° 1) de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de
aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35 nM a 1 nM, tal como se determina
por SPR a 25 °C. Preferentemente, un anticuerpo de la invencién también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM
a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM
a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35 nM a 1 nM para al menos un polipéptido de hepcidina madura
de una especie de mamifero no humano, tal como se determina por SPR a 25 °C. Mas preferentemente, el
anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50
nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35
nM a 1 nM para al menos un polipéptido de hepcidina-25 de un grupo que consiste en ratén, rata y mono
cinomolgus, tal como se determina por SPR a 25 °C (SEC ID N°: 3, 2 y 4, respectivamente), tal como se determina
por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a
aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM y
aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para una hepcidina-25 de mono cinomolgus (SEC
ID N°: 4), tal como se determina por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp
de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM,
de aproximadamente 50 nM y aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35 nM y 1 nM para una hepcidina-25
de ratén y/o de rata (SEC ID N°: 3y 2, respectivamente), tal como se determina por SPR a 25 °C.

En una realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N°: 1) inferior a
aproximadamente 100 nM, inferior a aproximadamente 50 nM, inferior a aproximadamente 25 nM, inferior a
aproximadamente 10 nM, inferior a aproximadamente 5 nM, aproximadamente 1 nM, inferior a aproximadamente
800 pM tal como se determina por SPR a 25 °C, y i) el anticuerpo tiene una Kp para pro-hepcidina humana,
hepcidina-20 humana (SEC ID N°: 88) o hepcidina-22 humana (SEC ID N°: 89) que es al menos aproximadamente
200, aproximadamente 100, aproximadamente 50, aproximadamente 10, o aproximadamente 5 veces superior, tal
como se determina por SPR a 25 °C o ii) la unién del anticuerpo a pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana
(SEC ID N°: 88) o hepcidina-22 humana (SEC ID N°: 89) no es detectable o es minimamente detectable mediante
procedimientos de inmunoensayo y/o de espectroscopia de masa MALDI-TOF descritos en los ejemplos 4-7.
Preferentemente, un anticuerpo de la invenciéon también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a
aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a
aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para al menos un polipéptido de hepcidina madura
de una especie de mamifero no humano, tal como se determina por SPR a 25 °C. Mas preferentemente, el
anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50
nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35
nM a 1 nM para al menos un polipéptido de hepcidina-25 de un grupo que consiste en ratén, rata y mono
cinomolgus, tal como se determina por SPR a 25 °C (SEC ID N°: 3, 2 y 4, respectivamente), tal como se determina
por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a
aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, entre aproximadamente 50 nM
y aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para una hepcidina-25 de mono cinomolgus
(SEC ID N°: 4), tal como se determina por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el anticuerpo también tiene
una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente
800 pM, entre aproximadamente 50 nM y aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para una
hepcidina-25 de raton y/o de rata (SEC ID N°: 3 y 2, respectivamente), tal como se determina por SPR a 25 °C.

En otra realizacion, un anticuerpo de la invencion tiene una Kp para hepcidina-25 humana (SEC ID N° 1) de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de
aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o de aproximadamente 35 nM a 1 nM tal como se determina por
SPR a 25 °C, y i) el anticuerpo tiene una Kp para pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana (SEC ID N°: 88) o
hepcidina-22 humana (SEC ID N° 89) que es al menos aproximadamente 200, aproximadamente 100,
aproximadamente 50, aproximadamente 10 o aproximadamente 5 veces superior, tal como se determina por SPR a
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25 °C o ii) la unién del anticuerpo a pro-hepcidina humana, hepcidina-20 humana (SEC ID N°: 88) o hepcidina-22
humana (SEC ID N°: 89) no es detectable o es minimamente detectable mediante procedimientos de inmunoensayo
y/o de espectroscopia de masa MALDI-TOF descritos en los ejemplos 4-7. Preferentemente, el anticuerpo tiene una
Kb de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800
pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para al menos
un polipéptido de hepcidina madura de una especie de mamifero no humano, tal como se determina por SPR a 25
°C. Mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800
pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 1
nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para al menos un polipéptido de hepcidina-25 de un grupo que consiste
en ratdn, rata y mono cinomolgus, tal como se determina por SPR a 25 °C (SEC ID N°: 3, 2 y 4, respectivamente), tal
como se determina por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el anticuerpo también tiene una Kp de
aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM a aproximadamente 800 pM, de
aproximadamente 50 nM y aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente 35 nM y 1 nM para una hepcidina-25
de mono cinomolgus (SEC ID N°: 4), tal como se determina por SPR a 25 °C. Incluso mas preferentemente, el
anticuerpo también tiene una Kp de aproximadamente 100 nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50
nM a aproximadamente 800 pM, de aproximadamente 50 nM y aproximadamente 1 nM, o entre aproximadamente
35 nMy 1 nM para una hepcidina-25 de ratén y/o de rata (SEC ID N° 3 y 2, respectivamente), tal como se determina
por SPR a 25 °C.

Expresién de anticuerpos

Se usan técnicas de biologia molecular estandar para preparar el vector de expresion recombinante, transfectar las
células huéspedes, seleccionar los transformantes, aislar lineas de células huésped que producen un anticuerpo de
la invencion, cultivar las células huésped y recuperar el anticuerpo a partir del medio de cultivo.

La presente divulgacion también se dirige a células huésped que expresan un anticuerpo anti-hepcidina de la
invencion. Puede usarse una amplia diversidad de sistemas de expresion huéspedes conocidos en la técnica para
expresar un anticuerpo de la presente invencion, incluidos sistemas de expresion procarioticos (bacterianos) y
eucaridticos (tales como levaduras, baculovirus, células vegetales, de mamiferos y otras células animales, animales
transgénicos y células de hibridoma), asi como sistemas de expresion de presentacién en fagos.

Un anticuerpo de la invencion puede prepararse mediante expresion recombinante de genes de cadena ligera y
pesada de inmunoglobulinas en una célula huésped. Para expresar un anticuerpo recombinantemente, una célula
huésped se transforma, se transduce y se infecta o similar con uno o mas vectores de expresién recombinantes que
portan fragmentos de ADN que codifican las cadenas ligera y/o pesada de inmunoglobulina del anticuerpo de modo
que las cadenas ligera y/o pesada se expresen en la célula huésped. La cadena pesada y la cadena ligera pueden
expresarse independientemente de promotores diferentes a los que estan unidas operativamente en un vector o,
alternativamente, la cadena pesada y la cadena ligera pueden expresarse independientemente de diferentes
promotores a los que estan unidas operativamente en dos vectores: uno que expresa la cadena pesada y uno que
expresa la cadena ligera. Opcionalmente, la cadena pesada y la cadena ligera pueden expresarse en células
huésped diferentes.

También pueden usarse células huésped para producir porciones, o fragmentos, de anticuerpos intactos, por
ejemplo, fragmentos Fab o moléculas scFv, mediante técnicas que son convencionales. Por ejemplo, puede ser
deseable transfectar una célula huésped con ADN que codifique bien la cadena ligera o bien la cadena pesada de
un anticuerpo de la presente invencion. También puede usarse tecnologia de ADN recombinante para eliminar parte
o todo el ADN que codifica bien ambas o bien una de las cadenas ligera y pesada que no es necesaria para la uniéon
a hepcidina-25 humana. Las moléculas expresadas a partir de dichas moléculas de ADN truncadas también estan
abarcadas por los anticuerpos de la invencion.

La invencién proporciona una célula huésped que comprende una molécula de acido nucleico de la presente
divulgacion. Preferentemente, una célula huésped de la divulgacion comprende uno o varios vectores o constructos
que comprenden una molécula de acido nucleico de la presente divulgacion. Por ejemplo, una célula huésped de la
divulgacién es una célula en la que se ha introducido un vector de la divulgacion, comprendiendo dicho vector un
polinucleétido que codifica una LCVR de un anticuerpo de la invencidon y/o un polinucleétido que codifica una HCVR
de la invencion. La divulgacion también proporciona una célula huésped en la que se han introducido dos vectores
de la divulgacién; uno que comprende un polinucleétido que codifica una LCVR de un anticuerpo de la invencié y
uno que comprende un polinucleétido que codifica una HCVR presente en un anticuerpo de la invencién y cada uno
unido operativamente a elementos reguladores potenciadores/promotores (por ejemplo, derivados de SV40, CMV,
adenovirus y similares, tal como un elemento regulador potenciador de CMV/promotor de AMLP o un elemento
regulador potenciador SV40 / promotor de AAMLP) para conducir niveles altos de transcripcion de los genes.

Una vez expresados, los anticuerpo intactos, cadenas ligera y pesada individuales u otras formas de
inmunoglobulina de la presente invencion pueden purificarse segun procedimientos estandar de la técnica, incluidos
precipitacion con sulfato de amonio, intercambio idnico, afinidad (por ejemplo, proteina A), fase inversa,
cromatografia en columna de interaccion hidrofoba, cromatografia de hidroxilapatita, electroforesis en gel y similares.
Son preferentes las inmunoglobulinas sustancialmente puras con una homogeneidad de al menos aproximadamente
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el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 % o aproximadamente el 96 % y las mas preferentes
con una homogeneidad de aproximadamente el 98 a aproximadamente el 99 % o mas, para usos farmacéuticos.
Una vez purificados, parcialmente o hasta homogeneidad segun se desee, los anticuerpos estériles pueden usarse
después terapéuticamente, tal como se refiere en el presente documento.

Anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética

Preferentemente, un anticuerpo de la invencién puede usarse para fines terapéuticos, tiene la secuencia de la region
estructural y constante (en la medida en que exista en el anticuerpo) derivada de seres humanos para reducir la
posibilidad de que el anticuerpo facilite una respuesta inmunitaria. Los anticuerpos humanos obtenidos por
ingenieria genética son de particular interés debido a que son valiosos para la aplicacion terapéutica y disminuyen la
probabilidad de una respuesta de anticuerpo antirraton humano observada frecuentemente con anticuerpos de
origen murino o anticuerpos que comprenden porciones que son de origen murino cuando se administran a un sujeto
humano. Preferentemente, los anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética inyectados pueden tener una
semivida mas parecida a la de los anticuerpos humanos de origen natural que, por ejemplo, anticuerpos murinos,
permitiendo de este modo la administracion de dosis pequefias y menos frecuentes al sujeto.

La expresion “anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética”, tal como se usa en el presente documento,
se refiere a un anticuerpo en el que al menos una porcién es de origen humano. Por ejemplo, el anticuerpo humano
obtenido por ingenieria genética puede comprender porciones derivadas de un anticuerpo de origen no humano, tal
como un ratén, y porciones derivadas de un anticuerpo de origen humano, unidos conjuntamente, por ejemplo
quimicamente mediante técnicas convencionales (por ejemplo, sintéticas) o preparadas en forma de un polipéptido
contiguo usando técnicas de ingenieria genética.

Preferentemente, un "anticuerpo humano obtenido por ingenieria genética" tiene CDR que estan originadas o estan
derivadas de un anticuerpo parental, es decir, un anticuerpo no humano, preferentemente un Mab de ratén o un
fragmento del mismo tal como el Fab de ratén 4C11, mientras que el marco estructural y la region constante, en la
medida en que esté presente, (0 una porcion significativa o sustancial de la misma, es decir, al menos
aproximadamente el 90 %, 92 %, 94 %, 95 %, 96 %, 97 %, 98 % o 99 %), estan codificados por la informacion de
secuencias de acidos nucleicos que tiene lugar en la region de inmunoglobulina de linea germinal humana (véase,
por ejemplo, la base de datos internacional InternationallmMunoGeneTicsDatabase) o en formas recombinadas o
mutadas de los mismos tanto si se producen dichos anticuerpos en células humanas o como si no. Preferentemente,
al menos dos, tres, cuatro, cinco o seis CDR de un anticuerpo humano obtenido por ingenieria genética estan
optimizadas a partir de las CDR de un anticuerpo parental no humano a partir del que se ha derivado el anticuerpo
humano obtenido por ingenieria genética, para generar una propiedad deseada, por ejemplo, especificidad, afinidad
y neutralizacién mejoradas, que pueden identificarse mediante un ensayo de cribado, por ejemplo, un ensayo de
ELISA. Una CDR en un anticuerpo de la invencion comprende al menos una sustitucion aminoacidica en
comparacion con la presente en un Fab de ratén parental 4C11, 3A9 o 5E8. Determinadas sustituciones
aminoacidicas en las CDR de anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética de la invencion en
comparacién con las del Fab de ratén parental 4C11, 3A9 o 5E8 reducen la posibilidad de inestabilidad del
anticuerpo (por ejemplo, eliminando uno o mas restos de Asn de la CDR) o reduce la probabilidad de
inmunogenicidad del anticuerpos cuando se administra a un sujeto humano (por ejemplo, tal como se predice por
IMMUNOFILTER™ Technology (Xencor, Inc., Monrovia, CA).

Los anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética contienen preferentemente secuencias minimas
derivadas de inmunoglobulina no humana. Los anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética también
pueden comprender restos que no se encuentran ni en el anticuerpo receptor ni en las secuencias de la CDR o del
marco estructural importadas del anticuerpo parental. Los anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética
pueden someterse a mutagénesis in vitro usando procedimientos de uso rutinario en la técnica y, por lo tanto, las
secuencias de aminoacidos estructurales de las regiones HCVR y LCVR de los anticuerpos recombinantes humanos
obtenidos por ingenieria genética son secuencias que, aunque derivadas de las relacionadas con secuencias de
HCVR y LCVR de linea germinal humana, pueden no existir de forma natural en el repertorio de lineas germinales
de anticuerpos humanos in vivo. Se contempla que dichas secuencias de aminoacidos de las regiones estructurales
HCVR y LCVR de los anticuerpos recombinantes humanos obtenidos por ingenieria genética son al menos
aproximadamente el 85 %, aproximadamente el 90 %, aproximadamente el 92 %, aproximadamente el 94 %,
aproximadamente el 95 %, aproximadamente el 96 %, aproximadamente el 98 % o, mas preferentemente, al menos
aproximadamente el 99 % o, del modo mas preferente, el 100 % idénticas a una secuencia de linea germinal
humana.

En realizaciones preferentes, un anticuerpo humano obtenido por ingenieria genética de la presente invencion
comprende secuencias estructurales de cadena ligera de linea germinal humana y secuencias estructurales de
cadena pesada de linea germinal humana (véase, por ejemplo, el documento PCT WO 2005/005604).

Existen multiples procedimientos disponibles en la técnica para generar anticuerpos humanos obtenidos por
ingenieria genética (véanse, por ejemplo, la publicacion de solicitud de patente internacional PCT
W02006/06046935; Queen y col., Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:2869 (1991); Jones y col., Nature, 321:522 (1986);
Riechmann y col., Nature, 332:323-327 (1988); y Verhoeyen, y col., Science, 239:1534 (1988)). Por ejemplo, pueden
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producirse anticuerpos humanos obtenidos por ingenieria genética obteniendo secuencias de acidos nucleicos que
codifican la HCVR y la LCVR de un anticuerpo parental (por ejemplo, un anticuerpo murino o un anticuerpo fabricado
mediante un hibridoma) que se une a hepcidina-25, que identifica las CDR en dichas HCVR y LCVR (no humanas) e
injerta dichas secuencias de acidos nucleicos que codifican CDR en secuencias de acidos nucleicos que codifican el
marco estructural humano seleccionadas. Opcionalmente, una region CDR puede optimizarse mutagenizando
aleatoriamente o en ubicaciones particulares con el fin de sustituir uno o varios aminoacidos de la CDR por un
aminoacido diferente antes de injertar la region CDR en la region estructural. Alternativamente, una region CDR
puede optimizarse después de la insercidn en la region estructural humana usando procedimientos disponibles para
un experto en la técnica.

Después de injertar las secuencias codificantes de CDR en las secuencias codificantes del marco estructural
humano, las secuencias de ADN resultantes que codifican las secuencias pesada variable y ligera variable obtenidas
por ingenieria genética humanas se expresan después para producir un anticuerpo humano obtenido por ingenieria
genética que se une a hepcidina-25. Las HCVR y LCVR obtenidas por ingenieria genética humanas pueden
expresarse como parte de una molécula de anticuerpo de anti-hepcidina completo, es decir, como una proteina de
fusion con secuencias de dominio constante humano. No obstante, las secuencias de HCVR y LCVR también
pueden expresarse en ausencia de secuencias constantes para producir un Fv o un Fab anti-hepcidina-25 humano
obtenido por ingenieria genética, por ejemplo (véase, por ejemplo, Watkins, J. y col., Anal. Biochem. 253:37-45
(1997) y Watkins, J. y col., Anal. Biochem. 256:169-177, (1998)).

Usos diagndsticos

Los anticuerpos de la presente invenciéon proporcionan el medio para detectar o determinar con precision las
cantidades de hepcidina-25 en un tejido o fluido biolégico para la evaluacion de predisposicion a enfermedades y
afecciones promovidas por la hepcidina-25, y para detectar y diagnosticar dichas enfermedades y afecciones en
pacientes que las paceden. Por ejemplo, los anticuerpos selectivos de hepcidina-25 de la invencion pueden
incorporarse en inmunoensayos sensibles y fiables tales como ELISA, RIA, ensayos de inmunodifusion o ensayos
de immunodeteccion, tales como ensayos SPR. De forma similar, los anticuerpos selectivos de hepcidina-25 de la
presente invencion son también Utiles para ensayos inmunohistoquimicos (IHC) y de inmunofluorescencia (IF) de
muestras de tejidos o de fluidos biolégicos. Dichos analisis pueden usarse para detectar niveles aberrantes de
hepcidina-25 y, por lo tanto, para diagnosticar enfermedades y afecciones promovidas por la hepcidina-25. Mas
especificamente, la presente divulgacion proporciona procedimientos de diagnostico de una enfermedad o afeccion
asociada a hepcidina-25 en un paciente determinando el nivel de hepcidina- 25 en una muestra de tejido o de fluido
biolégico de un paciente y comparando el nivel de hepcidina-25 en la muestra con el nivel de hepcidina-25 en una
muestra correspondiente de uno o mas individuos de control o con un patron de referencia, detectando, de este
modo, un estado patolégico asociado con niveles anomalos de hepcidina-25. El estado patologico puede
comprender uno o mas de una enfermedad genética o no genética asociada con la disminucion de niveles de hierro
en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito. Preferentemente, el
estado patologico puede comprender uno o mas de una enfermedad genética o no genética asociada con anemia.

También se proporciona un procedimiento para realizar un seguimiento de una enfermedad o afeccidon asociada a
hepcidina-25 en un paciente. El procedimiento incluye determinar el nivel de hepcidina-25 en una muestra de un
tejido o fluido bioldgico de un paciente que padece, o esta en riesgo de padecer, una enfermedad o afeccion
asociada con hepcidina-25 en un primer punto temporal; determinar el nivel de hepcidina-25 en una o0 mas muestras
de tejido o fluido bioloégico del paciente en uno o mas puntos temporales diferentes; comparar los niveles de
hepcidina-25 determinados en diferentes puntos temporales y, por lo tanto, realizar un seguimiento de la enfermedad
o afeccién promovida por la hepcidina-25.

Los anticuerpos selectivos de hepcidina-25 de la presente invenciéon son particularmente Utiles cuando se aplican a
procedimientos de alto rendimiento. Dichos procedimientos incluyen procedimientos de microchips y micromatrices,
de modo que muchas muestras pueden analizarse en una microplaca o portaobjetos, u otro sustrato de ensayo
conocido en la técnica.

La presencia de hepcidina-25 o niveles de la misma en una muestra bioldgica puede establecerse combinando la
muestra biolégica con, por ejemplo, un anticuerpo de la invencidon en condiciones adecuadas para formar un
complejo antigeno-anticuerpo. El anticuerpo se marca directa o, mas preferentemente, indirectamente con un resto
detectable para facilitar la detecciéon del anticuerpo unido o no unido. Se conocen bien en la técnica una amplia
diversidad de procedimientos de deteccién de la formacion de inmunocomplejos, por ejemplo, ELISA, RIA, analisis
de inmunotransferencia (por ejemplo, inmunotransferencia por puntos, inmunotransferencia en ranuras,
inmunotransferencia Western, etc.), técnicas indirectas de inmunofluorescencia y procedimientos que dependen de
la deteccion de cambios en parametros fisicos, tales como, por ejemplo, SPR, y similares. Dichas aplicaciones
incluyen procedimientos que usan un anticuerpo selectivo de hepcidina-25 de la invencién conjugado con un resto
detectable para detectar la hepcidina en una muestra bioldgica, por ejemplo en un fluido biolégico humano o en una
célula o extracto de tejido. Pueden usarse anticuerpos de la invencion en dichos ensayos con o sin modificacion con
un resto detectable. Si se modifican con un resto detectable, los anticuerpos de la invenciéon pueden modificarse por
unién covalente o no covalente del resto detectable. Tal como se usa en el presente documento, el término
"detectable" describe una caracteristica de una sustancia (un conjugado, compuesto o resto) que permite identificar
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o rastrear la sustancia mediante un detector, usando técnicas analiticas conocidas. Los ejemplos representativos de
restos detectables incluyen, sin limitacion, cromoforos, restos fluorescentes, restos fosforescentes, restos
luminiscentes, restos radioactivos, diversos enzimas (tales como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano picante),
restos magnéticos (por ejemplo, materiales diamagnéticos, paramagnéticos y ferromagnéticos) y agrupamientos de
metales pesados, asi como cualquier otro resto conocido detectable. La cantidad de un complejo estandar antigeno-
anticuerpo formado puede cuantificarse mediante diversos procedimientos conocidos en la técnica tales como, por
ejemplo, medios fotométricos y colorimétricos. Preferentemente, los anticuerpos de la invenciéon se usan sin
modificacion, es decir, marcados indirectamente, segin procedimientos bien conocidos en la técnica.

La invencion abarca un procedimiento para detector proteina de hepcidina-25 en una muestra biolégica, que
comprende la incubacion de un antidoto de la invenciéon con una muestra bioldgica en condiciones y durante un
tiempo suficiente para permitir que dicho anticuerpo se una a proteina de hepcidina-25 y detectar dicha unién.
Preferentemente, el anticuerpo es 5E8, OH4 y/o OB3. Un procedimiento preferente para detectar proteina de
hepcidina-25 en una muestra biolégica es un ELISA de tipo emparedado, que comprende incubar un primer
anticuerpo de la invencién con la muestra bioldgica en condiciones y durante el tiempo suficiente para permitir que
dicho anticuerpo se una a la proteina de hepcidina-25, retirar la muestra no unida, aplicar un segundo anticuerpo
que se une selectivamente a un epitope contenido dentro de los aminoacidos 1 a 7 de SEC ID N° 1, retirar el
segundo anticuerpo no unido y detector la unién a dicho segundo anticuerpo. Preferentemente, el primer anticuerpo
es 3.23 0 3.12 y el segundo anticuerpo es OH4 o OB3. El Mab 3.23 anti-hepcidina comprende dos polipéptidos de
cadena ligera y dos polipéptidos de cadena pesada en los que cada uno de los polipéptidos de cadena ligera tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N°: 82 y cada uno de los polipéptidos de cadena pesada
tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 83 y se unen a un polipéptido que tiene la
secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 1. El Mab 3.12 anti-hepcidina comprende dos
polipéptidos de cadena ligera y dos polipéptidos de cadena pesada en los que cada uno de los polipéptidos de
cadena ligera tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N°: 84 y cada uno de los polipéptidos
de cadena pesada tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 85 y se unen a un
polipéptido que tiene la secuencia de aminoacidos que se muestra en la SEC ID N° 1. Un procedimiento mas
preferente para detectar proteina de hepcidina-25 en una muestra bioldgica es un ELISA de tipo emparedado, que
comprende incubar un primer anticuerpo que se une especificamente a un epitope que contiene los aminoacidos 5-
25 de hepcidina con la muestra biolégica en condiciones y durante un tiempo suficiente para permitir que dicho
anticuerpo se una a proteina(s) de hepcidina, retirar la muestra no unida, aplicar un segundo anticuerpo que se une
a un epitope que contiene dentro de los aminoacidos 1 a 7 de hepcidina-25, retirar el segundo anticuerpo no unido, y
detectar la presencia o ausencia de union de dicho segundo anticuerpo. Preferentemente, el primer anticuerpo es
3.23 0 3.12 y el segundo anticuerpo es OH4 o OB3. Mas preferentemente, el segundo anticuerpo no esta marcado y
la unién se detecta indirectamente seguin procedimientos conocidos en la técnica.

La presente invencion también proporciona composiciones, procedimientos y kits para el cribado de muestras
sospechosas de contener hepcidina-25. Dicho cribado puede realizarse sobre muestras de pacientes o muestras de
laboratorio sospechosas de contener o producir dicho polipéptido. Un kit puede contener un anticuerpo selectivo de
hepcidina-25 de la presente invencion. El kit puede contener un tampon y reactivos adecuados para detectar una
interaccion entre una muestra y un anticuerpo selectivo de hepcidina-25 de la presente invencion. El reactivo
proporcionado puede ser un agente radiomarcado, marcado fluorescentemente o marcado enzimaticamente de
unioén o interaccion con un anticuerpo de la presente invencion tal como un anticuerpo IgG anti-ratén.

El reactivo del kit puede proporcionarse como una solucioén liquida, unida a un soporte sélido o como polvo seco.
Cuando el reactivo se proporciona en una solucién quimica, preferentemente la solucién liquida es una solucién
acuosa. Preferentemente, cuando el reactivo proporcionado esta unido a un soporte sélido, el soporte sélido puede
ser un medio cromatografico, una placa de ensayo que tenga una pluralidad de pocillos, o un portaobjetos de
microscopio. Cuando es reactivo proporcionado es un polvo seco, el polvo puede reconstituirse mediante la adicion
de un disolvente adecuado, puede proporcionarse también en el kit.

El kit de la invencién se proporciona en un envase que generalmente incluye un vial en el que puede disponerse el
anticuerpo, antigeno o reactivo de deteccion, y preferentemente dividido de forma adecuada en partes alicuotas. Los
kits de la presente invencién también incluirda normalmente un medio para contener los recipientes de anticuerpo,
antigeno y reactivos para la venta comercial. Dichos recipientes pueden incluir recipientes de plastico en los que se
mantienen los viales deseados y uno o mas productos quimicos necesarios, tales como material de cromatografia,
disolventes y eluyentes, tubos de ensayo, detergentes, anticuerpos y productos quimicos para la reaccion de
deteccion.

Usos terapéuticos

Pueden prevenirse o tratarse enfermedades o afecciones promovidas por hepcidina-25 administrando a un paciente
que lo necesite una composicion farmacéutica que incluye un anticuerpo selectivo de hepcidina-25, un segundo
anticuerpo que se une a un epitope contenido dentro de los aminoacidos 1 a 7, inclusive, de (1) hepcidina-25
humana, es decir, DTHFPIC (SEC ID N°: 5), y/o (2) hepcidina-25 de ratén, es decir, DTNFPIC (SEC ID N°: 86).

Una composicion farmacéutica que comprende un anticuerpo de la invencién puede usarse para aumentar lo niveles
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de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito en un ser
humano cuando se administra una cantidad eficaz a un sujeto humano con necesidad de ello. Ademas, un
anticuerpo de la invencion puede ser Util para el tratamiento de afecciones, enfermedades o trastornos en los que la
presencia de hepcidina-25 causa, o contribuye a provocar, efectos patoldgicos no deseados o a una disminucion de
niveles de hepcidina-25 o la actividad de hepcidina tiene un beneficio terapéutico en sujetos humanos. Dichas
afecciones, enfermedades o trastornos incluyen anemia, incluidas, pero sin limitacion, anemia resultante de
infeccion, inflamacioén, enfermedad cronica y cancer. Los sujetos pueden ser hombres o mujeres. Preferentemente,
un sujeto humano tiene o estan en riesgo de tener de forma no deseable un nivel de hierro en suero bajo, recuento
de reticulitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito bajos. Mas preferentemente, un sujeto
humano esta en riesgo de padecer, o padece, anemia, incluidas, pero sin limitacidn, anemia consecuencia de
infeccion, inflamacioén, enfermedad crénica y/o cancer.

Adicionalmente, la invenciéon proporciona el uso de un anticuerpo de la invencién para la fabricaciéon de un
medicamento para el tratamiento o prevencion de anemia, incluidas, pero sin limitaciéon, anemia consecuencia de
una infeccion, inflamacion, enfermedad crénica y cancer.

Los anticuerpos selectivos de hepcidina-25 de la presente invencién también son utiles para la prevencion y el
tratamiento de enfermedades y afecciones promovidas por hepcidina-25. Los Mab selectivos de anti-hepcidina-25 de
la invencién pueden formularse en composiciones farmacéuticas para la inmunizaciéon pasiva de hepcidina-25.
También pueden incorporarse a las composiciones farmacéuticas y aplicarse en el tratamiento fragmentos
funcionales de los MADb de la presente invencion, tales como, por ejemplo, fragmentos de Fab, fragmentos de F(ab’)
2 y cualquier fragmento que retenga la capacidad de unirse selectivamente a hepcidina-25.

Ademas, los Mab selectivos de hepcidina-25 de la presente invenciéon pueden aplicarse en inmunoensayos para
realizar un seguimiento de la progresion de enfermedades y afecciones promovidas por hepcidina-25 en las que el
nivel o cantidad de hepcidina-25 proporciona una indicacion del suceso de tratamiento o terapia, o de la progresion
de la enfermedad o afeccion.

Ademas, los Mab de la presente invencion son Utiles en procedimientos de evaluacion de un tratamiento de bloqueo
de hepcidina-25 de un paciente que padece una enfermedad o afeccién promovida por hepcidina-25. El
procedimiento incluye las etapas de:

a) obtener una primera muestra de fluido biolégico del paciente antes, o en las primeras etapas, de un tratamiento;
b) determinar el nivel de hepcidina-25 en la primera muestra mediante un procedimiento de inmunoensayo;

c) obtener una segunda muestra de un fluido bioldgico de un paciente después de un tiempo adecuado dentro del
cual el tratamiento tendria efecto;

d) determinar el nivel de hepcidina-25 en la segunda muestra mediante un procedimiento de inmunoensayo;

€) comparar las cantidades determinadas de hepcidina-25 en la primera muestra con la cantidad de hepcidina-25
en la segunda muestra para determinar la eficacia del tratamiento de unién o bloqueo de hepcidina-25.

El procedimiento descrito anteriormente aplicado para evaluar un tratamiento de unién a, o un tratamiento de
blogueo de, hepcidina-25 en un paciente es particularmente valioso en la practica clinica, en la que la toma de
decisiones para proceder con un régimen terapéutico u otro puede ser critica para el resultado para el paciente. El
procedimiento de la presente invencién proporciona informacién sobre la que basarse para estas decisiones criticas.
El procedimiento proporciona una medicién de la cantidad de hepcidina-25 antes, o en las primeras etapas, del
tratamiento y proporciona una o mas mediciones de hepcidina-25 en uno o mas periodos después del inicio del
tratamiento, particularmente cuando se espera que el tratamiento que se ha comenzado sea eficaz.

El tratamiento de bloqueo de hepcidina-25 puede ser la administracion pasiva de anticuerpo selectivo anti-hepcidina-
25 a un paciente. El anticuerpo selectivo anti-hepcidina-25 puede ser un anticuerpo quimérico humano/no humano,
un anticuerpo selectivo anti-hepcidina-25 monoclonal totalmente humano o humanizado, o cualquier fragmento de
anticuerpo selectivo de hepcidina-25 que sea funcional en la unién a hepcidina-25.

Se conocen bien en la técnica una amplia diversidad de procedimientos de deteccion de la formacion de
inmunocomplejos, por ejemplo, ELISA, RIA, analisis de inmunotransferencia (por ejemplo, inmunotransferencia por
puntos, inmunotransferencia en ranuras, inmunotransferencia Western, etc.), técnicas indirectas de
inmunofluorescencia y procedimientos que dependen de la deteccién de cambios en parametros fisicos, tales como
SPR. En un procedimiento usado ampliamente se detecta la formacién de inmunocomplejos mediante el uso de un
marcador, tal como un radiomarcador o una etiqueta enzimatica (tal como fosfatasa alcalina o peroxidasa de rabano
picante). Pueden agregarse ventajas adicionales mediante el uso de un ligando de unién secundario tal como un
segundo anticuerpo o una molécula acoplada a avidina para la unién a un ligando biotinilado, segun procedimientos
bien conocidos en la técnica.

Los términos “tratamiento” y “tratar”, tal como se usan en el presente documento, se refieren a administrar una
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sustancia a un paciente que tiene una enfermedad, afeccién o trastorno descrito en el presente documento, un
sintoma de dicha enfermedad, afeccion o trastorno, o una predisposicion a dicha enfermedad, afeccién o trastorno,
para conferir un efecto terapéutico, por ejemplo, para curar, aliviar, alterar, controlar, detener, mejorar o prevenir la
enfermedad, afeccion o trastorno, un sintoma de la misma o una predisposicién a la misma. Preferentemente, el
paciente tratado es un mamifero y, mas preferentemente, un ser humano. Los regimenes de dosificacion puede
ajustarse para proporciona una respuesta deseada 6ptima (por ejemplo, una respuesta terapéutica). Por ejemplo, se
puede administrar una Unica inyeccion intravenosa rapida, se pueden administrar varias dosis divididas a lo largo del
tiempo o la dosis se puede reducir o aumentar proporcionalmente tal como indiquen las exigencias de la situacion
terapéutica.

Composiciéon farmacéutica

Un anticuerpo de la invencién puede incorporarse a una composicion farmacéutica adecuada para la administracion
a un sujeto humano. Un anticuerpo de la invencion puede administrarse a un sujeto humano solo o en combinacion
con un vehiculo y/o diluyente farmacéuticamente aceptable, tanto en dosis individuales como multiples. Dichas
composiciones farmacéuticas se disefian para que sean apropiadas para el modo de administracion seleccionado y
se usan segun sea apropiado, diluyentes, vehiculos y/o excipientes farmacéuticamente aceptables tales como
agentes dispersantes, tampones, tensioactivos, conservantes, agentes solubilizantes, agentes de isotonicidad,
agentes estabilizantes y similares. Dichas composiciones pueden disefiarse segun técnicas convencionales
conocidas en la técnica.

Los vehiculos adecuados para composiciones farmacéuticas incluyen cualquier material que, cuando se combina
con un Mab de la invencion, conserva la actividad de la molécula y es no reactivo con el sistema inmunitario del
sujeto.

Una composicion farmacéutica que comprende un Mab anti-hepcidina-25 de la presente invencién puede
administrarse a un sujeto con riesgo de padecer, o que presenta, patologias tales como las descritas en el presente
documento, por ejemplo, trastornos de anemia, usando técnicas de administracion estandar.

La frase "cantidad eficaz", tal como se usa en el presente documento, se refiere a una cantidad necesaria (en dosis y
durante periodos de tiempo y para los medios de administracion) para lograr el resultado terapéutico deseado. Una
cantidad terapéuticamente eficaz del anticuerpo puede variar segun factores tales como el estado patolégico, edad,
sexo y peso del individuo, y la capacidad del anticuerpo o porcién de anticuerpo para provocar una respuesta
deseada en el individuo. Una cantidad terapéuticamente eficaz es también una en la que cualquier efecto téxico o
perjudicial del anticuerpo se ve superado por los efectos terapéuticamente beneficiosos.

Una cantidad eficaz es al menos la cantidad minima, pero inferior a la cantidad téxica, de un agente activo que es
necesario para impartir un beneficio terapéutico a un sujeto. Dicho de otro modo, una cantidad eficaz o una cantidad
terapéuticamente eficaz de un anticuerpo de la invencién es una cantidad que, en mamiferos, preferentemente en
seres humanos, (i) aumenta los niveles de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos,
hemoglobina y/o hematocrito o (ii), trata una afeccion, trastorno o enfermedad en la que la presencia de hepcidina-
25 causa o contribuye a un efecto patoldgico no deseable o (iii) un aumento en los niveles de hepcidina-25 o la
bioactividad de hepcidina tiene como consecuencia un efecto terapéutico beneficioso en un mamifero,
preferentemente un ser humano, incluida, pero sin limitacién, la anemia, incluida, pero sin limitacién, la anemia de
enfermedad cronica, incluida, pero sin limitacion, la anemia consecuencia de infeccion, inflamacién, enfermedad
cronica y/o cancer. Una cantidad eficaz de un anticuerpo de la invencién puede administrarse en una dosis individual
o en dosis multiples. Ademas, una cantidad eficaz de un anticuerpo de la invenciéon puede administrarse en dosis
multiples de cantidades que serian inferiores a una cantidad eficaz si no se administran mas de una vez.

Como es bien sabido en las técnicas médicas, las dosificaciones para un sujeto cualquiera dependen de muchos
factores, incluidos la frecuencia y la via de administracion, el estado de salud general y de otros farmacos que se
estan administrando de forma concurrente. La dosis puede variar dependiendo del tipo y gravedad de la
enfermedad. Una dosis tipica puede estar, por ejemplo, en el intervalo de aproximadamente: 1 a aproximadamente
100 mg; preferentemente de aproximadamente 1 a aproximadamente 100 mg; mas preferentemente de
aproximadamente 5 a aproximadamente 50 mg; no obstante, se contemplan dosis inferiores o superiores a estos
intervalos ejemplares, considerando especialmente los factores mencionados anteriormente. Un régimen de
dosificacion por via parenteral diario puede ser de aproximadamente 10 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg de peso
corporal total, preferentemente de aproximadamente 100 ug/kg a aproximadamente 10 mg/kg, mas preferentemente
de aproximadamente 1 mg/kg a aproximadamente 10 mg/kg. Puede realizarse un seguimiento del progreso
mediante evaluacion periodica y ajustarse las dosis consecuentemente.

Estas cantidades de anticuerpo sugeridas estan sujetas a una gran discreccion terapéutica. El factor clave para
seleccionar una dosis y un esquema apropiados es el resultado obtenido. Los factores que se consideran en este
contexto incluyen el trastorno particular que se va a tratar, la condicion clinica del paciente individual, la causa del
trastorno, el sitio de administracion del anticuerpo, el tipo particular de anticuerpo, el procedimiento de
administracion, la agenda de administracion y otros factores conocidos por el especialista médico.

18



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2432018 T3

La via de administracién de un anticuerpo de la presente invencion puede ser oral, parenteral, por inhalacién o
tépica. Preferentemente, los anticuerpos de la invenciéon pueden incorporarse a una composicion farmacéutica
adecuada para administracion por via parenteral. El término parenteral, tal como se usa en el presente documento,
incluye la administracion por via intravenosa, intramuscular, subcutanea, rectal, vaginal o intraperitoneal. La
administracion por via parenteral mediante inyeccion intravenosa o intraperitoneal o subcutanea es preferente. La
inyeccion subcutanea es la mas preferente. Los vehiculos adecuados para dichas inyecciones son bien conocidos
en la técnica.

La composicion farmacéutica debe ser normalmente estéril y estable en las condiciones de fabricacion vy
almacenamiento en un recipiente proporcionado, incluyendo, por ejemplo, un vial sellado, una jeringa u otro
dispositivo de administracion, por ejemplo, una pluma. Por lo tanto, las composiciones farmacéuticas pueden filtrarse
de forma estéril después de preparar la formulacion, o se hacen microbiolégicamente aceptables de otro modo.

Los siguientes ejemplos se proporcionan solo con fines ilustrativos y no se pretende que limiten el alcance de la
presente invencion de ningun modo.

EJEMPLOS
Ejemplo 1: Produccion de hepcidina-25 humana

La hepcidina-25 puede obtenerse de fuentes comerciales (por ejemplo, Peptide International (Louisville, Kentucky) )
o puede producirse por diversas técnicas de sintesis o recombinantes conocidas en la técnica. Por ejemplo, una
proteina de fusiéon que comprende los veinticinco aminoacidos de la hepcidina-25 humana y que tiene la secuencia
que se muestra en SEC ID N°: 95 se expresa en E. coli. Los cuerpos de inclusion se aislan a partir de 3 litros de E.
coli que expresan la proteina de fusion de hepcidina-25 humana después de 3-6 horas con IPTG 1 mM a 37 °C. Los
cuerpos de inclusion se solubilizan en tampon A (Tris 50 mM y urea 8 M (pH 8, 0) ) . El sobrenadante se hace pasar
sobre una columna de cromatografia de afinidad metal-ion inmovilizada (IMAC) (20 ml de resina). La columna se
lava con tampon A hasta que la absorbancia vuelve a la linea base y los polipéptidos unidos se eluyen por lotes de
la columna mediante imidazol 0, 5 M en tampén A. La proteina de fusién hepcidina-25 humana se redne y se reduce
con DTT 50 mM. Esta proteina de fusion se vuelve a plegar después diluyendo material almacenado en urea 2 M,
cisteina 3 mM, Tris 50 mM (pH 8, 0) hasta una concentracion final de proteina de menos de 50 ug/ml. Este material
se agita a temperatura ambiente y se oxida al aire durante 48 horas. Los polipéptidos oxidados se hacen pasar
sobre una columna IMAC (20 ml) con un caudal de 5 ml/min y la proteina de fusién de hepcidina-25 humana se
eluye por lotes a partir de la columna mediante imidazol 0, 5 M en tampdn A. Las fracciones reunidas que contienen
la proteina de fusion de hepcidina-25 se concentran y se hacen pasar por una columna de cribado por tamafio (por
ejemplo, Superdex® 75, GE Healthcare, XK26/60) equilibrada con Tris 50 mM, urea 4 M, pH 8, 0, a un caudal de 3
mi/min. La proteina de fusion monomeérica se agrupa y después se diluye con Tris 50 mM, urea 2M, CaCl2 5 mM, pH
8, 0 y después se escinde con enterocinasa produciendo hepcidina-25 humana de SEC ID N.°: 1. La proteina de
fusion de hepcidina-25 humana no escindida se elimina por cromatografia IMAC pasiva (tal como se indicé
anteriormente) . El flujo a través de la columna IMAC se carga después sobre una columna en fase inversa C-18 con
un caudal de 4, 0 ml/minuto. La columna se lava con TFA al 0, 1 % en agua hasta que la absorbancia vuelve a la
linea base y los polipéptidos unidos se eluyen de la columna con un gradiente lineal de ACN del 20 % al 40 % con
TFA al 0,1 % a una velocidad del 0, 5 %/minuto. Las fracciones que contienen el polipéptido hepcidina-25 humano
se almacenan y se analizan por secuenciacion de aminoacidos N-terminales y por espectrometria de masas con
ionizacion/desorcion laser asistida por matriz (MALDI-EM) . Los polipéptidos que codifican hepcidina-25 de rata,
ratén y monocigomolgus y diversas formas truncadas de modo N-terminal de hepcidina-25 humana que incluyen
hepcidina-22 y hepcidina-20 se fabricaron también esencialmente tal como se ha descrito para la hepcidina-25
humana.

Ejemplo 2: Produccion de anticuerpos de hepcidina-25 N-terminales

Los ratones se inmunizan con un péptido hepcidina N-terminal (aminoacidos 1-7 de SEC ID N°: 1) conjugado con un
enlazador peptidico de cinco aminoacidos (es decir, GPGPG) a una secuencia peptidica OVA (aminoacidos 323-
336), es decir, DTHFPICGPGPGISQAVHAAHAEINE (SEC ID N° 87) inmundgena de longitud completa y se
recogen los bazos de estos ratones el dia 27. Los linfocitos B se ajustan a 1 célula por pocillo para células de
memoria de Ag+ y IgG+ y de centro germinal y se cultivan conjuntamente con células EL4B durante 2 semanas. La
IgG resultante que contiene sobrenadantes se diluye después 1,4 veces y se somete a cribado en los tres formatos
de ELISA siguientes: 1) placas de 96 pocillos recubiertas con proteina de union NEUTRAVIDIN™, una forma
desglicosilada y isoeléctricamente neutra de avidina (Pierce Biotechnology, Rockville, IL), a una concentracion de 2
pg/ml en tampdn de carbonato durante toda la noche. Los sitios de unién no especifica se bloquean con caseina
durante 1 hora. Después la placa se lava 3 veces con PBS con el 0,05 % de Tween-20 y se incuba hepcidina
biotinilada 100 nM en la placa durante 1 hora. La placa se lava de nuevo tal como se ha descrito. Los sobrenadantes
de IgG del cultivo se incuban después durante 1 hora y la placa se lava. Se detecta la unién especifica del
anticuerpo de hepcidina-25 mediante 0,5 pg/ml de Fcl-fosfatasa alcalina de IgG de cabra anti-ratdon. La actividad de
fosfatasa alcalina se mide afiadiendo una cantidad apropiada de sustrato PMP/AMP (6 mg/ml de monofosfato
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fenolftaleina (PMP) en Tris 0,5 M, pH 10,2, 2-amino-2-metil-1-propanol (AMP) al 2 %, NaN3 al 0,1 %) y se mide la
cantidad de absorbancia a 560 nm ; 2) se recubren placas de 96 pocillos con kappa IgG de cabra anti-raton a una
concentracion de 2 ug/ml en tampoén de carbonato durante toda la noche. Los sitios de uniéon no especifica se
bloguean después con caseina durante 1 hora. La placa se lava 3 veces con PBS con el 0,05 % de Tween-20 y los
sobrenadantes de IgG del cultivo se incuban durante 1 hora. Después se incuba hepcidina-25 biotinilada (100 nM)
en la placa durante 1 hora y la placa se lava tal como se ha descrito previamente. Después se detecta la union
especifica de hepcidina-25 al anticuerpo capturado afadiendo 1 pug/ml de NEUTRAVIDIN-AP™, un conjugado de
NEUTRAVIDIN™-fosfatasa alcalina (Pierce Biotechnology, Rockford, IL) y se detecta la actividad de fosfatasa
alcalina anadiendo sustrato PMP/AMP y se mide la absorbancia a 560 nm; y 3) se recubren placas de 96 pocillos
con hepcidina-25 100 nM en agua durante toda la noche a 37 °C. Los sitios de unién no especifica se bloquean
después con caseina durante 1 hora y la placa se lava 3 veces con PBS con el 0,05 % de Tween-20. Los
sobrenadantes de I1gG del cultivo se incuban después durante 1 hora y la placa se lava de nuevo tal como se ha
descrito. Se detecta la union especifica del anticuerpo de hepcidina-25 N-terminal mediante 0,5 yg/ml de Fcll-
fosfatasa alcalina de IgG de cabra anti-raton. Se mide la actividad de fosfatasa alcalina con sustrato PMP/AMP y la
cantidad de absorbancia se mide a 560 nm.

Se usan después linfocitos B que expresan anticuerpos de ratdén especificos para el extremo N-terminal de
hepcidina-25 tales como 3A9, 4C11 y 5E8 para aislar ARN vy las regiones variables se amplificaron mediante RT-
PCR y subsiguientemente se clonaron en vectores de IgG1 de ratén disponibles comercialmente o la cadena pesada
y ligera respectivamente. Los anticuerpos de raton expresados de forma transitoria se confirmaron como anticuerpos
especificos de hepcidina-25 N-terminales usando SPR.

Ejemplo 3: Medidas de union de afinidad de Fab y Mab anti-hepcidina-25 usando SPR

Para medir las cinéticas y afinidad de unién de anticuerpos tales como los anticuerpos divulgados en el presente
documento puede usarse un biosensor de SPR tal como el BlAcore® T100. El sistema BlAcore® usa las
propiedades 6pticas de SPR para detectar la alteracion en concentracion de proteinas de moléculas que interactian
con una matriz de biosensor de dextrano. Excepto lo indicado, todos los reactivos y materiales se adquieren de
BlAcore® AB (Upsala, Suecia). Todas las mediciones se llevan a cabo a 25 °C. Las muestras se disuelven en
tampon HBS-EP (cloruro de sodio 150 mM, EDTA 3 mM, tensioactivo P-20 al 0, 05 % (p/v) y HEPES 10 mM, pH
7,4). Para capturar Fab con kappa humana, se inmoviliza kappa anti-humano de cabra en células de flujo 1 a 4 de
un chip sensor CM5 a un nivel de 5000-10000 unidades de respuesta (Rus) usando un kit de acoplamiento de
amina. Para capturar Mab con IgG1 de ratén, se inmoviliza Fc gamma de anti-ratén de cabra en las células de flujo 1
a 4 de un chip sensor CM5 a un nivel de 5000-10000 Rus usando un kit de acoplamiento de amina. Para capturar
anticuerpos con IgG4 humana se inmoviliza proteina A en las células de flujo 1 a 4 de un chip sensor CM4 a un nivel
de 400-700 Rus usando un kit de acoplamiento de amina. Se evaluan Fab preparados a partir de periplasma de E.
coli y Mabs preparados a partir de cultivos de células de mamifero usando multiples ciclos analiticos. Cada ciclo
consiste en las etapas siguientes: inyeccion de 0, 3-2 minutos de un Fab o un Mab a <10 pl/minuto dirigida a una
captura de 200-1000 Rus, inyeccion de 2 minutos a 50 pl/minuto de diversas concentraciones de hepcidina-25
humana (desde 600 nM a 0, 1 nM) obtenidas tal como se describe en el Ejemplo 1 anterior seguido por 2-10 minutos
para disociacion y regeneracion usando 30 ul de clorhidrato de glicina 10 mM, pH 1, 5. Las mediciones se obtuvieron
a 25 °C y las velocidades de asociacion y disociacion para cada ciclo se evaluaron usando un modelo de unién "1:1
con transferencia de masas" en el programa informatico BlAevaluation.

Los anticuerpos monoclonales de ratén 3A9, 4C11, 5E8, OB3, OH4, OB1 y OE1 muestran una unién a hepcidina-25
con una afinidad (Kp) de aproximadamente 36 nM a aproximadamente 1 nM. El anticuerpo monoclonal de ratén OH4
se une a hepcidina-25 humana con una Kp de aproximadamente 1,2 nM pero no se une de forma detectable a
hepcidina-20 humana o hepcidina-22 humana. El anticuerpo monoclonal de ratén 5E8 se une a hepcidina-25
humano pero no es une de forma detectable a hepcidina-25 de ratén o de rata. El anticuerpo monoclonal de ratén
4C11 se une a hepcidina-25 humana, de rata o de ratén y en una medida muy inferior a hepcidina-22 humana
(aproximadamente 209 nM) pero no a hepcidina-20 humana.

Ejemplo 4: Identificacion de un par de Mab que se une a hepcidina-25 humana simultaneamente

Los anticuerpos monoclonales generados contra los aminoacidos 1-7, inclusive, de hepcidina-25 humana que
mostraron una unién de afinidad alta a hepcidina-25 humana por analisis SPR se analizaron para determinar su
capacidad para unirse simultaneamente a hepcidina-25 humana con Mab 3.23.

Brevemente, sobre un Biacore® T100, se inmovilizd anticuerpo policlonal IgG1 Fc de cabra anti-raton 1 en una
célula de flujo 1 a 4 de chip CM5 a 5000 - 15000 unidades de respuesta (Ru). El Mab 5E8 se captur6 en la célula de
flujo 2, el Mab 4C11 se capturd en la célula de flujo 3 y el Mab 3A9 se capturd en la célula de flujo 4. La célula de
flujo 1 se us6 como célula de flujo de referencia. Se inyectaron después a todas las células de flujo hepcidina-25
humana. Las células de flujo con Mab 5E8, 4C11 y 3A9 inmovilizados en las mismas mostraron todas un aumento
de Ru, indicando la union de esos Mab a hepcidina-25 humana. Después, se inyecté a todas las células de flujo Mab
3.23. Solo la célula de flujo 2, con Mab 5E8 inmovilizado en la misma mostré una unién simultanea de hepcidina-25
humana mediante los Mab 5E8 y 3.23.
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Adicionalmente, los Mab Hu22, 3.23, 3.12, y un anticuerpo de IgG4 humano de control negativo se inmovilizaron en
células de flujo separadas de un chip Sensor Chip_CM4 (Biacore) a 1000 - 4000 Ru. Después, se inyecto en las
células de flujo hepcidina-25 humana. Después, se inyecto a las células de flujo Mab 5E8. Las células de flujo que
tenian Mab Hu22, 3.23 y 3.12 inmovilizados en las mismas mostraron la unién de hepcidina-25 humana y después
simultaneamente la unién de Mab 5E8. La célula de flujo que tenia la IgG4 inmovilizada en la misma no mostré
unién ni a hepcidina-25 humana ni a Mab 5E8. Ademas, el Mab 5E8 no se une a hepcidina-25 simultaneamente con
antisuero policlonal de conejo obtenido para péptidos conjugados a KLH que consisten en los aminoacidos 1-7 de
hepcidina-25 humana o de ratén (Alpha Diagnostic International, San Antonio TX; N° de cat. Hepc13-S) no con
preparacion purificada de IgG del mismo (Alpha Diagnostic International; N° de cat. Hepc13-A)).

Ejemplo 5: Ensayo de ELISA de tipo emparedado para medir hepcidina-25 humana

Los pocillos de una placa de varios pocillos se recubrieron durante 1 hora a temperatura ambiente con Mab 3.23 a
una concentracion de 2 mg/l en tampoén de recubrimiento carbonato-bicarbonato, pH 9,40 (Pierce Biotechnology,
Rockville, IL). Después, los pocillos se aspiraron y se lavaron 3 veces con TBST (solucion salina tamponada de
TRIS que contenia 10 mmol/l de Tris, pH 7,4, 150 mmol/l de NaCl con 1 ml de Tween-20/1). Después los pocillos se
blogueron durante 1 hora con tampén de bloqueo TBS-caseina (NaCl 150 mM, Tris 25 mM, caseina al 1 %, pH 7,4,
con Kathon antimicrobiano (Pierce Biotechnology; N° de cat. 37532). Después, se afiaden 100 yl de un patron de
hepcidina-25 (concentraciones variadas de hepcidina-25 humana sintetizada en tampdn de ensayo que consiste en
50 mmol/l de HEPES, pH 7,40, 150 mmol/l de NaCl, 10 ml/I de tensioactivo no iénico Triton® X-100 (Union Carbide
Corp., Danbury, CT), 5 mmol/l de EDTA y 5 mmol/l de acido etilenglicoltetraacético (EGTA) a un conjunto de los
pocillos para generar una curva de calibracion. Después, las muestras de suero se diluyen 1:20 en tampodn de
ensayo y se afiaden a sus respectivos pocillos y la placa de ELISA se deja incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de la aspiracion, los pocillos se lavan 3 veces con TBST y se afiaden 100 ul de una diluciéon
1:1000 de Mab 5E8 anti-hepcidina-25 biotinilado con una concentracion de 1 mg/ml a los pocillos durante una
incubacion de 1 hora a temperatura ambiente. Después de la aspiracion, los pocillos se lavan 3 veces con TBST y
se afiaden 100 pl de una solucién de poli-estreptavidina-HRP (Pierce Biotechnology, Rockville, IL) a los pocillos
durante una incubacién de 30 min a temperatura ambiente. Después, los pocillos se lavan 3 veces conTBST.
Después de la ultima aspiracion de TBST, se afiaden 100 pl de sustrato de desarrollo 3,3’,5,5-tetrametilbencidina
(Pierce Biotechnology, Rockville, IL) a los pocillos y se dejan incubar durante 30 min a temperatura ambiente. La
reaccion se detuvo con un volumen igual de acido fosférico 2 N y las placas se leen a 450 nm.

Las concentraciones en suero de hepcidina-25 de 40 pacientes normales y con cancer medidas mediante un ensayo
ELISA de tipo emparedado descrito anteriormente variaron de 5 a 656 ug/l y se correlacionaron directamente con
concentraciones en suero de hepcidina-25 medidas usando un ensayo de CL/EM estandar (r = 0,98, p < 0,0001)
(véase, Murphy y col., (2007)) Ademas, se determiné que 100 muestras de suero humanas de donantes sanos (50
hombres y 50 mujeres; con una edad que variaba de 18 a 66 afios, 37 afios de media) obtenidas de Bioreclamation,
Inc. (East Meadow, NJ)) tenian concentraciones de hepcidina-25 que variaban de <1-79 ug/ml. Adicionalmente, el
ensayo de ELISA de tipo emparedado detectd el peptide de control de hepcidina-25 humana de un modo
dependiente de la dosis en una medida inferior a al menos 1 ng/ml. Por otra parte, ni el péptido de control de
hepcidina-25 humana (hasta 2 ng/ml) ni la hepcidina-25 endégena en un control positivo de muestra de suero
humano, es decir, determinado previamente por ensayo de CL/EM que contenia hepcidina-25, es detectable en el
mismo ensayo cuando se sustituye Mab 5E8 por i) antisuero policlona de conejo generado para péptidos conjugados
de KLH que consisten en los aminoacidos 1-7 de hepcidina-25 humana y de raton (Alpha Diagnostic International,
San Antonio, TX; N° de cat. Hepc13-S) o ii) una preparacion purificada de IgG del mismo (Alpha Diagnostic
International; N° de cat. Hepc13-A)). Ademas, ni el patron de hepcidina-25 ni el control positivo de muestra de suero
humano fueron detectables cuando el antisuero HEPC-13-S o la preparacién purificada de IgG del mismo i) se
recubrieron en pocillos separados de la placa de ensayo, es decir, como los anticuerpos de captura, ii) se afiadieron
al ensayo como anticuerpo de deteccion conjugados con biotina o iii) se afadieron al ensayo como anticuerpos de
deteccion no conjugados, es decir, con su unién analizada subsiguientemente mediante el uso de un anticuerpo
secundario de IgG anticonejo.

El peptide de control de hepcidina-25 humana y la hepcidina-25 endégena no se detectaron en la muestra de control
positivo de suero humano cuando se realizé el ensayo de ELISA de tipo emparedado usando Mab 5E8 como el
anticuerpo de captura y se emparejaron con una IgG policlonal de conejo disponible comercialmente obtenida contra
un conjugado de KLH, péptido C-terminal de hepcidina humana madura de 13 aminoacidos (Alpha Diagnostic
International, San Antonio, TX; N° de cat. HEPC12-A).

Ejemplo 6: Determinacion de selectividad de anticuerpos anti-hepcidina usando MALDI-TOF

El diagndstico clinico de rutina de biomarcadores se basa mayoritariamente en técnicas inmunolégicas cuantitativas
por ejemplo, ELISA. Estos procedimientos son a menudo no aplicables para antigenos pequefios o para isoformas
de antigenos (Sparbier, K., International Meeting of the Association of Biomolecular Resource Facilities, Salt Lake
City, Cartel V28-S, (2008), y Gutiérrez, J.A., y col., (2005)). Los Mab o Fab pueden evaluarse para determinar su
capacidad de inmunoprecipitar selectivamente hepcidina-25 endégena, mejor que precursores o formas truncadas
de la misma, a partir de suero humano mediante espectrometria de masas MALDI-TOF sobre polipéptidos de
hepcidina unidos a anticuierpos realizada después de la reduccion de la muestra.

21



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

ES 2432018 T3

Los Mab o Fab de hepcidina anti-humana se recubren en pocillos separados de una placa estandar de ELISA de 96
pocillos en tampén de carbonato-bicarbonato (pH 9,4) durante 1 hora a temperatura ambiente a una concentracion
de 2 mg/l. Después, los pocillos se aspiran y se lavan 3 veces con TBST. Las muestras de suero humano que
contenian una cantidad conocida de hepcidina-25 (diluida en tampon de ensayo) se afiaden a 100 pl/pocillo durante
una hora a temperatura ambiente. Después, los pocillos se aspiran y se lavan 3 veces conTBST. Los polipéptidos de
hepcidina capturados se eluyen afiadiendo 40 pl/pocillo de acido férmico al 0,1 % durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Las muestras eludidad se recogen y se concentran con C4 ZipTip™ (Millipore, Billerica, MA), una punta
de pipeta de 10 yl con un lehco de medio de cromatografia para la purificacion y la concentracion de femtomoles a
picomoles de proteina o péptidos, que varian de forma ideal de un PM de 25.000 a un PM de 100.000. Una mitad de
un microlitro de muestra se dispone sobre una diana MALDI y se afiade un volumen igual de solucién de matriz (50
% de acetonitrilo, 0,1 % de TFA saturado con acido alfa-ciano-4-hidroxicinamico) a la muestra. La muestra se seca y
se analiza con un espectrometro de masas 4700 TOF-TOF (Applied Biosystems) operado en el modo lineal.

Los experimentos realizados usando espectrometria MALDI-TOF esencialmente tal como se ha descrito justo
anteriormente mostraban que el Mab 3.23 se une a hepcidina-25 y, en mucha menor medida, a hepcidina-20
(Figuras 1y 2). El Mab 3.23 no parece que se una a niveles detectables de hepcidina-22 (PM: 2436 Da), hepcidina-
24 (PM: 2674 Da) o pro-hepcidina (PM: 6929 Da), asumiendo, por supuesto, que las muestras de sueros analizadas
también contenian cantidades esperadas de estas formas de hepcidina humana.

Se realizaron experimentos similares usando espectrometria MALDI-TOF para determinar que especies de
hepcidina en suero humano se unen mediante Mab 5E8. Estos experimentos determinaron que el Mab 5E8 se une
solo a hepcidina-25 en suero humano (Figuras 3 y 4). De forma importante, ni hepcidina-20, ni hepcidina-22, ni pro-
hepcidina ni otras especies de hepcidina se unieron a Mab 5E8, asumiendo, de nuevo, que estas especies de
hepcidina humana estaban presentes en las muestras de suero tal como se esperaba.

Por lo tanto, los inmunoensayos usando el Mab 5E8, o anticuerpos derivados del mismo o relacionados con el
mismo, incluido, pero sin limitacion, Mab OH4, son muy especificos y selectivos de hepcidina-25 humana, la forma
fisiolégicamente relevante activa de hepcidina en suero humano. Otras mejoras en la especificidad y la selectividad
se pueden esperar en inmunoensayos de hepcidina-25 humana que combinan el uso de Mab 5ES8, o anticuerpos
derivados del mismo o relacionados con el mismo, incluido, pero sin limitacion, Mab OH4, y Mab 3.23, Mab 3.12, o
anticuerpos derivados de los mismos o relacionados con los mismos.

Ejemplo 7: Ensayo ELISA de tipo emparedado para medir hepcidina-25 humana (sin marcado directo de
anticuerpos)

Se realiza un ELISA de tipo emparedado como en el ejemplo 5, excepto en que i) el anticuerpo conjugado
etiqguetado esta sustituido por OH4 no etiquetado ii) la uniéon del OH4 se detecta indirectamente usando una
peroxidada de rabano picante conjugada con anticuerpo de cabra anti-raton.

Usando Mab 3.23 y Mab OH4 no etiquetado en un ensayo ELISA de tipo emparedado, tal como se ha descrito
anteriormente, se detectd selectivamente hepcidina-25 en suero humano con una sensibilidad de aproximadamente
0,2 ng/ml.

Ejemplo 8: Inmunoensayo de tipo emparedado de descubrimiento a mesoescala para la medicion de
hepcidina-25 humana

Se construy6 un inmunoensayo de descubrimiento a mesoescala de hepcidina-25 humana (Meso Scale Discovery,
Gaithersburg, MD) (MSD) usando los reactivos descritos anteriormente. Brevemente, se biotinild 1 mg de Mab OH4
usando un kit disponible comercialmente (Pierce Biotechnology, Rockville, IL) se diluyé en glicerina al 50 % y se
almacend a -20 °C hasta que se necesitd. Se incubaron pocillos recubiertos con estreptavidina y bloqueados de una
placa de ELISA durante 1 hora con Mab OH4 biotinilado a una concentracion de 2 mg/l. Después, los pocillos se
aspiraron y se lavaron tres veces con TBST (solucion salina tamponada con Tris que contenia 10 mmol/l de Tris, pH
7,40, 150 mmol/l de NaCl con 1 ml de Tween 20/I). A continuacion, se afiadieron 100 pl de patrones de hepcidina
(concentraciones variadas de proteina de hepcidina-25 en tampoén de ensayo que consiste en 50 mmol/lo de
HEPES, pH 7,40, 150 mmol/l de NaCl, 10 ml/l de Triton X-100, 5 mmol/l de EDTA y 5 mmol/l de EGTA) a los pocillos
para generar una curva de calibracion. Al mismo tiempo, las muestras de suero se diluyeron 1:20 en tampdn de
ensayo y se afadieron a sus respectivos pocillos y la placa de ELISA se deja incubar durante 1 hora a temperatura
ambiente. Después de la aspiracion, los pocillos se lavaron 3 veces con TBST y se afiadieron 100 pl de una dilucién
1:1000 de Mab 3.23 marcado con rutenio con una concentracion de 1 mg/ml a los pocillos durante una incubacién de
1 hora a temperatura ambiente. Después de la aspiracion, los pocillos se lavaron tres veces con TBST, y la placa de
ELISA se desarroll6 usando un lector de MSD, que pas6 un voltaje a través de los pocillos y se registro la
electroquimioluminiscencia de rutenio de cada pocillo. El programa informatico de MSD y el SigmaPlot version 8.0 se
usaron para ajustar las curvas de calibracion para el ELISA.

El emparejamiento éptimo de anticuerpos en el inmunoensayo de MSD de tipo emparedado se determiné de modo
que se emparejara Mab OH4 como el anticuerpo de captura y el Mab 3.23 como el anticuerpo conjugado. La
proteina de hepcidina-25 sintetizada se preparé a una concentracion de 10 ug/l y se diluy6 serialmente para crear
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una curva patrén. Tal como indica la figura 5, se encontré que el ELISA tenia un intervalo dinamico, un valor de
fondo y sensibilidad aceptables. Basandose en tres evaluaciones de la desviacion tipica a partir del calibrador de
cero, se determin6 que la sensibilidad del inmunoensayo era superior a 0,01 pg/l, lo que indica que el inmunoensayo
debe tener una sensibilidad mas que adecuada para medir niveles de hepcidina-25 en suero humano, basada en
estimaciones previas de niveles de hepcidina-25 en suero humano medidos mediante ensayos de tipo CL/EM
(Murphy y col., (2007)). Los datos representados en la figura 2 también indican que el inmunoensayo de MSD de tipo
emparedado es selectivo para hepcidina-25 ya que no se detectd hepcidina-20 o hepcidina-22. Ademas, se
determiné que las curvas de dilucion del inmunoensayo para el patrén recombinante y las muestras de suero
humano reales eran paralelas, y el inmunoensayo demostré una linealidad de dilucion excelente para muestras de
suero humano (datos no mostrados).

La selectividad y sensibilidad del inmunoensayo de tipo emparedado MSD se compard con un ensayo de CL/EM
estandar oro descrito previamente (Murphy y col., (2007)). Mas especificamente, cincuenta y dos (52) muestras de
suero humano de una mezcla de sujetos normales y pacientes de cancer se analizaron usando el inmunoensayo de
ELISA de tipo emparedado, rasi como el ensayo de CL/EM descrito previamente mostraron ser especificos para
hepcidina-25 (Murphy y col., (2007)). Los resultados de esta comparacion mostraron que los valores de hepcidina-25
determinados usando el inmunoensayo de MSD se correlacionaron de forma muy elevada con los valores de los
ensayos con CL/EM de hepcidina-25 (r = 0,98, p < 0,00001), confirmando que el inmunoensayo de MSD de tipo
emparedado mide especifica y selectivamente hepcidina-25 en muestras de suero humano (data not shown).

Se evaluaron diversos parametros del inmunoensayo de MSD de tipo emparedado usando muestras de suero
humano. Mas especificamente, se evalud la estabilidad congelacion-descongelacion analizando cuatro muestras de
suero diferentes. Estos resultados mostraron que el inmunoensayo de MSD de tipo emparedado posee una
estabilidad congelacion-descongelacion con una consistencia del 80-120 % de recuperacion de heptidina-25 incluso
después de 5 ciclos de congelacion-descongelacion. Los resultados individuales para los ciclos de congelacion-
descongelacion fueron los siguientes: muestra A - 0,16, 0,16, 0,17, 0,17, 0,17 y 0,17 pg/l respectivamente; muestra
B-45,44,46,4,6,4,6Yy4,4 ugl/l respectivamente; muestra C - 8,9, 9,6, 9,7, 9,7, 9,9y 9,6 ug/l, respectivamente y
muestra D - 15,1, 15,1, 15,4, 15,7, 15,4 y 15,4 pg/l respectivamente. La precision del inmunoensayo de MSD de tipo
emparedado se evalué usando muestras de suero humano que contenian 0,16, 4,5 y 15,1 ug/l de hepcidina-25
endogena. Los resultados de precision intraensayo (n = 20) (CV) fueron del 3,4 %, 4,5 % y 3,5 %, respectivamente
en los niveles anteriores, indicando una precision aceptable en todas las concentraciones de hepcidina-25
analizadas.

Para evaluar la recuperacién de proteina de hepcidina-25 afadida a suero humano, se afadié proteina de
hepcidina-25 sintetizada a cuatro muestras de suero humano diferentes (que contenia cada una concentraciones
muy bajas de hepcidina-25 enddgena), a concentraciones de 250, 25, 2,5 y 0,25 pg/l respectivamente. Estas
muestras se analizaron usando el inmunoensayo de MSD de tipo emparedado. Los resultados medios (SD) fueron
287 (6) ugll, 24,2 (0,2) ug/l, 2,0 (0,1) ug/l y 0,23 (0,01) pg/l, respectivamente, indicando una recuperacion del 80-120
% en todos los niveles de hepcidina-25 analizados.

El intervalo normal del inmunoensayo de MSD de tipo emparedado se establecié analizando 100 muestras de suero
de voluntarios sanos normales (50 hombres y 50 mujeres). Los valores de hepcidina-25 en estas muestras varian de
< 0,02 pg/l a 25 ug/l, con un valor medio de 3,0 £ 0,5 ug/l, coherente con los niveles de hepcidina-25 comunicados
previamente en seres humanos normales usando ensayos de CL/EM (véase, Murphy y col., Blood, 110:1048-54
(2007)).

De forma interesante, se encontré que los niveles de hepcidina-25 en seres humanos normales eran
significativamente inferiores (p < 0,01) en mujeres (1,8 + 0,4 pg/l) en comparaciéon con hombres (4,2 + 0,8 pg/l). Los
niveles de hepcidina-25 en estos sujetos normales también se compararon con concentraciones de ferritina en suero
y se encontré que estaban directamente correlacionados con niveles de ferritina en suero (r = 0,71, p < 0,001)(datos
no mostrados).

Finalmente, se compararon niveles de hepcidina-25 en el suero de pacientes con cancer (n = 34) con niveles de
hepcidina-25 en el suero de voluntarios sanos normales (n = 100), determinados cada uno por el inmunoensayo de
MSD de tipo emparedado. Los resultados de esta comparacion demostraron que los niveles de hepcidina-25 son
significativamente (p < 0,001) elevados en pacientes con cancer (70,9 + 10,4 ug/l) en comparacién con controles
normales (3,0 £ 0,5 ug/l) (datos no mostrados). De forma interesante, cohortes de pacientes con tumores malignos
hematolégicos (83,3 + 11,9 pg/l) y no hematolégicos (58,4 + 17 ug/l) mostraron cada uno niveles de hepcidina-25
aumentados en comparacion con controles normales (p < 0,001 para ambos), lo que sugiere que niveles de
hepcidina-25 elevados pueden tener un papel importante en anemia asociada con cancer (datos no mostrados).

En comparacion con los procedimientos de ELISA existentes, que son no especificos para hepcidina-25 y pueden
reaccionar de forma cruzada con prohepcidina y otras especies de hepcidina no relevantes, el inmunoensayo de
MSD de tipo emparedado descrito en el presente documento mide especifica y selectivamente niveles de hepcidina-
25 en suero humano y se correlaciona bien con un ensayo de CL/EM de un procedimiento de patrén oro descrito
previamente para hepcidina-25. Una ventaja del inmunoensayo de MSD de tipo emparedado sobre un procedimiento
de tipo CL/EM para medir niveles de hepcidina en suero es que el inmunoensayo de MSD de tipo emparedado
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puede implementarse en la mayor parte de laboratorios clinicos, que generalmente no tienen ni equipos complejos ni
un operador muy especializado con la experiencia requerida para realizar rutinariamente ensayos de tipo CL/EM.
Ademas, el inmunoensayo de MSD de tipo emparedado deberia tener el potencial de un rendimiento mucho mas
elevado que el ensayo de CL/EM. Por lo tanto, el inmunoensayo de MSD de tipo emparedado proporciona un
procedimiento que puede usarse de forma rutinaria clinicamente para medir selectivamente niveles de hepcidina-25
en sujetos humanos.
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<110> Eli Lilly y colaboradores

<120> ANTICUERPOS SELECTIVOS ANTI-HEPCIDINA-25 Y USO DE LOS MISMOS

<130> X18122

<150> 61/086557

<151> 2008-08-06

<160> 90

<170> PatentIn versién 3.5

<210> 1
<211> 25
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 1

Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg
1 5 10 15

Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
20 25

<210> 2

<211> 25
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<212> PRT

<213> Rattus rattus

<400> 2

Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Leu Phe Cys Cys Lys Cys Cys Lys Asn
1 5 10 15

Ser Ser Cys Gly Leu Cys Cys Ile Thr
5 20 25

<210> 3

<211> 25

<212> PRT

<213> Mus musculus
10

<400> 3

Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Lys Cys Cys Asn Asn
1 5 10 15

Ser Gln Cys Gly Ile Cys Cys Lys Thr
20 25

<210> 4
<211> 25
15 <212> PRT

<213> macaca sp.

<400> 4

Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg
1 5 10 15

Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Arg Thr .
20 25

20 <210>5
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<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 5

Asp Thr His Phe Pro Ile Cys
1 5

<210> 6

<211> 10

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Val o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa en la posicion 8 es Tyr o Ser

<400> 6
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Ser Ala Ser Ser Ser Xaa Ser Xaa Met Tyr
1 5 10

<210>7
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicion 4 es Asn o His

<400>7

Leu Thr Ser Xaa Leu Ala Ser
1 5

<210>8
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE
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<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Asn, Gly o Tyr

<400> 8
Gln Gln Trp Ser Ser Xaa Pro Pro Thr

1 5

<210>9
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400>9

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210>10
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 10

Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser
1 5
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<210> 11
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 11

Gln Gln Trp Ser Ser Asn Pro Pro Thr
1 5

<210> 12
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 12

Ser Ala Ser Ser Ser Ala Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210>13
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético
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<400> 13

Leu Thr Ser His Leu Ala Ser
1 5

<210> 14
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 14

Gln Gln Trp Ser Ser Gly Pro Pro Thr
1 5

<210> 15
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 15

Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Met Tyr
1 5 10

<210> 16

<211>9
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<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 16

Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Pro Thr
1 5

<210> 17

<211> 16

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)

<223> Xaa en la posicion 9 es Ser, Arg o Pro

<400> 17

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Xaa Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 18
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa en la posicion 7 es Ser o Pro

<400> 18

Leu Val Ser Lys Leu Asp Xaa
1 5

<210> 19
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es Val, His, lle o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (9)..(9)
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<223> Xaa en la posicion 9 es Thr o Val

<400> 19

Xaa Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Xaa
1 5

<210> 20
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 20

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 21
<211>7
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 21

Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser
1 5

<210> 22
<211>9
<212> PRT
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<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 22

Val Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 23
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 23

His Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 24
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 24
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Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 25

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Constructo sintético

<400> 25

Leu Val Ser Lys Leu Asp Pro
1 5

<210> 26
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 26

Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Pro Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr
1 5 10 15

<210> 27
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
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<223> Constructo sintético

<400> 27

Ile Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Thr
1 5

<210> 28
<211>9
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 28

Phe Gln Gly Ser His Phe Pro Trp Val
1 5

<210> 29
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 es Phe, Tyr o Leu
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posiciéon 5 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Thr o Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7).. (7)

<223> Xaa en la posicion 7 es Tyr o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa en la posiciéon 9 es lle o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (11)..(11)

<223> Xaa en la posicion 11 es Val o lle

<400> 29
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Gly Xaa Ser Leu Xaa Xaa Xaa Gly Xaa Gly Xaa Gly

1 5

<210> 30
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es Asp o Gly

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa en la posiciéon 7 es Ala o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (9)..(9)

<223> Xaa en la posicion 9 es Ser o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (13)..(13)

ES 2432018 T3

10
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<223> Xaa en la posicion 13 es Ala o Thr

<400> 30

His Ile Trp Trp Asn Xaa Xaa Lys Xaa Tyr Asn Thr Xaa Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 31
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (2)..(2)

<223> Xaa en la posicion 2 es Gly o His

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posiciéon 6 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (7)..(7)

<223> Xaa en la posicion 7 es Thr o Ser

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (8)..(8)

<223> Xaa en la posicion 8 es Ser, Ala o Tyr

<400> 31

Ile Xaa Tyr Tyr Gly Xaa Xaa Xaa Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 32
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 32

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr Gly Ile Gly Val Gly
1 5 10

<210> 33
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 33

His Ile Trp Trp Asn Asp Asn Lys Ser Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15
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<210> 34
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 34

Ile Gly Tyr Tyr Gly Ser Thr Ser Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 35

<211> 12

<212> PRT

<213> Secuencia artificial
<220>

<223> Constructo sintético

<400> 35

Gly Tyr Ser Leu Ser Thr Pro Gly Ile Gly Val Gly
1 5 10

<210> 36
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

41



10

15

20

25

ES 2432018 T3

<400> 36

His Ile Trp Trp Asn Asp Ala Lys Ser Tyr Asn Thr Ala Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 37
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 37

Ile Gly Tyr Tyr Gly Ser Thr Ala Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 38
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>
<223> Constructo sintético

<400> 38

Gly Leu Ser Leu Ser Thr Pro Gly Ile Gly Val Gly
1 5 10

<210> 39
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial
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<220>

<223> Constructo sintético

<400> 39

Gly Phe Ser Leu Asn Ser Tyr Gly Phe Gly Ile Gly
1 5 10

<210> 40
<211> 16
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 40

His Ile Trp Trp Asn Gly Asn Lys Tyr Tyr Asn Thr Thr Leu Lys Ser
1 5 10 15

<210> 41
<211>12
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 41

Ile His Tyr Tyr Gly Asn Ser Tyr Gly Phe Ala Tyr
1 5 10

<210> 42
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<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 42

Gly Phe Ala Phe Ser Ser Tyr Asp Met Ser
1 5 10

<210> 43
<211> 17
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 43

Thr Ile Ile Ser Gly Gly Thr Tyr Thr Tyr Tyr Pro Asp Ser Val Lys
1 5 10 15

Gly

<210> 44
<211>5
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético
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<400> 44

Asp Gly Tyr Ile His
1 5

<210> 45
<211>10
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 45

Ser Ala Ser Pro Ser Val Ser Tyr Met Tyr
1 5 10

<210> 46
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es Asp o Gin

<220>

45



10

15

20

25

ES 2432018 T3

<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicion 3 es Leu 0 GIn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicion 4 es Leu o Met

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicién 5 es Thr o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Ser o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Val o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicion 31 es Tyr o Ser

46



10

15

20

ES 2432018 T3

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (52)..(52)

<223> Xaa en la posicion 52 es Asn o His

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (59)..(59)

<223> Xaa en la posicion 59 es Ala o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (76)..(76)

<223> Xaa en la posicion 76 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (93)..(93)

<223> Xaa en la posicion 93 es Asn, Tyr o Gly

<400> 46
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Xaa Ile Xaa Xaa Xaa Gln Ser Pro Ala Leu

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser
20 25

Tyr Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Arg Ser Ser
35 40

Leu Thr Ser Xaa Leu Ala Ser Gly Val Pro
50 55

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp
85 90

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys
100 105

<210> 47
<211> 121
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es Glu o GIn

<220>

<221> MISC_FEATURE

48

Met

Xaa

Pro

Xaa

Ser
75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg
60

Xaa

Ser

Ala

Xaa

Pro

45

Phe

Met

Xaa

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro
15

Xaa

Ile

Gly

Ala

Pro
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu
80

Thr
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<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicion 3 es Lys o GIn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Lys o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es GIn o Glu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Phe, Tyr o Leu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicion 31 es Thr o Ser
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Tyr o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicion 34 es lle o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicion 36 es Val o lle

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (43) ..(43)

<223> Xaa en la posicion 43 es Ala o Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (51)..(51)

<223> Xaa en la posicion 51 es Ala o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (57)..(57)
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<223> Xaa en la posicion 57 es Asp o Gly

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (58)..(58)

<223> Xaa en la posicion 58 es Asn o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (60)..(60)

<223> Xaa en la posicion 60 es Ser o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (64)..(64)

<223> Xaa en la posicion 64 es Ala o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (87)..(87)

<223> Xaa en la posicion 87 es Val o Leu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89)..(89)

<223> Xaa en la posicion 89 es Thr o Ala

<220>
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<221> MISC_FEATURE
<222> (90)..(90)

<223> Xaa en la posicion 90 es His o Asp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (97)..(97)

<223> Xaa en la posicion 97 es Val o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (98)..(98)

<223> Xaa en la posicion 98 es Leu o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (100)..(100)

<223> Xaa en la posicion 100 es Gly o His

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (104)..(104)

<223> Xaa en la posicion 104 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (105)..(105)

<223> Xaa en la posicion 105 es Thr o Ser
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<220>
<221> MISC_FEATURE

<222> (106)..(106)
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<223> Xaa en la posicion 106 es Ser, Ala o Tyr

<400> 47

Xaa Val Xaa Leu
1

Thr Leu Ser Leu
20

Gly Xaa Gly Xaa
35

Trp Leu Xaa His
50

Leu Lys Ser Arg
65

Phe Leu Lys Ile

Xaa Xaa Ile Xaa
100

Gln Gly Thr Leu
115

<210> 48
<211> 106
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Xaa

Thr

Ile

Leu

Ala

85

Tyr

Val

Xaa

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Thr

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Xaa

Gly

Val

Gly
Phe
Arg
40

Asn
Ser
Asp

Xaa

Ser
120

Pro

Ser

25

Gln

Xaa

Lys

Xaa

Xaa

105

Ala

Gly

10

Gly

Pro

Xaa

Asp

Xaa

90

Xaa

53

Ile

Xaa

Xaa

Lys

Thr

75

Thr

Gly

Leu

Ser

Gly

Xaa

60

Ser

Ala

Phe

Gln

Leu

Lys

435

Tyr

Asn

Thr

Ala

Pro

Xaa

30

Gly

Asn

Asn

Tyr

Tyr
110

Ser

15

Xaa

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Trp

Gln

Xaa

Glu

Xaa

Val

80

Cys

Gly



10

<223> Constructo sintético

<400> 48

Gln Ile Leu Leu Thr
1 5

Glu Lys Val Thr Met
20

Tyr Trp Tyr Gln Gln
35

Leu Thr Ser Asn Leu
50

Gly Ser Gly Thr Ser

Asp Ala Ala Thr Tyr
85

Phe Gly Gly Gly Thr
100

<210> 49
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 49

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

Ser

Cys

Leu

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

Lys

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

54

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

Met

Asn

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



10

Gln Val Gln

Thr Leu Ser

Gly Ile Gly

35

Trp Leu Ala

50

Leu Lys Ser

65

Phe Leu Lys

Cys Val Val

Leu

Leu
20

Val

His

Arg

Ile

Ile
100

Gly Gln Gly Thr

<210> 50

<211> 106

<212> PRT

115

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Gly

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 50

Gln Ser

Cys Ser

Trp Ile

Trp Trp
55

Thr Ile

70

Ser Val

Tyr Tyr

Val Thr

ES 2432018 T3

Gly

Phe

Pro

Ser
25

Arg Gln

40

Asn Asp

Ser

Asp

Gly

Val
120

Lys

Thr

Ser

105

Ser

Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln

10

15

Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr

30

Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu

45

Asn Lys Ser Tyr Asn Thr Ala

Asp

Thr

90

Thr

Ala

55

60

Thr Ser Asn Asn Gln Val
75 80

His Thr Ala Thr Tyr Tyr
95

Ser Gly Phe Ala Tyr Trp
110



10

Gln Ile Leu Leu

Glu Lys Val Thr
20

Tyr Trp Tyr Gln
35

Leu Thr Ser His
50

Gly Ser Gly Thr
65

Asp Ala Ala Thr

Phe Gly Gly Gly
100
<210> 51
<211> 122
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

<223> Constructo sintético

<400> 51

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

53

Ser

Cys

Leu

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

90

Lys

56

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala

Ala

Pro

45

Phe

Met

Gly

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr



10

Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Gly

Val

Leu

Ile

Leu

50

Lys

Leu

Val

Gln

<210> 52

<211> 106

<212> PRT

Gln

Ser

Gly

Ala

Ser

Lys

Val

Gly
115

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Ile

Ile

100

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Gly

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 52

Gln

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Val

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

ES 2432018 T3

Gly

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

val
120

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Ser

105

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Ala

Asp

Thr

90

Thr

Ala

57

Ile

Tyr

Ala

Lys

Thr

75

His

Ala

Leu

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Gly

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Asn

Ala

Phe

Pro

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala
110

Ser

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Tyr

Gln

Prc

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Trp



10

Gln Ile Leu Leu Thr

Glu Lys Val Thr Met
20

Tyr Trp Tyr Gln Gln
35

Leu Thr Ser His Leu
50

Gln

Thr

Lys

Ala

Ser

Cys

Pro

Ser
55

ES 2432018 T3

Pro Ala

Ser Ala
25

Arg Ser
40

Gly Vval

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr

65

70

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln

85

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile

100

<210> 53

<211> 106

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 53

105

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Met

Pro

Pro

Ala

Ser

Ser

Lys

Arg
60

Ala

Val

Pro

45

Phe

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Gly

Met

Tyr

Ser

Ile Ser Ser Met Glu Ala Glu

75

80

Trp Ser Ser Gly Pro Pro Thr

90

Lys

58

95



10

Gln

Glu

Tyr

Leu

Gly
65

Asp

Phe

Ile

Lys

Trp

Thr
50

Ser

Ala

Gly

<210> 54

<211> 122

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Leu

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Leu

Thr

20

Gln

His

Thr

Thr

Gly
100

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr
85

Thr

<223> Constructo sintético

<400> 54

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser
55

Ser

Cys

Leu

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

Lys

59

Met

Ser

Pro

Ala

Ser
75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

Ser

Ser

Ala Ser

Ala Ser
30

Pro Trp
45

Phe Ser

Met Glu

Gly Pro

Pro Gly
15

Tyr Met

Ile Tyr

Gly Ser

Ala Glu
80

Pro Thr
95



10

Gln

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Val

Leu

Ile

Leu

50

Lys

Leu

vVal

Gly Gln

<210> 55

<211> 106

<212> PRT

Gln

Ser

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Val

Gly
115

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Ile

Ile

100

Thr

Lys

Thr

Gly

Ile

Leu

2la

85

Gly

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 55

Gln

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Val

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

vVal

Tyr

Thr

ES 2432018 T3

Gly

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

val
120

Pro

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Ser

105

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Ala

Asp

Thr

20

Thr

Ala

60

Ile

Leu

Ala

Lys

Thr

75

His

Ala

Leu

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Gly

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Asn

Ala

Phe

Pro

Ser

3C

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala
110

Ser

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyxr

95

Tyr

Gln

Pro

Glu

Ala

Val

g0

Tyr

Trp



10

Asp

Glu

Tyr

Leu

Gly
65

Asp

Phe

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

<210> 56

<211> 122

<212> PRT

Glin

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Met

Thr

20

Gln

Asn

Thr

Thr

Gly
100

Asn

Met

Gln

Leu

Sexr

Tyr
85

Thr

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 56

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr
70

Tyr

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile
105

Leu
10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp
90

Lys

61

Met

Ser

Pro

Pro

Ser
75

Ser

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Asn

Ser

Ala

Val

Pro

45

Phe

Met

Tyr

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Pro
15

Ser

Ile

Gly

Ala

Pro
95

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu
80

Thr



10

Glu

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Gly

vVal

Leu

Phe

Leu

50

Lys

Leu

Ala

Gln

<210> 57

<211> 112

<212> PRT

Lys

Ser

Gly

35

Thr

Ser

Lys

Leu

Gly
115

Leu

Leu

20

Ile

His

Arg

Ile

Ile

100

Thr

val

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

His

Leu

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Val

Ser

Ser

Ile

Trp

Ile

Leu

Tyr

Thr

ES 2432018 T3

Gly

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

val
120

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Arg o Pro

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Lys

Thr

Asn

105

Ser

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Asp

Ala

20

Ser

Ala

62

Ile

Phe

Ser

Lys

Thr

75

Asp

Tyr

Leu

Ser

Gly

Tyr

60

Ser

Thr

Gly

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Asn

Ala

Phe

Pxo

Asn

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala
110

Ser

15

Ser

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Tyr

Gln

Tyr

Glu

Thr

Val

80

Tyr

Trp



10

15

ES 2432018 T3

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (61)..(61)

<223> Xaa en la posicion 61 es Ser o Pro
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (94)..(94)

<223> Xaa en la posicion 94 es Val, His, lle o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (102)..(102)

<223> Xaa en la posicion 102 es Thr o Val

<400> 57

Asp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser

1 5 190

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser

20 25

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arg

35 40

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp

50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe

65 70 75

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr

85 90

Ser His Phe Pro Trp Xaa Phe Gly Gly Gly Thr Lys

100 105

63

Val

Leu

Pro

45

Xaa

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Xaa

Glu
110

Ile
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Gly

Xaa

Serx

Pro

Ile

80

Gly

Lys



10

15

<210> 58

<211> 114

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 58

Glu Vval
1

Ser Leu

Asp Met

Ala Thr
50

Lys Gly
65

Leu Gln

Ala Asp

Ser Ala

<210> 59
<211> 112

<212> PRT

Lys

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Asp

ES 2432018 T3

Leu Val Glu Ser Gly Gly Gly Leu Val Lys Pro Gly Gly

Ile

20

Trp

Ile

Phe

Ser

Gly
100

5

Ser

Val

Ser

Thr

Ser

85

Tyr

<213> Secuencia artificial

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ile

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

His

Ala

Thr

40

Thr

Arg

Ala

Trp

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly
105

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

Gln

64

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Gly

Ala

Arg

Tyr

60

Arg

Ala

Thr

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Leu

Leu

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Val
110

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

95

Thr

Tyr

val

Val

Asn

80

Cys

Val



10

15

ES 2432018 T3

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 59

Asp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Ser
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Ser Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys Val Gln Gly
85 90 95

Ser His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

<210> 60
<211> 112
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 60

65



10

Asp

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Ile

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arqg

His

<210> 61

<211> 112

<212> PRT

Val

Ala

Lys

Arg

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 61

Gln

Ser

Leu

Tyxr

Ser

70

Glu

Thr

Ile

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

ES 2432018 T3

Pro

Lys

Trp

40

val

Ser

Leu

Gly

Leu Thr
10

Ser Ser
25

Leu Leu

Ser Lys

Gly Ala

Gly Ile

90

Gly Gly
105

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Ser

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

His

Glu
110

Ile
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Asp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

1

5

10

15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg

20

25

66

30



10

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<210> 62

<211> 112

<212> PRT

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 62

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

ES 2432018 T3

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Leu

Lys

Ala

Ile

90

Gly

67

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

Gly

Gly

Leu

His

Glu
110

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys



10

Asp Ile

Gln Pro

Asn Gly

Pro Lys
50

Asp Arg
65

Ser Arg

Ser His

<210> 63
<211> 112

<212> PRT

val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 63

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ile

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

ES 2432018 T3

Pro

Lys

Trp

40

vVal

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

90

Gly

68

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Ile

Glu
110

Ile
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Gly

Pro

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys



10

15

Asp

Gln

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

Ile

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

<210> 64

<211> 213

<212> PRT

Val

Ala

Lys

35

Arg

Phe

Val

Phe

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (1)..(1)

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Val

Ile

Cys

Thr

Leu
55

Gly

Asp

Phe

<223> Xaa en la posicion 1 es Asp o Gin

<220>

<221> MISC FEATURE

ES 2432018 T3

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

90

Gly

69

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp
75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

val

Leu

Pro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu
110

Ile
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln
95

Leu

Gly

Pro

Ser

Pro

Ile
80

Gly

Lys



10

15

20

25

ES 2432018 T3

<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicion 3 es Leu 0 GIn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (4)..(4)

<223> Xaa en la posicion 4 es Leu o Met

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Thr o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Ser o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (29)..(29)

<223> Xaa en la posicion 29 es Val o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicion 31 es Tyr o Ser

70



10

15

20

ES 2432018 T3

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (52)..(52)

<223> Xaa en la posicion 52 es Asn o His

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (59)..(59)

<223> Xaa en la posicion 59 es Ala o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (76)..(76)

<223> Xaa en la posicion 76 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (93)..(93)

<223> Xaa en la posicion 93 es Asn, Tyr o Gly

<400> 64

71



Xaa

Glu

Tyr

Leu

Gly
65

Asp

Phe

Thr

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

130

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
210

<210> 65

<211> 445

Xaa

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

115

Val

Trp

Thr

Thr

Ala

185

Asn

Xaa

Thr

20

Gln

Xaa

Thr

Thr

Gly

100

Ile

Val

Lys

Asp

Leu

180

Thr

Glu

Xaa

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

FPhe

Cys

ile

Gln

165

Thr

His

Cys

Gln Ser

Thr Cys

Lys FPro

Ala Ser
55

Tyr Ser
70

Tyr Cys

Lys Leu

Pro Pro

Phe Leu

135

Asp Gly

150

Asp Ser

Lys Asp

Lys Thr

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
200

Ala

Ala

25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile

105

Ser

Asn

Glu

Asp

Tyr

185

Thr

Leu

10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

a0

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser

170

Glu

Ser

72

Met

Xaa

Pro

Xaa

Ser
75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Gln

155

Thr

Arg

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

Xaa

Ser

Ala

Leu

Pro

140

Asn

Tyr

His

Ile

Ala

Xaa

Pro

45

Phe

Met

Xaa

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
205

Ser Pro
15

Ser Xaa
30

Trp Ile

Ser Gly

Glu Ala

Pro Pro
95

Ala Ala
110

Ser Gly

Asp Ile

Val Leu

Met Ser
175

Ser Tyr
1390

Lys Ser

Gly

Met

Tyr

Jer

Glu
80

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn

160

Ser

Thr

Phe



10

15

20

25

ES 2432018 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (1)..(1)

<223> Xaa en la posicion 1 es Glu o GIn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (3)..(3)

<223> Xaa en la posicion 3 es Lys o GIn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (5)..(5)

<223> Xaa en la posicion 5 es Lys o Val

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (6)..(6)

<223> Xaa en la posicion 6 es GIn o Glu

<220>

<221> MISC_FEATURE

73
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<222> (27)..(27)

<223> Xaa en la posicion 27 es Phe, Tyr o Leu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (30)..(30)

<223> Xaa en la posicion 30 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (31)..(31)

<223> Xaa en la posicion 31 es Thr o Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (32)..(32)

<223> Xaa en la posicion 32 es Tyr o Pro

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (34)..(34)

<223> Xaa en la posicion 34 es lle o Phe

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (36)..(36)

<223> Xaa en la posicion 36 es Val o lle

74
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (43)..(43)

<223> Xaa en la posicion 43 es Ala o Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (51)..(51)

<223> Xaa en la posicion 51 es Ala o Thr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (57)..(57)

<223> Xaa en la posicion 57 es Asp o Gly

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (58)..(58)

<223> Xaa en la posicion 58 es Asn o Ala
<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (60)..(60)

<223> Xaa en la posicion 60 es Ser o Tyr

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (64)..(64)

<223> Xaa en la posicion 64 es Ala o Thr

75
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<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (87)..(87)

<223> Xaa en la posicion 87 es Val o Leu

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (89) .. (89)

<223> Xaa en la posicion 89 es Thr o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (90)..(90)

<223> Xaa en la posicion 90 es His o Asp

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (97)..(97)

<223> Xaa en la posicion 97 es Val o Ala

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (98)..(98)

<223> Xaa en la posicion 98 es Leu o Val

<220>

<221> MISC_FEATURE

76
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15

20

ES 2432018 T3

<222> (100)..(100)

<223> Xaa en la posicion 100 es Gly o His

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (104)..(104)

<223> Xaa en la posicion 104 es Ser o Asn

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (105)..(105)

<223> Xaa en la posicion 105 es Thr o Ser

<220>
<221> MISC_FEATURE
<222> (106) .. (106)

<223> Xaa en la posicion 106 es Ser, Ala o Tyr

<400> 65

Xaa Val Xaa Leu Xaa Xaa Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln

1 5

10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Xaa Ser Leu Xaa Xaa Xaa

20

30

Gly Xaa Gly Xaa Gly Trp Ile Arg Gln Pro Xaa Gly Lys Gly Leu Glu

35 40

45

77



Trp

Leu

65

Phe

Xaa

Gln

Val

Thr

145

Thr

Val

Ser

Ala

Cys

225

Phe

val

Phe

Leu
50

Lys

Leu

Xaa

Gly

Tyr

130

Leu

Trp

Leu

Ser

Ser

210

Lys

Pro

Thr

Ser

Xaa His Ile Trp

Ser Arg Leu Thr
70

Lys Ile Ala Ser
85

Ile Xaa Tvr Tyr
100

Thr Leu Val Thr
115

Pro Leu Ala Pro

Gly Cys Leu Val
150

Asn Ser Gly Ser
165

Gln Ser Asp Leu
180

Thr Trp Pro Ser
195

Ser Thr Lys Val

Pro Cys Ile Cys
230

Pro Lys Pro Lys
245

Cys Val VvVal Val
260

Trp Phe Val Asp
275

Trp
55

Ile

Xaa

Gly

Val

Gly

135

Lys

Leu

Tyr

Glu

Asp

215

Thr

Asp

Asp

Asp

ES 2432018 T3

Asn Xaa

Ser Lys

Asp Xaa

Xaa Xaa
105

Ser Ala
120

Ser Ala

Gly Tyr

Ser Ser

Thr Leu
i85

Thr Val
200

Lys Lys

Val Pro

vVal Leu

Ile Ser

265

Val Glu
280

Xaa Lys

Asp Thr
75

Xaa Thr
90

Xaa Gly

Ala Lys

Ala Gln

Phe Pro

155

Gly Val
170

Ser Ser

Thr Cys

Ile Val

Glu Val

235

Thr Ile
250

Lys Asp

Val His

78

Xaa
60

Ser

Ala

Fhe

Thr

Thr

140

Glu

His

Ser

Asn

Pro

220

Ser

Thr

Asp

Thr

Tyr

Asn

Thr

Ala

Thr

125

Asn

Pro

Thr

Val

Val

205

Arg

Ser

Leu

Pro

Ala
285

Asn

Asn

Tyr

Tyr

110

Pro

Ser

Val

Phe

Thr

130

Ala

Asp

Val

Thr

Glu

270

Gln

Thr

Gln

Tyr
95

Trp

Pro

Met

Thr

Pro

175

vVal

His

Phe

FPro

255

Val

Thr

Xaa

Val

80

Cys

Gly

Ser

Val

Val

160

Ala

Pro

Pro

Gly

Ile

240

Lys

Gln

Gln



10

Pro Arg Glu
290

Pro Ile Met
305

Val Asn Ser

Thr Lys Gly

Lys Glu Gln
355

Asp Phe Phe
370

Pro Ala Glu
385

Ser Tyr Phe

Ala Gly Asn

His His Thr

435

<210> 66
<211> 213

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Glu

His

Ala

Arg

340

Met

Pro

Asn

Val

Thr

420

Glu

Gln

Gln

Ala

325

Pro

Ala

Glu

Tyr

Tyr

405

Phe

Lys

<223> Constructo sintético

<400> 66

Phe

Asp

310

Phe

Lys

Lys

Asp

Lys

320

Ser

Thr

Ser

Asn

295

Trp

Pro

Ala

Asp

Ile

375

Asn

Lys

Cys

Leu

ES 2432018 T3

Ser

Leu

Ala

Pro

Lys

360

Thr

Thr

Leu

Ser

Ser
440

Thr

Asn

Pro

Gln

345

Val

Val

Gln

Asn

Val

425

His

Phe

Gly

Ile

330

Val

Ser

Glu

Pro

Val

410

Leu

Ser

79

Arg

Lys

315

Glu

Tyr

Leu

Trp

Ile

395

Gln

His

Pro

Ser

300

Glu

Lys

Thr

Thr

Gln

380

Met

Lys

Glu

Gly

Val

Phe

Thr

Ile

Cys

3635

Trp

Asp

Ser

Gly

Lys
445

Ser

Lys

Ile

Pro

350

Met

Asn

Thr

Asn

Leu
430

Glu

Cys

Ser

335

Pro

Ile

Gly

Asp

Trp

415

His

Leu

Arg

320

Lys

Pro

Thr

Gln

Gly

400

Glu

Asn



Gln

Glu

Tyr

Leu

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

vVal

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

130

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
210

<210> 67

<211> 446

Leu Leu

Val Thr
20

Tyr Gln
35

Ser Asn

Gly Thr

Ala Thr

Gly Gly
100

Ser Ile
115

Val Val

Trp Lys

Thr Asp

Thr Leu
180

ala Thr
195

Asn Glu

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

Ile

Gln

165

Thr

His

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Fhe

Asp

150

ASp

Lys

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Gly

Ser

Asp

Thr

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg
40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
200

Ala

Ala

25

Ser

vVal

Thr

Gln

Ile

105

Ser

Asn

Glu

AsSp

Tyr

185

Thr

Leu
10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

20

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser

170

Glu

Ser

80

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Gln

155

Thr

Arg

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

140

Asn

Tyr

His

Ile

Ala

Val

Pro
45

Phe

Met

Asn

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
205

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Asp

Val

Met

Ser

190

Lys

Pro
15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

95

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Fro

Gly

Asn

Asn

160

Ser

Thr

Phe



ES 2432018 T3

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 67

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Phe Ser Leu Ser Thr Tyr
20 25 30

81



Gly Ile

Trp Leu
50

Leu Lys
65

Phe Leu

Cys Val

Gly Gln

Ser Val
130

Val Thr
145

Val Thr

Ala Val

Pro Ser

Pro Ala

210

Gly Cys
225

Ile Phe

Lys Val

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Val

Gly

115

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Ser

Lys

Pro

Thr

vVal

His

Arg

Ile

Ile

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Thrx

Ser

Pro

Pro

Cys
260

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Gly

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Trp

Thr

Cys

Lys

245

Val

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Asp

Pro

Lys

Ile

230

Pro

Val

Ile

Trp

55

Ile

Val

Tyr

Thr

Pro

135

Val

Ser

Leu

Ser

Val

215

Cys

Lys

Val

ES 2432018 T3

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

Val

120

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

200

Asp

Thr

Asp

Gln

Asp

Lys

Thr

Ser

105

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

185

Thr

Lys

Val

Val

Ile
265

Pro

Asn

Asp

Thr

90

Thr

Ala

Ala

Tyr

Ser

170

Leu

Val

Lys

Pro

Leu

250

Ser

82

Ala

Lys

Thr

75

His

Ser

Ala

Ala

Phe

155

Gly

Ser

Thr

Ile

Glu

235

Thr

Lys

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Gly

Lys

Gln

140

Pro

Val

Ser

Cys

Val

220

Val

Ile

Asp

Lys

45

Tyr

Asn

Ala

Phe

Thr

125

Thr

Glu

His

Ser

Asn

205

Pro

Ser

Thr

Asp

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala

110

Thr

Asn

Pro

Thr

Val

120

Val

Arg

Ser

Leu

Pro
270

Leu

Thr

Gln

Tyr

Tyr

Pro

Ser

Val

Phe

175

Thr

Ala

Asp

vVal

Thr

255

Glu

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Trp

Pro

Met

Thr

160

Pro

Val

His

Cys

Phe

240

Pro

Val



Gln Phe Ser Trp Phe
275

Gln Pro Arg Glu Glu
290

Leu Pro Ile Met His
305

Arg Val Asn Ser ala
325

Lys Thr Lys Gly Arg
340

Pro Lys Glu Gln Met
355

Thr Asp Phe Phe Pro
370

Gln Pro Ala Glu Asn
385

Gly Ser Tyr Phe Val
405

Glu Ala Gly Asn Thr
420

Asn His His Thr Glu
435

<210> 68
<211> 213
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Ala

Glu

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Asp

Phe

295

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Thr

Ser

ES 2432018 T3

Asp

280

Asn

Trp

Pro

Ala

Asp

360

Ile

Asn

Lys

Cys

Leu
440

Val

Ser

Len

Ala

Pro

345

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Gln

Asn

410

Val

His

83

Val

Phe

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Leu

Ser

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Ile

Gln

His

Pro

Thr

285

Ser

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
445

Ala

Val

Phe

Thr

Ile

350

Trp

Asp

Ser

Gly

430

Lys

Gln

Ser

Lys

Ile

335

Pre

Met

Asn

Thr

Asn

415

Leu

Thr

Glu

Cys

320

Ser

Pro

Ile

Gly

Asp

400

Trp

His



5

<400> 68

Gln
1

Glu

Tyr

Leu

Gly

€5

Asp

Phe

Thr

Ala

Val
145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

Val

Ser

130

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
210

<210> 69

Leu

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

115

Val

Trp

Thr

Thr

Ala

195

Asn

Leu Thr Gln
5

Thr Met Thr
20

Gln Gln Lys

His Leu Ala

Thr Ser Tyr
70

Thr Tyr Tyr
85

Gly Thr Lys
100

Ile Phe Pro

Val Cys Phe

Lys Ile Asp
150

Asp Gln Asp
165

Leu Thr Lys
180

Thr His Lys

Glu Cys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Gly

Ser

Asp

Thr

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
200

Ala

Ala
25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile

105

Ser

Asn

Glu

Asp

Tyr
185

Thr

Leu
10

Ser

Ser

Pro

Ile

Trp

%0

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser
170

Glu

Ser

84

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Gln
155

Thr

Arg

Pro

Ser

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

140

Asn

Tyr

His

Ile

Ala

Ala

Pro

45

Phe

Met

Gly

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
205

Ser

Ser

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Asp

Val

Met

Ser
190

Lys

Pro
15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

85

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser
175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn
160

Ser

Thr

Phe



10

<211> 446

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 69

Gln Vval

Thr

Gly

Trp

Leu

65

Phe

Cys

Leu

Ile

Leu

50

Lys

Leu

Val

Gln

Ser

Gly

35

Ala

Ser

Lys

Val

Leu

Leu

20

Val

His

Arg

Ile

Ile
100

Lys Gln Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln

5

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala

85

Gly

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Ser

Ile

Trp

Ile

Val

Tyr

ES 2432018 T3

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

Ser

25

Gln

Asp

Lys

Thr

Ser
105

10

Gly

Pro

Ala

Asp

Thr

90

Thr

85

Tyr

Ala

Lys

Thr

75

His

Ala

Ser

Gly

Ser

60

Ser

Thr

Gly

Leu

Lys

45

Tyr

Asn

Ala

Phe

Ser

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala
110

15

Thr

Leu

Thr

Gln

Tyr

95

Tyr

Pro

Glu

Ala

Val

80

Tyr

Trp



Gly

Ser

Val

145

Val

Ala

Pro

Pro

Gly

225

Ile

Gln

Val

130

Thr

Thr

Val

Ser

Ala

210

Cys

Phe

Gly

115

Tyr

Leu

Trp

Leu

Ser

195

Ser

Lys

Pro

Lys Val Thr

Gln Phe Ser

275

Gln Pro Arg

290

Leu Pro Ile

305

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

180

Thr

Ser

Pro

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Met

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Trp

Thr

Cys

Lys
245

val

Phe

Glu

His

Val

Ala

Leu

156

Gly

Asp

Froc

Lys

Ile

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln
310

Thr

Pro

135

Val

Ser

Leu

Ser

Val

215

Cys

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

ES 2432018 T3

Val

120

Gly

Lys

Leu

Tyr

Glu

200

Asp

Thr

Asp

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr

185

Thr

Lys

Val

Val

Ala

Ala

Tyr

Ser

170

Leu

vVal

Lys

2ro

Leu
250

Ala

Ala

Phe

155

Gly

Ser

Thr

Ile

Glu

235

Thr

Lys

Gln

140

Pro

Val

Ser

Cys

Val

220

val

Ile

Thr

125

Thr

Glu

His

Ser

Asn

205

Pro

Ser

Thr

Thr

Asn

Pro

Thr

Val

1380

Val

Arg

Ser

Leu

Pro

Ser

Val

Phe

175

Thr

Ala

Asp

Val

Thr
255

Pro

Met

Thr

160

Pro

val

His

Cys

Phe

240

Pro

Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val
270

265

Asp Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr
285

280

Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser Glu
300

Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys

86

315

320



10

ES 2432018 T3

Arg Val Asn Ser Ala Ala Phe Pro
325

Lys Thr Lys Gly Arg Pro Lys Ala
340

Pro Lys Glu Gln Met Ala Lys Asp
355 360

Thr Asp Phe Phe Pro Glu Asp Ile
370 375

Gln Pro Ala Glu Asn Tyr Lys Asn
385 390

Gly Ser Tyr Phe Val Tyr Ser Lys
405

Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys
420

Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu
435 440
<210>70
<211> 213
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 70

Ala

Pro
345

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser
425

Ser

Pro
330

Gln

Val

Val

Gln

Asn

410

Val

His

Ile

Val

Ser

Glu

Pro
395

Val

Leu

Ser

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Ile

Gln

His

Pro

Lys

Thr

Thr

365

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
445

Thr

Ile

350

Cys

Trp

Asp

Ser

Gly

430

Lys

Ile
335

Pro

Met

Asn

Thr

Asn

415

Leu

Ser

Pro

Ile

Gly

Asp

400

Trp

His

Gln Ile Leu Leu Thr Gln Ser Pro Ala Leu Met Ser Ala Ser Pro Gly

87



Glu Lys Val

Tyr Trp Tyr
35

Leu Thr Ser
50

Gly Ser Gly
65

Asp Ala 2ala

Phe Gly Gly

Thr Val Ser
115

Ala Ser Val
130

Val Lys Trp
145

Ser Trp Thr

Thr Leu Thr

Cys Glu RAla
195

Asn Arg Asn
210

<210> 71

<211> 213

Thr
20

Gln

His

Thr

Thr

Gly

ioo

Ile

Val

Lys

Asp

Leu

180

Thr

Glu

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

Ile

Gin

165

Thr

His

Cys

Thr Cys

Lys Pro

Ala Ser
55

Tyr Ser
70

Tyr Cys

Lys Leu

Pro Pro

Phe Leu

133

Asp Gly

150

Asp Ser

Lys Asp

Lys Thr

ES 2432018 T3

Ser

Arg
40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
200

Ala
25

Ser

Val

Thr

Gln

Ile

105

Ser

Asn

Glu

Asp

Tyr

185

Thr

10

Ser

Ser

Preo

Ile

Trp

90

Lys

Glu

Phe

Arg

Ser

i7¢

Glu

Ser

88

Pro

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Gin

i55

Thr

Arg

Pro

Ser

Lys

Arg

60

Ser

Ser

Ala

Leu

Pro

140

Asn

Tyr

His

Ile

Val

Pro
45

Phe

Met

Gly

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
205

Ser
30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

1190

Ser

Asp

Val

Met

Ser

134¢

Lys

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

95

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

175

Tyr

Ser

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn

160

Ser

Thr

Phe



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 71

ES 2432018 T3

89



Gln

Glu

Tyr

Leu

Gly

&5

Asp

FPhe

Thr

Ala

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Ile

Lys

Trp

Thr

50

Ser

Ala

Gly

val

Ser

130

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
210

<210>72

Len

Val

Tyr

35

Ser

Gly

Ala

Gly

Ser

115

Val

Trp

Thr

Thr

Ala

185

Asn

Leu

Thr

20

Gln

His

Thr

Thr

Gly

100

Ile

Val

Lys

Asp

Leu

180

Thr

Glu

Thr

Met

Gln

Leu

Ser

Tyr

85

Thr

Phe

Cys

Ile

Gln

1€5

Thr

Hisg

Cys

Gln

Thr

Lys

Ala

Tyr

70

Tyr

Lys

Pro

Fhe

Asp

150

Asp

Lys

Lys

Ser

Cys

Pro

Ser

55

Ser

Cys

Leu

Pro

Leu

135

Gly

Ser

Asp

Thr

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Arg

40

Gly

Leu

Gln

Glu

Ser

120

Asn

Ser

Lys

Glu

Ser
200

Ala Leu
10

Ala Ser
25

Ser Ser

Val Pro

Thr Ile

Gin Trp
g0

Ile Lys
105

Ser Glu

Asn Phe

Glu Arg

Asp Ser

170

Tyr Glu
185

Thr Ser

90

Met

Ser

Pro

Ala

Ser

75

Ser

Arg

Gln

Tyr

Gln

155

Thr

Pro

Ser

Ser

LYs

Arg

60

Ser

Ser

ala

Leu

Pro

140

Asn

Tyr

His

Ile

Ala

Ala

Pro

45

Phe

Met

Gly

Asp

Thr

125

Lys

Gly

Ser

Asn

Val
205

Ser

Ser

30

Trp

Ser

Glu

Pro

Ala

110

Ser

Asp

Val

Met

Ser

150

Lys

Pro

15

Tyr

Ile

Gly

Ala

Pro

25

Ala

Gly

Ile

Leu

Ser

175

Tyr

Ser

Gly

Met

Tyr

Ser

Glu

80

Thr

Pro

Gly

Asn

Asn

1&Q

Ser

Thr

Phe



ES 2432018 T3

<211> 446
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 72

Gln Val Gln Leu Lys Gln Ser Gly Pro Gly Ile Leu Gln Pro Ser Gln
1 5 10 15

Thr Leu Ser Leu Thr Cys Ser Phe Ser Gly Leu Ser Leu Ser Thr Pro
20 25 30

Gly Ile Gly Val Gly Trp Ile Arg Gln Pro Ala Gly Lys Gly Leu Glu
35 49 45

Trp Leu Ala His Ile Trp Trp Asn Asp Ala Lys Ser Tyr Asn Thr Ala
50 55 80

Leu Lys Ser Arg Leu Thr Ile Ser Lys Asp Thr Ser Asn Asn Gln Val
63 70 75 80

Phe Leu Lys Ile Ala Ser Val Asp Thr Thr His Thr Ala Thr Tyr Tyr
85 90 95

Cys Val val Ile Gly Tyr Tyr Gly Ser Thr Ala Gly Phe Ala Tyr Trp
100 105 110

Gly Gln Gly Thr Leu Val Thr Val Ser Ala Ala Lys Thr Thr Pro Pro
115 120 125

Ser Val Tyr Pro Leu Ala Pro Gly Ser Ala Ala Gln Thr Asn Ser Met
130 135 140

Val Thr Leu Gly Cys Leu Val Lys Gly Tyr Phe Pro¢ Glu Pro Val Thr
145 150 155 160

Val Thr Trp Asn Ser Gly Ser Leu Ser Ser Gly Val His Thr Phe Pro
165 170 175

91



Ala

Pro

Pro

Gly

225

Ile

Lys

Gln

Gln

Leu

305

Arg

Lys

Prao

Thr

Gln

385

Gly

Glu

Asn

Val

Ser

Ala

2190

Cys

Phe

Val

Phe

Fro

290

Pro

Val

Thr

Lys

Asp

370

Pro

Ser

Ala

His

Leu

Ser

195

Ser

Lys

Pro

Thr

Ser

275

Arg

Ile

Asn

Lys

Glu

355

Phe

Ala

Tyr

Gly

His
435

Gln
180

Thr

Ser

Pro

Pro

Cys

260

Trp

Glu

Met

Ser

Gly

340

Gln

Phe

Glu

Phe

Asn

420

Thr

Ser

Trp

Thr

Cys

Lys

245

Val

Phe

Glu

His

Ala

325

Arg

Met

Prao

Asn

Val

405

Thr

Glu

Asp

Pro

Lys

Il=

230

Pro

Val

Val

Gln

Gln

310

Ala

Pro

Ala

Glu

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Leu

Ser

Val

215

Cys

Lys

Val

Asp

Phe

295

Asp

Phe

Lys

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Thr

Ser

ES 2432018 T3

Tyr

Gilu

200

Asp

Thr

Asp

Asp

Asp

280

Asn

Trp

Pro

Ala

Asp

360

Ile

Asn

Lys

Cys

Leu
440

Thr
185

Thr

Lys

val

Val

Ile

265

Val

Ser

Leu

Ala

Pro

345

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser

425

Ser

Leu

Val

Lys

Fro

Leu

250

Ser

Glu

Thr

Asn

Pro

330

Gln

Val

Val

Gln

Asn

410

val

His

92

Ser

Thr

Ile

Glu

2353

Thr

Lys

Val

Phe

Gly

315

Ile

Val

Ser

Glu

Pro

395

val

Leu

Ser

Ser

Cys

val

220

val

Ile

Asp

His

Arg

300

Lys

Glu

Tyr

Leu

Trp

380

Ile

Gln

His

Pro

Ser

Asn

205

Pro

Ser

Thr

Lsp

Thr

285

Ser

Glu

Lys

Thr

Thr

365

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
445

Val
190

Val

Arg

Ser

Leu

Pro

270

Ala

Val

Phe

Thr

Ile

350

Cys

Trp

Asp

Ser

Gly

4390

Lys

Thr

Ala

Asp

Val

Thr

255

Glu

Gln

Ser

Lys

Ile

335

Pro

Met

Asn

Thr

Asn

415

Leu

Val

His

Cys

Phe

240

Fro

val

Thr

Glu

Cys

320

Ser

Pro

Ile

Gly

Asp

400

Trp

His



ES 2432018 T3

<210> 73
<211> 213
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 73

Asp Ile Gln Met Asn Gln Ser Pro Ala Leu Met Ser Ala Ser Pro Gly
1 5 10 15

Glu Lys Val Thr Met Thr Cys Ser Ala Ser Ser Ser Val Ser Ser Met
20 25 30

Tyr Trp Tyr Gin Gln Lys Pro Arg Ser Ser Pro Lys Pro Trp Ile Tyr
35 40 45

Leu Thr Ser Asn Leu Ala Ser Gly Val Pro Pro Arg Phe Ser Gly Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Thr Ser Tyr Ser Leu Thr Ile Ser Asn Met Glu Ala Glu
65 70 75 80

Asp Ala Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Ser Tyr Pro Pro Thr
85 S0 95

Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Ile Lys Arg Ala Asp Ala Ala Pro
100 105 110

Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu Gln Leu Thr Ser Gly Gly
115 120 125

Ala Ser Val vVal Cys Phe Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Lys Asp Ile Asn
130 135 140

93



10

Val

145

Ser

Thr

Cys

Asn

Lys

Trp

Leu

Glu

Arg
210

<210> 74

<211> 446

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

Trp

Thr

Thr

Ala
195

Asn

Lys

Asp

Leu

180

Thr

Glu

Ile

Gln

165

Thr

His

Cys

<223> Constructo sintético

<400> 74

Asp Gly

150

Asp Ser

Lys Asp

Lys Thr

ES 2432018 T3

Ser

Lys

Glu

Ser
200

Glu Arg Gln Asn Gly Val

155

Asp Ser Thr Tyr Ser Met

170

Tyr Glu Arg His Asn Ser

185

190

Thr Ser Pro Ile Val Lys

94

205

Leu

Ser

175

Tyr

Ser

Asn

160

Ser

Thr

Phe



Glu

Thr

Gly

Trp

Leu

Phe

<210> 75

Cys

Gly

Ser

Val

145

Val

Ala

Ala

Gln

Val

130

Thr

Thr

Val

Val

Leu

Phe

Leu

50

Lys

Leu

35

Leu

Gly

115

Tyr

Leu

Trp

Leu

Lys

Ser

Thr

Ser

Lys

Leu

Leu
20

Gly Ile

His

Arg

Ile

Ile

100

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln
180

vVal

Thr

Gly

Ile

Leu

Ala
85

His

Leu

Leu

Cys

Ser

165

Ser

Glu

Cys

Trp

Trp

Thr

70

Ser

Tyr

Val

Ala

Leu

150

Gly

Asp

Ser

Ser

Ile

Trp

55

Ile

Leu

Tyr

Thr

Pro

135

val

Ser

Leu

ES 2432018 T3

Gly

Phe

Arg

40

Asn

Ser

Asp

Gly

val

120

Gly

Lys

Leu

Tyr

Pro

Ser

25

Gln

Gly

Lys

Thr

Asn

105

Ser

Ser

Gly

Ser

Thr
185

Gly

10

Gly

Pro

Asn

Asp

Ala
90

Ser

Ala

Ala

Tyr

Ser

170

Leu

95

Ile Leu

Phe Ser

Ser Gly

Lys Tyr
60

Thr Ser
75

Asp Thr

Tyr Gly

Ala Lys

Ala Gln
140

Phe Pro
155

Gly val

Ser Ser

Gln

Leu

Lys

45

Tyr

Asn

Ala

Phe

Thr

125

Thr

Glu

His

Ser

Pro

Asn

30

Gly

Asn

Asn

Thr

Ala

110

Thr

Asn

Pro

Thr

Val
190

Ser

15

Ser

Leu

Thr

Gln

Tyr
95

Tyr

Pro

Ser

Val

Phe

175

Thr

Gln

Tyr

Glu

Thr

Val

80

Tyr

Trp

Pro

Met

Thr

160

Pro

Val



ES 2432018 T3

Pro Ser Ser Thr Trp Pro Ser Glu Thr Val Thr Cys Asn Val Ala His
195 200 205

Pro Ala Ser Ser Thr Lys Val Asp Lys Lys Ile Val Pro Arg Asp Cys
210 215 220

Gly Cys Lys Pro Cys Ile Cys Thr Val Pro Glu Val Ser Ser Val Phe
225 230 235 240

Ile Phe Pro Pro Lys Pro Lys Asp Val Leu Thr Ile Thr Leu Thr Pro
245 250 255

Lys Val Thr Cys Val Val Val Asp Ile Ser Lys Asp Asp Pro Glu Val
260 265 270

Gln Phe Ser Trp Phe Val Asp Asp Val Glu Val His Thr Ala Gln Thr
275 280 285

Gln Pro BRrg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Phe Arg Ser Val Ser Glu
290 295 300

Leu Pro Ile Met His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Phe Lys Cys
305 310 315 320

Arg Val Asn Ser Ala Ala Phe Pro Ala Pro Ile Glu Lys Thr Ile Ser
325 330 335

96



10

15

Lys

Pro

Thr

Gln

385

Gly

Glu

Asn

Thr

Lys

Asp

370

Pro

Ser

Ala

His

<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<220>

Lys

Glu

355

Phe

Ala

Tyr

Gly

His
435

Gly

340

Gln

Phe

Glu

Phe

Asn
420

Thr

<221> MISC_FEATURE

<222> (32)..(32)

Arg

Met

Pro

Asn

Val

405

Thr

Glu

Pro

Ala

Glu

Tyr

390

Tyr

Phe

Lys

Lys

Lys

Asp

375

Lys

Ser

Thr

Ser

ES 2432018 T3

Ala

Asp

360

Ile

Asn

Lys

Cys

Leu
440

<223> Xaa en la posicion 32 es Ser, Arg o Pro

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (61)..(61)

Pro

345

Lys

Thr

Thr

Leu

Ser
425

Ser

Gln

vVal

val

Gln

Asn

410

Val

His

97

Val

Ser

Glu

Pro

395

Val

Leu

Ser

Tyr

Leu

Trp

380

Ile

Gln

His

Pro

Thr

Thr

365

Gln

Met

Lys

Glu

Gly
445

Ile

350

Cys

Trp

Asp

Ser

Gly
430

Lys

Pro

Met

Asn

Thr

Asn

415

Leu

Pro

Ile

Gly

Asp

400

Trp

His



10

<223> Xaa en la posicion 61 es Ser o Pro

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (94)..(94)

ES 2432018 T3

<223> Xaa en la posicion 94 es Val, His, lle o Phe

<220>

<221> MISC_FEATURE

<222> (102)..(102)

<223> Xaa en la posicion 102 es Thr o Val

<400> 75

Asp

1

Gln

Asn

Pro

Asp

Ser

Ser

Arg

Ile

Pro

Lys

S0

Arg

Arg

His

Ala

Val

Ala

Lys

35

Arg

FPhe

Val

Phe

Asp
115

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Ala

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Ala

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Xaa

Pro

Ile

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Val Ser

120

Thr

10

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

90

Gly

Ile

98

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Val

Leu

Pro

45

Xaa

Thr

Cys

Leu

Pro
125

Thr

Leu

30

Gly

Gly

Leu

Xaa

Glu

110

Ser

Ile

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Ser

Gly

Xaa

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu



10

ES 2432018 T3

Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg
145 150 155 160

Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
180 185 190

Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
195 200 205

Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys

210 215

<210> 76
<211> 438
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 76

99



Glu

Ser

Asp

Ala

Lys

65

Leu

Val

Leu

Met

Thr

50

Gly

Gln

Lys

Lys

Ser

35

Ile

Arg

Met

Leu

Ile

20

Trp

Ile

Phe

Ser

Val

Serx

Val

Ser

Thr

Ser

Glu

Cys

Arg

Gly

Ile

70

Leu

Ser

Ala

Gln

Gly

55

Ser

Arg

ES 2432018 T3

Gly

Ala

Thr

40

Thr

Arg

Ala

Gly

Ser

25

Pro

Tyr

Asp

Glu

Gly

10

Gly

Glu

Thr

Asn

Asp

100

Leu

Phe

Lys

Tyr

Ala

75

Thr

Val

Ala

Arg

Tyr

60

Arg

Ala

Lys

Phe

Leu

45

Pro

Asn

Leu

Pro

Ser

30

Glu

Asp

Thr

Tyr

Gly

15

Ser

Trp

Ser

Leu

Tyr

Gly

Tyr

val

Val

Asn

80

Cys



Ala

Ser

Ser

Gly

145

Ser

Thr

Thr

Lys

Val

225

Val

Ile

Val

Ser

Lau

305

Ala

Asp

Ala

Ala

130

Tyzr

Ser

Leu

Val

Lys

210

Pro

Leu

Ser

Glu

Thr

290

Asnh

Pro

Asp

Ala

115

Bla

Phe

Ser

Thr

133

Ile

Glu

Thr

Lys

Val

275

Phe

Gly

Ile

Gly

100

Lys

Gln

Pro

Val

Ser

180

Cys

Val

Val

Ile

Asp

260

His

Arg

Lys

Glu

83

Tyr

Thr

Thr

Glu

His

165

Ser

Asn

Pro

Ser

Thr

245

Asp

Thr

Ser

Glu

Lys
325

Ile

Thr

Asn

Bro

150

Thr

val

Val

Arg

Ser

230

Leu

Pro

Ala

Val

Phe

310

Thx

His

Pro

Ser

135

Val

Phe

Thr

Ala

Asp

215

Val

Thr

Glua

Gln

Ser

295

Lys

Ile

ES 2432018 T3

Trp

Preo

120

Mat

Thr

Prec

vVal

His

200

Cys

Phe

Pro

Val

Thr

280

Glu

Cys

Ser

Gly

105

Ser

Val

Val

Ala

Pro

185

Pro

Gly

Ile

Lys

Gln

285

Gln

Leu

Arg

Lys

20

Gln

Val

Thr

Thr

Val

170

Ser

Ala

Cys

Phe

val

250

Phe

Pro

Pro

Val

Thr
330

101

Gly

Iyr

Leu

Trp

155

Leu

Ser

Ser

Lys

Fro

233

Thr

Ser

Arg

Tle

Asn

315

Lys

Thr

Pro

Gly

140

Asn

Gln

Thr

Ser

Pro

220

Pro

Cys

Trp

Glu

Met

300

Ser

Gly

Len

Leu

125

Cys

Ser

Ser

Trp

Thr

205

Cys

Lys

vVal

FPhe

Glu

285

His

Ala

Arg

Val

110

Ala

Leu

Gly

Asp

Prao

120

Lys

Ile

Pre

Val

Val

270

Gln

Gln

Ala

Pro

95

Thr

Pro

Val

Ser

Leu

175

Sex

Val

Cys

Lys

val

255

Asp

Phe

Asp

Phe

Lys
335

Val

Lys

Leu

160

Tyr

Glu

Asp

Thr

Asp

240

Asp

Asp

Asn

Trp

Fro

320

Als



ES 2432018 T3

Pro Gln Val Tyr Thr Ile Pro Pro Pro Lys Glu Gln Met Ala Lys Asp
340 345 350

Lys Val Ser Leu Thr Cys Met Ile Thr Asp Phe Phe Pro Glu Asp Ile
355 360 365

Thr Val Glu Trp Gln Trp Asn Gly Gln Pro Ala Glu Asn Tyr Lys Asn
370 375 380

Thr Gln Pro Ile Met Asp Thr Asp Gly Ser Tyr Phe Val Tyr Ser Lys
385 390 395 400

Leu Asn Val Gln Lys Ser Asn Trp Glu Ala Gly Asn Thr Phe Thr Cys
405 410 - 415

Ser Val Leu His Glu Gly Leu His Asn His His Thr Glu Lys Ser Leu
420 425 430

Ser His Ser Pro Gly Lys
435

<210> 77
<211> 219
<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 77

102



Asp Ile Val

1

Gln Pro Ala

Asn Gly Lys

35

Pro Lys Arg

50

Asp Arg Phe

65

Ser Arg Val

Ser

Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

Pro

His

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
210

<210>78

Phe

Asp

115

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

195

Val

Met Thr

Ser Ile

20

Thr Tyr

Leu Ile

Thr Gly

Glu Ala

Pro

100

Ala

Ser

Asp

Val

Met

180

Ser

Lys

85

Trp

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Ser

Tyr

Ser

Gln

Ile

Ser Cys

Leu Thr

Tyr Leu

55

Ser Gly

70

Glu Asp

Thr

Fro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Phe

Thr

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

ES 2432018 T3

Pro Leu Thr Leu

10

Lys Ser Ser Gln

25

Trp Leu Leu Gln

40

Val Ser Lys Leu

Ser Gly Ala Asp

75

Leu Gly Ile Tyr

Gly

Val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

200

Arg

Gly

105

Ser

vVal

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

90

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

103

Thr

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Ser

Ser

Arg

Asp

Phe

Tyr

Lys

Pro

Phe

Val Thr Ile

15

Leu Leu Tyr

30

Pro Gly Gln

45

Ser Gly Val

Thr Leu Lys

Cys Val Gln

Leu

Pro
125

Leu

140

Asp

Asp

Lys

Lys

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

120

Ser

95

Leu

Ser

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

Thr

Gly

Ser

Ser

Pro

Ile
80

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

160

Ser

Glu

Ser



<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 78

Asp Ile Val
1

Gln Pro Ala

Asn Gly Lys
35

Pro Lys Arg
50

Met

Ser

20

Thr

Leu

Thr Gln

Ile Ser

Tyr Leu

Ile Tyr

Ile

Thr

Leu
55

ES 2432018 T3

Pro

Lys

Trp

40

Val

Leu

Ser

25

Leu

Ser

Thr Leu Ser Val

10

Ser Gln Ser Leu

Leu Gln Arg Pro

Lys Leu Asp Ser

104

60

45

Thr

Leu
30

Gly

Ile Gly

15

Tyr Ser

Gln Ser

Val Pro



10

Asp

65

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

Pro

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
210

<210> 79

<211> 219

<212> PRT

Phe

Val

Phe

Asp

115

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

195

Val

Thr

Glu

Pro

100

2la

Ser

Asp

Val

Met

180

Ser

Lys

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 79

Gly

Ala

B5

Trp

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Ser

Tyr

Ser

Ser

70

Glu

Thr

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

ES 2432018 T3

Ser

Leu

Gly

Val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

200

Arg

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

Ala

Ile

%0

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

105

AsSp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Phe

Tyr

Lys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Lys

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Leu

His

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

Lys

Gln

35

Leu

Ser

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

Thr

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

160

Ser

Glu

Ser



5

ES 2432018 T3

Asp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly
1 5 10 15

Gln Pro Ala Ser Ile Ser Cys Lys Ser Ser Gln Ser Leu Leu Tyr Arg
20 25 30

Asn Gly Lys Thr Tyr Leu Thr Trp Leu Leu Gln Arg Pro Gly Gln Ser
35 40 45

Pro Lys Arg Leu Ile Tyr Leu Val Ser Lys Leu Asp Pro Gly Val Pro
50 55 60

Asp Arg Phe Thr Gly Ser Gly Ser Gly Ala Asp Phe Thr Leu Lys Ile
65 70 75 80

Ser Arg Val Glu Ala Glu Asp Leu Gly Ile Tyr Tyr Cys His Gln Gly
85 90 95

Ser His Phe Pro Trp Thr Phe Gly Gly Gly Thr Lys Leu Glu Leu Lys
100 105 110

Arg Ala Asp Ala Ala Pro Thr Val Ser Ile Phe Pro Pro Ser Ser Glu-
115 120 125

Gln Leu Thr Ser Gly Gly Ala Ser Val Val Cys Phe Leu Asn Asn Phe
130 135 140

Tyr Pro Lys Asp Ile Asn Val Lys Trp Lys Ile Asp Gly Ser Glu Arg
145 150 155 160

Gln Asn Gly Val Leu Asn Ser Trp Thr Asp Gln Asp Ser Lys Asp Ser
165 170 175

Thr Tyr Ser Met Ser Ser Thr Leu Thr Leu Thr Lys Asp Glu Tyr Glu
180 185 190

Arg His Asn Ser Tyr Thr Cys Glu Ala Thr His Lys Thr Ser Thr Ser
195 200 205

Pro Ile Val Lys Ser Phe Asn Arg Asn Glu Cys
210 215

<210> 80

106
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<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 80

Asp
1

Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Ile Val

Pro Ala

Gly Lys
35

Lys Arg

50

Arg Phe

Arg Val

His Phe

Met

Ser
20

Thr

Leu

Thr

Glu

Pro
100

Thr

Ile

Tyr

Ile

Gly

Ala

85

Trp

Gln

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Thr

Ile

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

ES 2432018 T3

Pro

Lys

Trp

40

Val

Ser

Leu

Gly

Leu

Ser
25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly
105

Thr
10

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

90

Gly

107

Leu

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Ser

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Val

Leu

Pro

45

Pro

Thr

Cys

Leu

Thr

Leu
30

Gly

Gly

Leu

Ile

Glu
110

Ile
15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

95

Leu

Gly

Pro

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys
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Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

Pro

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyr

His

Ile
210

<210> 81

<211> 219

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 81

Asp

115

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

185

Val

Ala

Ser

Asp

vVal

Met

180

Ser

Lys

Ala

Gly

Ile

Leu

165

Ser

Tyr

Ser

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Thr

Ala

135

Val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

ES 2432018 T3

Val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Glu

200

Arg

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

Ile

val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Lys

Pro

125

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

Ser

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

Thr

Glu

Phe

Arg

160

Ser

Glu

Ser

Asp Ile Val Met Thr Gln Ile Pro Leu Thr Leu Ser Val Thr Ile Gly

108



Gln

Asn

Pro

Asp

65

Ser

Ser

Arg

Gln

Tyr

145

Gln

Thr

Arg

Pro

Pro

Gly

Lys

50

Arg

Arg

His

Ala

Leu

130

Pro

Asn

Tyr

His

ile
210

<210> 82

<211> 215

Ala

Lys
35

Arg

Phe

Val

Phe

Asp

115

Thr

Lys

Gly

Ser

Asn

195

Val

Ser Ile
20

Thr Tyr

Leu Ile

Thr Gly

Glu Ala
85

Pro Trp
100

Ala Ala

Ser Gly

Asp Ile

Val Leu

165

Met Ser
180

Ser Tyr

Lys Ser

Ser

Leu

Tyr

Ser

70

Glu

Val

Pro

Gly

Asn

150

Asn

Ser

Thr

Phe

Cys

Thr

Leu

55

Gly

Asp

Phe

Thr

Ala

135

val

Ser

Thr

Cys

Asn
215

ES 2432018 T3

Lys

Trp
40

Val

Ser

Leu

Gly

Val

120

Ser

Lys

Trp

Leu

Giu

200

Arg

Ser
25

Leu

Ser

Gly

Gly

Gly

105

Ser

Val

Trp

Thr

Thr

185

Ala

Asn

10

Ser

Leu

Lys

Ala

Ile

20

Gly

Ile

Val

Lys

Asp

170

Leu

Thr

Glu

109

Gln

Gln

Leu

Asp

75

Tyr

Thr

Phe

Cys

Ile

155

Gln

Thr

His

Cys

Ser

Arg

Asp

60

Phe

Tyr

Lys

Pro

Phe

140

Asp

Asp

Lys

Lys

Leu

Pro
45

Pro

Thr

Cys

Leu

Pro

125

Leu

Gly

Ser

Asp

Thr
205

Leu
30

Gly

Gly

Leu

Phe

Glu

110

Ser

Asn

Ser

Lys

Glu

190

Ser

15

Tyr

Gln

Val

Lys

Gln

a5

Leu

Ser

Asn

Glu

Asp

175

Tyr

Thr

Pro

Ser

Pro

Ile

80

Gly

Lys

Glu

Phe

Arg

160

Ser

Glu

Ser



<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético
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Asp

Asp

Tyr

Ile

Gly

65

Pro

Phe

Ala

Gly

Ala

145

Gln

Ser

Tyr

Ser

Ile

Arg

Leu

Tyr

30

Ser

Glu

val

Pro

Thr

130

Lys

Glu

Ser

Ala

Phe
210

<210> 83

<211> 443

Gln

Val

Phe

35

Arg

Gly

Asp

Phe

Ser

115

Ala

Val

Ser

Thr

Cys

195

Asn

Met

Thr

20

Trp

Thr

Ser

Phe

Gly

100

Val

Ser

Gln

Val

Leu

180

Glu

Arg

Thr

Ile

Tyr

Ser

Gly

Ala

85

Gly

Phe

Val

Trp

Thr

165

Thr

Val

Gly

Gln

Thr

Gln

Pro

Thr

70

Thr

Gly

Ile

Val

Lys

150

Glu

Leu

Thr

Glu

Ser

Cys

Gln

Leu

55

Asp

Tyr

Thr

Fhe

Cys

135

Val

Gln

Ser

His

Cys
215

ES 2432018 T3

Pro

Ser

Lys

40

Ala

Phe

Tyr

Lys

Pro

120

Leu

ksp

Asp

Lys

Gln
200

Ser

Ala

25

Pro

Ser

Thr

Cys

Val

105

Pro

Leu

Asn

Ser

Ala

185

Gly

Ser

10

Ser

Gly

Gly

Leu

Gln

90

Glu

Ser

Asn

Ala

Lys

170

Asp

Leu

111

Leu

Ser

Lys

Val

Thr

75

Gln

Ile

Asp

Asn

Leu

155

Asp

Tyr

Ser

Ser

Arg

Ala

Pro

60

Ile

Trp

Lys

Glu

Fhe

140

Gln

Ser

Glu

Ser

Ala

Val

Pro

45

Ser

Ser

Ser

Arg

Gln

125

Tyr

Ser

Thr

Lys

Pro
205

Ser

Ser

30

Lys

Arg

Ser

Gly

Thr

110

Len

Pro

Gly

Tyr

His

190

Val

Val

15

Ser

Leu

Phe

Leu

Tyr

95

Val

Lys

Arg

Asn

Ser

175

Lys

Thr

Gly

Thr

Leu

Ser

Gln

80

Pro

Ala

Ser

Glu

Ser

160

Leu

Val

Lys
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Gln

Ser

Pro

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Ala

Leu

145

Gly

Ser

Leu

Val

Val

Ile

Asn

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Pro

130

Val

Ala

Gly

Gly

Gln

Lys

Ser

33

Phe

Arg

Leu

Gly

Val

115

Cys

Lys

Leu

Leu

Thr
185

Leu

Val

20

Trp

His

Val

Ser

Gly

100

Ser

Ser

Asp

Thr

Tyr
180

Lys

Val

Ser

Val

Pro

Thr

Ser

85

Thr

Ser

Arg

Tyr

Ser

165

Ser

Thr

Gln

Cys

Arg

Tyr

Ile

70

Leu

Gly

Ala

Ser

Phe

150

Gly

Leu

Tyr

Ser

Lys

Gln

Leu

55

Thr

Arg

Ser

Ser

Thr

135

Preo

Val

Ser

Thr

ES 2432018 T3

Gly

Ala

ala

40

Gly

Ala

Ser

Phe

Thr

120

Ser

Glu

His

Ser

Cys
200

Ala

Ser

25

Pro

Val

Asp

Glu

Asp

105

Lys

Glu

Pro

Thr

Val
185

Asn

Glu

10

Gly

Gly

Thr

Lys

Asp

90

Tyr

Gly

Ser

Val

Phe

170

val

vVal

vVal

Tyr

Gln

Asn

Ser

75

Thr

Trp

Pro

Thr

Thr

155

Pro

Thr

Asp

113

Lys

Thr

Gly

TYL

60

Thr

Ala

Gly

Ser

Ala

140

Val

Ala

Val

His

Lys

Phe

Leun

45

val

Ser

Val

Gln

Val

125

Ala

Ser

Val

Pro

Lys
205%

Pro

Leu

30

Glu

Glu

Thr

Tyr

Gly

110

Phe

Leu

Trpe

Leu

Ser

130

Pro

Gly

15

Ile

Trp

Lys

Ala

Tyr

95

Thr

Pro

Gly

Asn

Gln

175

Ser

Ser

Ser

Tyr

Met

Fhe

Tyr

80

Cys

Thr

Leu

Cys

Ser

160

Ser

Ser

Asn



Thr

Pro

225

Pro

Thr

Asn

Arg

Val

305

Ser

Lys

Glu

Phe

Glu

385

Phe

Gly

Tyr

Lys

210

Cys

Pro

Cys

Trp

Glu

290

Leu

Asn

Gly

Glu

Tyr

370

Asn

Phe

Asn

Thr

Val

Pro

Lys

val

Tyr

275

Glu

His

Lys

Gln

Met

355

Pro

Asn

Leu

Val

Gln
435

Asp

Ala

Pro

Val

260

Val

Gln

Gln

Gly

Pro

340

Thr

Ser

Tyr

Tyr

Phe

420

Lys

Lys

Pro

Lys

245

val

Asp

Phe

Asp

Leu

325

Arg

Lys

Asp

Lys

Ser

405

Ser

Ser

Arg

Glu

230

Asp

Asp

Gly

Asn

Trp

310

Fro

Glu

Asn

Ile

Thr

390

Arg

Cys

Leu

Val

215

Phe

Thr

Val

Val

Ser

295

Leu

Ser

Fro

Gln

Ala

375

Thr

Leu

Ser

Ser

ES 2432018 T3

Glu

Leu

Leu

Ser

Glu

2BC

Thr

Asn

Ser

Gln

Val

360

val

Pro

Thr

Val

Leu
440

Ser

Gly

Met

Gln

265

Val

Tyr

Gly

Tle

Val

345

Ser

Glu

Pro

val

Met

425

Ser

Lys

Gly

Ile

230

Glu

His

Arg

Lys

Glu

330

Tyr

Leu

Trp

vVal

Asp

410

His

Leu

114

Tyxr

Pro

235

Ser

Asp

Asn

Val

Glu

315

Lys

Thr

Thr

Glu

Leu

395

Lvs

Glu

Gly

Gly

220

Ser

Arg

Pro

Ala

Val

300

Tyr

Thr

Leu

Cys

Ser

380

Asp

Ser

Ala

Pro

Val

Thr

Glu

Lys

285

Ser

Lys

Tle

Fro

Leu

365

Asnh

Ser

Arg

Leu

Pro

Phe

Fro

Val

270

Thr

Val

Cys

Ser

Pro

350

Val

Gly

Asp

Trp

His
430

Cys

Leu

Glu

255

Gln

Lys

Leu

Lys

Lys

335

Ser

Lys

Gln

Gly

Gln

415

Asn

Pro

The

240

vVal

Phe

Pro

Thr

Val

320

Ala

Gln

Gly

Pro

Ser

400

Glu

His
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ES 2432018 T3

Asp Ile Gln Met Thr Gln Ser Pro Ser Ser Leu Ser Ala Ser Val Gly

Asp Arg Val Thr Ile Thr Cys Ser Ala Ser Ser Arg Val Ser Ser Thr
20 25 30

Tyr Leu Fhe Trp Tyr Gln Gln Lys Pro Gly Lys Ala Pro Lys Leu Leu
35 40 45

Ile Tyr Arg Thr Ser Thr Leu Thr Ser Gly Val Pro Ser Arg Phe Ser
50 55 60

Gly Ser Gly Ser Gly Thr Asp Phe Thr Leu Thr Ile Ser Ser Leu Gln
65 70 75 80

Pro Glu Asp Phe Ala Thr Tyr Tyr Cys Gln Gln Trp Ser Gly Tyr Pro
85 20 a5

Phe Val Phe Gly Gly Gly Thr Lys Val Glu Ile Lys Arg Thr Val Ala
100 105 110

Bla Pro Ser Val Phe Ile Phe Pro Pro Ser Asp Glu Gln Leu Lys Ser
115 120 125

Gly Thr Ala Ser Val Val Cys Leu Leu Asn Asn Phe Tyr Pro Arg Glu
130 135 140

Ala Lys Val Gln Trp Lys Val Asp Asn Ala Leu Gln Ser Gly Asn Ser
145 150 155 160

Gln Glu Ser Val Thr Glu Gln Asp Ser Lys Asp Ser Thr Tyr Ser Leu
165 170 175

Ser Ser Thr Leu Thr Leu Ser Lys Ala Asp Tyr Glu Lys His Lys Val
180 185 190

Tyr Ala Cys Glu Val Thr His Gln Gly Leu Ser Ser Pro Val Thr Lys
195 200 205

Ser Phe Asn Arg Gly Glu Cys
210 215

<210> 85

116
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<211> 443

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 85

Gln

1

Ser

Pro

Gly

Lys

65

Met

Ala

Val

Val

Val

Ile

Asn

50

Gly

Glu

Arg

Thr

Gln

Lys

Ser

35

Phe

Arg

Leu

Gly

Val
115

Leu

Val

20

Trp
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Ala Pro Cys Ser Arg Ser Thr Ser Glu Ser Thr Ala Ala Leu Gly Cys
130 135 140

Leu Val Lys Asp Tyr Phe Pro Glu Pro Val Thr Val Ser Trp Asn Ser
145 150 155 160

Gly Ala Leu Thr Ser Gly Val His Thr Phe Pro Ala Val Leu Gln Ser
165 170 175

Ser Gly Leu Tyr Ser Leu Ser Ser Val Val Thr Val Pro Ser Ser Ser
180 185 130

Leu Gly Thr Lys Thr Tyr Thr Cys Asn Val Asp His Lys Pro Ser Asn
195 200 205

Thr Lys Val Asp Lys Arg Val Glu Ser Lys Tyr Gly Pro Pro Cys Pro
210 215 220

Pro Cys Pro Ala Pro Glu Phe Leu Gly Gly Pro Ser Val Phe Leu Phe
225 230 235 240

Pro Pro Lys Pro Lys Asp Thr Leu Met Ile Ser Arg Thr Prc Glu Val
245 250 255

Thr Cys Val Val Val Asp Val Ser Gln Glu Asp Pro Glu Val Gln Phe
260 265 270

Asn Trp Tyr Val Asp Gly Val Glu vVal His Asn Ala Lys Thr Lys Pro
275 280 285

Arg Glu Glu Gln Phe Asn Ser Thr Tyr Arg Val Val Ser Val Leu Thr
290 295 300

Val Leu His Gln Asp Trp Leu Asn Gly Lys Glu Tyr Lys Cys Lys Val
305 310 315 320

Ser Asn Lys Gly Leu Pro Ser Ser Ile Glu Lys Thr Ile Ser Lys Ala
325 330 335

Lys Gly Gln Pro Arg Glu Pre Gln Val Tyr Thr Leu Pro Pro Ser Gln
340 345 350

Glu Glu Met Thr Lys Asn Gln Val Ser Leu Thr Cys Leu Val Lys Gly
355 360 365
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Tyr
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Asn

Phe

Asn

Thr

<210> 86

<211>7

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético

<400> 86

Asp Thr Asn Phe Pro Ile Cys

1

<210> 87

<211> 26

<212> PRT

<213> Secuencia artificial

<220>

<223> Constructo sintético
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Asn

Leu

Val
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Ser
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Tyr
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420
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405

Ser

Ser

5
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Thr
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Thr

Leu

Ser

Ser
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Val
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Val
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<400> 87

Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Gly Pro Gly Pro Gly Ile Ser Gln Ala
1 5 10 15

Val His Ala Ala His Ala Glu Ile Asn Glu
20 25

<210> 88
5 <211> 20
<212> PRT

<213> Homo sapiens

<400> 88

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

Cys Cys Lys Thr
10 20

<210> 89

<211> 22

<212> PRT

<213> Homo sapiens
15

<400> 89

Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly Cys Cys His Arg Ser Lys Cys
1 5 10 15

Gly Met Cys Cys Lys Thr
20
<210> 90
20 <211> 61
<212> PRT

<213> Homo sapiens
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<400> 90

Gly Ser Val Phe Pro Gln Gln Thr Gly Gln Leu Ala Glu Leu Gln Pro
1 5 10 15

Gln Asp Arg Ala Gly Ala Arg Ala Ser Trp Met Pro Met Phe Gln Arg
20 25 30

Arg Arg Arg Arg Asp Thr His Phe Pro Ile Cys Ile Phe Cys Cys Gly
35 40 45

Cys Cys His Arg Ser Lys Cys Gly Met Cys Cys Lys Thr
50 55 60
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REIVINDICACIONES

1. Un anticuerpo monoclonal que se une selectivamente a hepcidina-25 humana que consiste en la secuencia de
aminoacidos mostrada en SEC ID N°: en donde el anticuerpo comprende seis CDR seleccionadas del grupo que
consiste en:

(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 9, 10, 11, 32, 33 y 34, respectivamente.

(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 12, 13, 14, 35, 36 y 37, respectivamente.

(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 45, 13, 14, 35, 36 y 37, respectivamente.

(iv) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 12, 13, 14, 38, 36 y 37, respectivamente.

(v) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 15, 10, 16, 39, 40 y 41, respectivamente.

(vi) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 22, 42, 43 y 44, respectivamente.

(vii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 23, 42, 43 y 44, respectivamente.

(viii) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 24, 25, 23, 42, 43 y 44, respectivamente.

(ix) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 27, 42, 43 y 44, respectivamente.

(x) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 28, 42, 43 y 44, respectivamente.

(xi) LCDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos SASSSX1SX;MY (SEC ID N°: 6) LCDR2 que tiene la secuencia
de aminoacidos LTSX3LAS (SEC ID N°: 7) LCDRS3 que tiene la secuencia de aminoacidos QQWSSXsPPT (SEC ID
N°: 8) HCDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos GXgSLX10X11X12GX13GX14G (SEC ID N°: 29) HCDR2 que
tiene la secuencia de aminoacidos HIWWN X;5X16KX17YNTX1sLKS (SEC ID N°: 30) y HCDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos 1X19YYG X20X21X22GFAY (SEC ID N°: 31),enlaque XiesVo A, X;esYo0 S, XsesNo
H, XsesN,GoY, XgesF,YoL, XjoesSoN, Xi1esToS, Xi,esYoP, XzesloF, XisesVol, XisesDoG,
XieesAoN; Xi7esSoY, XigesAoT, XigesGoH, XxpesSoN,Xs1esToS,yXesS,AoY;y

(xii) LCDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos KSSQSLLYXsNGKTYLT (SEC ID N°: 17) LCDR2 que tiene la
secuencia de aminoacidos LVSKLDXs (SEC ID N° 18) LCDR3 que tiene la secuencia de aminoacidos
X7QGSHFPWXg (SEC ID N°: 19) HCDR1 que tiene la secuencia de aminoacidos GFAFSSYDMS (SEC ID N°: 42),
HCDR2 que tiene la secuencia de aminoacidos TISGGTYTYYPDSVKG (SEC ID N°: 43) y HCDR3 que tiene la
secuencia de aminoacidos DGYIH (SEC ID N° 44),enlaque Xses S,Ro P, XsesSoP, X;esV,H,loFy Xges
ToV.

2. El anticuerpo de la reivindicacion 1, en donde el anticuerpo se une selectivamente a hepcidina-25 humana que
consiste en la secuencia de aminoacidos mostrada en SEC ID N°: con una Kp entre aproximadamente 50 nM y
aproximadamente 800 pM tal como se determina por resonancia de plasmoén superficial (SPR) a 25 °C.

3. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-2, en donde el anticuerpo se une a prohepcidina y a
hepcidina-20 humana con una Kp que es al menos aproximadamente 10 veces superior a la del anticuerpo que se
une a hepcidina-25 humana segun se determina por SPR a 25 °C.

4. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-3, en donde el anticuerpo se une a hepcidina-22
humana con una Kp superior a aproximadamente 200 nM segun se determina por SPR a 25 °C.

5. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-4 que ademas se une a las SEC ID N° 3y 2 de
hepcidina-25 de ratén y/o de rata, respectivamente, con una Kp inferior a aproximadamente 500 nM tal como se
determina por SPR a 25°C.

6. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-5, siendo el anticuerpo un fragmento de anticuerpo que
comprende la porcién de unién a antigeno y conserva su capacidad de unién a antigeno.

122



10

15

20

25

30

35

40

45

50

ES 2432018 T3

7. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-6 que comprende un polipéptido de regién variable de
cadena ligera (LCVR) y un polipéptido de region variable de cadena pesada (HCVR) en el que:

(i) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°:
48 y 49, respectivamente;

(ii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°:
50y 51, respectivamente;

(iii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 52 y 51, respectivamente;

(iv) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 53 y 54, respectivamente;

(v) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 55 y 56, respectivamente;

(vi) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 59 y 58, respectivamente;

(vii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 60 y 58, respectivamente;

(viii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 61 y 58, respectivamente;

(ix) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 62 y 58, respectivamente;

(x) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 63 y 58, respectivamente;

(xi) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 46 y 47, respectivamente; o

(xii) los polipéptidos de LCVR y de HCVR tienen las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID
N°: 57 y 58, respectivamente.

8. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-7 que comprende una cadena pesada y una cadena
ligera que tienen (i) las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 67 y 66, respectivamente; (ii)
las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 69 y 68, respectivamente; (iii) las secuencias de
aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 69 y 70, respectivamente; (iv) las secuencias de aminoacidos que
se muestran en las SEC ID N°: 72 y 71, respectivamente; (v) las secuencias de aminoacidos que se muestran en las
SEC ID N°: 74 y 73, respectivamente; (vi) las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 76 y
77, respectivamente; (vii) las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 76 y 78,
respectivamente; (viii) las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 76 y 79, respectivamente;
(ix) las secuencias de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N°: 76 y 80, respectivamente; (x) las secuencias
de aminoacidos que se muestran en las SEC ID N° 76 y 81, respectivamente.

9. Una composicion farmacéutica que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 en
combinacién con uno o mas vehiculos, diluyentes o excipientes farmacéuticamente aceptables.

10. Un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en terapia.

11. Un anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en el tratamiento o la prevencién de
anemia.

12. El anticuerpo de una cualquiera de las reivindicaciones 1-8 para su uso en un procedimiento para aumentar
niveles de hierro en suero, recuento de reticulocitos, recuento de glébulos rojos, hemoglobina y/o hematocrito en un
sujeto humano.

13. Un procedimiento para detector proteina hepcidina-25 en una muestra biolégica que comprende incubar un
anticuerpo que se une selectivamente a hepcidina-25 humana con una muestra biolégica en condiciones y durante
un tiempo suficiente para permitir que dicho anticuerpo se una a proteina hepcidina-25 y detectar dicha unién, en el
que el anticuerpo comprende seis DCR, seleccionadas del grupo que consiste en:

(i) LCDR11, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDRS3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 22, 42, 43 y 44, respectivamente;
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(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 27, 42, 43 y 44, respectivamente; y

(i) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos que se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 23, 42, 43 y 44, respectivamente.

14. Un procedimiento para cuantificar una cantidad de proteina hepcidina-25 en una muestra de tejido o fluido
bioldgico que comprende;

(i) recubrir un soporte sélido con (a) un primer anticuerpo que comprende seis DCR seleccionadas del grupo que
consiste en:

(1) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 22, 42, 43 y 44, respectivamente;

(2) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 23, 42, 43 y 44, respectivamente;

(3) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 24, 25, 23, 42, 43 y 44, respectivamente;

(4) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 27, 42, 43 y 44, respectivamente;

(5) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 28, 42, 43 y 44, respectivamente,

o (b) un primer anticuerpo que se une a un epitope contenido dentro de los aminoacidos 5 a 25, inclusive, de la SEC
ID N°: 1;

(ii) aplicar la muestra a dicho soporte soélido recubierto con el anticuerpo;
(iiii) retirar la muestra no unida;

(iv) si el primer anticuerpo de la etapa (i) es (a), aplicar al soporte sélido un segundo anticuerpo que se una a un
epitope contenido dentro de los aminoacidso 5 a 25, inclusive, de la SEC ID N°: 1, o, si el primer anticuerpo de la
etapa (i) es (b), aplicar al soporte sélido un segundo anticuerpo que comprenda seis CDR seleccionadas del grupo
que consiste en:

(1) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 22, 42, 43 y 44, respectivamente;

(2) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 20, 21, 23, 42, 43 y 44, respectivamente;

(3) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 24, 25, 23, 42, 43 y 44, respectivamente;

(4) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 27, 42, 43 y 44, respectivamente;

(5) LCDR1, LCDR2, LCDR3, HCDR1, HCDR2 y HCDR3, que tienen las secuencias de aminoacidos tal como se
muestran en las SEC ID N°: 26, 25, 28, 42, 43 y 44, respectivamente;

(v) retirar el segundo anticuerpo no unido; y

(vi) detectar cuantitativa, semicuantitativa o cualitativamente la cantidad de hepcidina-25 unida al segundo
anticuerpo en dicha muestra.

15. El procedimiento de la reivindicaciéon 14, en el que el anticuerpo que se une a un epitope contenido dentro de los
anticuerpos 5 a 25, inclusive, de la SEC ID N°: 1 que comprende una LCVR y una HCVR que tienen las secuencias
de aminoacidos tal como se muestran en las SEC ID N°: 84 y 85.

16. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicacioens 14-15, en el que solo el primer o el segundo
anticuerpo esta marcado dentro de un resto detectable.

17. El procedimiento de una cualquiera de las reivindicaciones 14-16 en el que dicha deteccion es indirecta.
18. El procedimiento segun una cualquieras de las reivindicaciones 14-17, en el que dicha muestra es sangre,

plasma, suero, orina, liquido cefalorraquideo (CSF), liquido amnidtico, saliva, sudor, liquido ascitico, linfa, liquido
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quistico, leche materna, fluido de heridas o derivados de los mismos, y en el que dicha muestra se pone en contacto

con dicho anticuerpo en un inmunoensayo enzimatico (EIA), ELISA, ensayo de ELISA de tipo emparedado,
radioinmunoensayo, una reaccion de precipitacion o un inmunoensayo fluorescente.

19. Un kit para detectar o cuantificar hepcidina-25 que comprende el anticuerpo de una cualquiera de las
reivindicaciones 1-8.
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